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RESUMEN 
 
 
Identificación de microorganismos asociados a Cresp era del Café. 
 
Se muestrearon hojas de bandolas intermedias de plantas sintomáticas para la enfermedad 
“Crespera del Café” e insectos cicadélidos de campo a partir de una finca infectada ubicada en 
Naranjo de Alajuela del Valle Central Occidental de Costa Rica. Las muestras de plantas se 
procesaron mediante tres protocolos de aislamientos de endófitos: A: desinfección con NaClO4 al 
10 (T1), 15 (T2) y 20% (T3), incubación a 31ºC; B: desinfección con NaClO4 1% 3,5% i.a (T1) y 
NaClO4 100% 1,0% i.a (T2) incubándose a 24ºC y C: desinfección con NaClO4 1% y extracción con 
buffer PBS en dilución concentrada (T1), 10-1 (T2) y 10-2 (T3) incubación a 26ºC. Los insectos se 
procesaron bajo un protocolo D: desinfección con Cloruro de Benzalconio al 2% de cabezas 
maceradas en 300ųl del buffer PBS 1X (T1) y cuerpos sin disección en 600ųl del buffer (T2) 
incubándose a 26ºC. Se inocularon todos los aislamientos en medio BCYE. Las bacterias se 
identificaron mediante el sistema BIOLOG, DAS-ELISA y validación de algunas muestras para 
detección de Xylella fastidiosa mediante PCR utilizando los primers 272-1 y 272-2; los 
aislamientos fúngicos se identificaron mediante la presencia de estructuras de reproducción. El 
protocolo C mostró ser el más apto para la obtención de endófitos y el D permitió obtener alta 
diversidad en los aislamientos. Se obtuvieron 21 aislamientos bacterianos siendo el más 
abundante Serratia marcenses seguido de Raoultella terrigena, Xylella fastidiosa y Enterobacter 
sp; 13 aislamientos fúngicos incluyendo los géneros Aspergillus, Cladosporium, Paecilomyces, 
Beauberia y Pythium.  La temperatura de 28ºC, y la incubación en oscuridad en medio BCYE por 
los 22 días permitió aislar Xylella fastidiosa. No hay certeza que los resultados obtenidos en la 
prueba serológica DAS-ELISA correspondieron a deficiencias de sensibilidad de la misma salvo un 
aislamiento (Serratia marcenses). 
 
 
Evaluación de la patogenicidad de los aislamientos.  
 
Se aplicaron pruebas en disco de hoja, tronco de café y con segmentos de pellets sobre láminas 
enteras para medir la patogenicidad cualitativa de los aislamientos inoculando soluciones de 
2.0X107 UFC/ml homogenizadas. La acumulación de cristales foliares ante la presencia de 
Geobacillus spp y Staphylococcus cohnii, y la proliferación de Pythium spp en las hojas, permitió 
discriminar su patogenicidad cualitativa. 
 
 

                                                
♣ INFORME DE TRABAJO FINAL DE GRADUACIÓN, Escuela de Biología, 
Instituto Tecnológico de Costa Rica, Cartago, Costa Rica. 2008. 
 

PDF Created with deskPDF PDF Writer - Trial :: http://www.docudesk.com



 

 

 

3 

Bioensayos de microorganismos seleccionados para su  correspondencia con la 
sintomatología de Crespera del Café. 
 
El cicadélido C07 (más abundantes en campo) mostró ser un vector eficiente para la transmisión 
de Xylella fastidiosa. Generalmente las poblaciones más abundantes de cicadélidos colectados 
presentaron las concentraciones más altas de Xylella fastidiosa. El método de inoculación en 
pecíolos mostró mayor eficiencia (96.7%) para incorporar a Xylella fastidiosa que el método de 
puntura en entrenudo (66.7%). El periodo de observación de posibles síntomas de Crespera en 
los bioensayos con Xylella fastidiosa, Geobacillus spp y Pseudomonas fluorescens se consideró 
insuficiente. Se realizaron ensayos de infección con cicadélidos de campo sobre plantas de 
invernadero en condiciones de 23ºC y 70% de humedad relativa por 15 días y se corroboró la 
incidencia del patógeno en los insectos luego del ensayo, así como la infección de Xylella 
fastidiosa mediante DAS-ELISA luego de 3 meses en las hojas jóvenes y maduras. Se emplearon 
dos métodos de infección mecánica para Xylella fastidiosa, Geobacillus sp y Pseudomonas 
fluorescens buscando reproducir los síntomas de Crespera. Se corroboró mediante DAS-ELISA la 
infección de Xylella fastidiosa luego de 3 meses de ensayo en hojas inoculadas y no inoculadas. 
En ambos ensayos de infección se utilizaron plantas de invernadero de dos meses de edad libres 
de Xylella fastidiosa. Se buscó relacionar los microorganismos endógenos en cicadélidos con los 
endófitos en plantas de café y la sintomatología de Crespera. 
 
Palabras Clave : Crespera, endófitos, endógenos, Xylella fastidiosa, cicadélidos, bioensayo.    
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ABSTRACT 
 
 

Identification of Coffee Leaf Scorch associated mic roorganism.  
 
Leaves from medium branches of symptomatic “Coffee Leaf Scorch” (CLS) plants and cicadelids 
vector were collected from a cultivated ground area in Naranjo, Alajuela, Occidental Central Valley 
of Costa Rica. Three different endophytes isolation protocols were performed for plant samples. A: 
10 (T1), 15 (T2) and 20% (T3) NaClO4 3,5% a.i disinfection, 31ºC incubation; B: 1% NaClO4 3,5% 
a.i (T1) and 100% NaClO4 1,0% a.i (T2) disinfection, 24ºC incubation and C: NaClO4 1% 3,5% a.i 
disinfection and PBS buffer extraction in concentrate solution (T1), 10-1 (T2) and 10-2 (T3) dilution, 
26ºC incubation. Protocol D was performed to ground cicadelids endogens microorganism 
isolation: 2% Quaternary ammonium disinfection for mashed cicadelid’s head in 300ųl PBS1X 
buffer (T1) and non dissected bodies mashed in 600ųl PBS1X buffer (T2), 26ºC incubation. All 
isolations were inoculated in BCYE culture medium. BIOLOG® system, DAS-ELISA for Xylella 
fastidiosa detection and PCR amplification of 272-1 and 272-2 primers validation of some isolation 
were performed to bacteria’s identification. Fungi identity was determinate with reproduction 
structure guides. Protocol C showed the best conditions to isolated endophytes, protocol D 
showed the highest isolation diversity, 21 bacteria isolation were obtained, Serratia marcenses 
followed by Raoultella terrigena, Xylella fastidiosa and Enterobacter sp were the most frequent. 
Fungi reported 13 isolations including Aspergillus, Cladosporium, Paecilomyces, Beauberia and 
Pythium genres. Darkness incubation in BCYE medium within 28ºC was appropriated to Xylella 
fastidiosa grow after 22 days. There wasn’t certainly evidence that DAS-ELISA’s result represent 
sensitivity deficiencies. Except for Serratia marcenses isolation, there wasn’t plants microorganism 
correspondence with insects ones. 
 
Pathogenic conditions of microorganism’s isolations .  
 
Test of all microorganisms over leaves disc, branches segments and pellets pieces were 
performed to determine pathogenic qualitative condition of 2.0X107 CFU/ml homogenized 
microorganism solution. Crystal accumulation in foliar superficies in Geobacillus spp and 
Staphylococcus cohnii pathogenic test and Pythium spp mycelia proliferation allowed their 
qualitative pathogenic determination. 
 

                                                
♣ INFORME DE TRABAJO FINAL DE GRADUACIÓN, Escuela de Biología, 
Instituto Tecnológico de Costa Rica, Cartago, Costa Rica. 2008. 
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Bioassays of selected microorganisms for Coffee Lea f Scorch symptoms correspondence.   
 
Vector infection test of cicadelids eating seedling innocuous plants to Xylella fastidiosa were 
developed into laboratory condition (23ºC and 70% humidity) during 15 days. Xylella fastidiosa 
infection into cicadelids was corroborated with DAS-ELISA after assay time, mature and early 
leaves were analyzed for infection three month later. Two methods for mechanic infection of 
Xylella fastidiosa, Geobacillus sp and Pseudomonas fluorescens were applied to CLS symptoms 
induction.  Inoculated and early leaves were analyzed for effective Xylella fastidiosa infection three 
month later by DAS-ELISA test. Seedling two months’ innocuous plants to Xylella fastidiosa were 
used. This study search for some relation into endogens cicadelid’s microorganism and 
symptomatic plants endophytes with CLS symptoms. The most abundant ground cicadelid (C7) 
was an effective vector to Xylella fastidiosa infection. The higher concentration of Xylella fastidiosa 
was usually found in the most abundant cicadelids populations. Petiole pierce method for Xylella 
fastidiosa mechanic infection was more effective (96.7%) than internode puncture (66.7%). The 
observation period in Xylella fastidiosa, Geobacillus spp and Pseudomonas fluorescens inoculated 
plants was not enough for CLS symptoms expression.    
 
 
Key words: Coffee Leaf Scorch, endophytes, endogens, Xylella fastidiosa, cicadelids, bioassay.    
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CAPÍTULO 1 
 

INTRODUCCIÓN 
 

El café (Coffea arabica) es un arbusto perenne perteneciente a la familia de las 

Rubiaceas cuyo centro de origen se ubica en el país de Etiopia. El grano de este 

cultivo es uno de los principales productos de exportación en países como 

Colombia, Brasil, Costa Rica, Etiopía, Arabia y otros. 

  

En nuestro país por mucho tiempo fue el monocultivo de mayor impacto 

económico desde la época de 1830, siendo la actividad agrícola que generaba 

más empleos, condición que disminuyó conforme se sustituían los cafetales por 

plantaciones de otros productos no tradicionales. Hoy en día luego de crisis 

internacionales y estrategias locales de diversificación del agro se ha dado una 

modernización de su mercado, implementándose el cultivo de calidad orgánica y 

bajo denominaciones de origen, estrategia comercial que ha conferido valor y 

prestigio al grano local (Pratt y Harner, 1997; Peters, 2008).   

 

Aún ante los esfuerzos comerciales realizados para mantener a la caficultura 

como una actividad rentable, existen factores como la incidencia de 

enfermedades y plagas de difícil control que provocan la disminución de la 

disponibilidad de grano y almácigos de calidad para el productor nacional. Dentro 

del grupo de las enfermedades de mayor incidencia como la roya del café, 

“Chasparria”, “El mal del machete” y “Ojo de Gallo” se ha mantenido un particular 

intertés en la enfermedad “Crespera del café” debido al aumento de su incidencia 

en las plantaciones, acción atribuida a la infección bacteriana de Xylella fastidiosa 

como producto de la diseminación vectorial por la alimentación de insectos 

cicadélidos que han convertido esta enfermedad en un problema para la 

producción.  

 

No obstante aunque actualmente Xylella fastidiosa sigue considerándose el 

patógeno más asociado a la enfermedad en café existen incongruencias para 

afirmar esto con certeza, razón que ha incentivado el desarrollo de 
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investigaciones que señalan la posibilidad de nuevos agentes patógenos 

involucrados en la sintomatología de la enfermedad, implicando el rastreo de la 

diversidad de microorganismos en plantas enfermas (Galvis et al., 2007), insectos 

vectores, las plantas espontáneas y vegetación segetal dentro del agroecosistema 

afectado (Shapland et al., 2006), para lo cual se han utilizado marcadores 

moleculares, secuenciación y técnicas ELISA para la caracterización, separación 

y detección de patovares, fitomejoramiento en cultivares y monitoreo por área en 

campo de vectores (Álvarez et al., 2004; Redak et al., 2004), todas en busca de 

un manejo efectivo de la enfermedad. 

 

Este trabajo se enfocó en la investigación de las poblaciones de microorganismos 

endógenos presentes en el material vegetal de campo obtenido a partir de plantas 

sintomáticas de la enfermedad “Crespera del café”, así como las poblaciones de 

endógenos asociados a los vectores cicadélidos presentes en el lugar de 

muestreo, procurando recopilar información concluyente de la relación de los 

obtenidos con el patógeno Xylella fastidiosa como el principal asociado a la 

enfermedad. Además se buscó mediante bioensayos de microorganismos 

recuperados a partir de plantas sintomáticas inducir y evidenciar la sintomatología 

de la enfermedad en plantas sanas y asociar la presencia de los aislamientos con 

la expresión de los síntomas.  

 

Se espera que la información generada a partir de los aislamientos de 

microorganismos y los bioensayos dirigidos contribuya en el avance de una 

estrategia de biocontrol de la enfermedad en Costa Rica.  
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CAPÍTULO 2 
 

REVISIÓN DE LITERATURA 
 

2.1 Caracteres Botánicos del Café ( Coffea arabica) 

El café se clasifica en la división Magnoliophyta, clase Dicotyledoneae dentro de 

la subclase Asteridae y el orden de los Rubiales. Se incluye en la familia de las 

Rubiaceas dentro del género Coffea (Monroig, 2002). Es un arbusto pequeño 

perenne leñoso (Infoagro, 2002) y cubierto con suber que desarrolla ramas 

ortotrópicas que originan plagiotrópicas o bandolas a partir de yemas axilares de 

las hojas del tallo (Zamora, 1998). Las hojas son pequeñas opuestas (12-15cm de 

largo por aprox 6cm de ancho) oval-elípticas de bordes acuminados con 

ondulaciones ocasionales (Infoagro, 2002). Presenta racimos de flores blancas-

cremosas subsésiles (2-9 flores) en las axilas de las hojas. Es autógamo y 

mantiene cerca de tres ciclos de floración anuales entre los meses de marzo a 

mayo lo que permite obtener la mayor cosecha luego de seis meses de 

maduración del fruto (PROCAFE, 2006) (Figura 2.1).  

 

 
Microsoft Office Picture Manager 2003 

Figura 2.1.  Arbustos de café en periodo de fructificación y cosecha. Fuente: Galería de Fotos 
“El CAFETAL” ICAFE 2008.   
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El fruto es tipo drupa de forma oblonga – elíptica de aproximadamente 1-1.7cm de 

largo que cambia de color verde hasta el color rojo cuando está madura, presenta 

dos semilla (8.5-12.7mm) que albergan cada embrión cilíndrico-hipicótilo. El 

sistema radical es pivotante (Zamora, 1998; PROCAFE, 2006).  

 

2.2 Plagas del café 

Dentro de las plagas que atacan el café se citan las palomillas (Perileucoptera 

coffeela Green en hojas, Thlipteceras spp y Virachola spp en raíces) 

(Cafeicultura, 2006), los nemátodos (Meloidogyne spp y Pratylenchus spp 

atacando las raíces) (Gamboa, 2008) y las escamas (Pseudococccus spp, 

Coccus viridis, Saissetia hemisphaerica, Lepidosaphes beckii e Icerya purchasi) 

que afectan las raíces (Infoagro, 2002); taladradores (Xylotrechus quadripes, 

Apate spp y Bixadus tierricola) y cortadores (Feltia spp, Agrotis repleta, Laphyma 

frugiperda, Euxoa spp, Prodenia eridania y P. latisfalcia) (Sayazo, 1999) que se 

alimentan del tallo y las bandolas, así como, los cortados y chupadores de hojas 

que perjudican el follaje y los perforadores del fruto como la broca 

(Hypothenemus hampei) la plaga de mayor incidencia y daño en la plantación de 

café (Fernández y Cordero, 2007) (Figura 2.2). 

 

Microsoft Office Picture Manager 2003 

Figura 2.2.  Broca del café (Hypothenemus hampei) saliendo de grano maduro perforado. 
Fuente: CENICAFE, Información General, marzo 2008.  

PDF Created with deskPDF PDF Writer - Trial :: http://www.docudesk.com



 

 

 

25 

2.3 Enfermedades del Café 

La enfermedad de mayor incidencia es la roya del café (Hemileia vastatrix) 

causando signos polvosos foliares (Figura 2.3.A), junto a esta se encuentra la 

“Chasparria” (Cercospora coffeicola) que ataca con manchas secas al follaje 

(Barquero, 2008) (Figura 2.3.B) y la enfermedad “Ojo de Gallo” (Mycena citricolor) 

característica del crecimiento de lesiones sinema (Campos, 1984; Finch y Finch, 

1990) (Figura 2.3.C).  Otra enfermedad como “El mal del machete” (Ceratocystis 

fimbriata) se produce en el tallo del cafeto al provocarse heridas mecánicas y el 

daño por insectos, la lesión asemeja un cáncer (Harrington, 2004) (Figura 2.3.D). 

Otro patógeno del tallo es Fusarium xylorioides que penetra por lesiones 

superficiales en las raíces y avanza en forma de traqueomicosis a través del 

sistema vascular (Cafeicultura, 2006). También se ve afectado por la enfermedad 

conocida como “Mal de Hilachas o Arañero” (Pellicularia koleroga) (Campos, 

1984). Otros hongos de menor incidencia y agresividad como algunas especies 

de Rhizoctonia (Castro y Rivillas, 2005) y Helicobasidium reportadas en lesiones 

radicales se presentan en plantaciones de manejo agronómico deficiente.  

 

Microsoft Office Picture Manager 2003 

Figura 2.3.  Principales enfermedades que atacan el café. A. Roya del Café (Hemileia vastatrix) 
Fuente: Monroig, 2002. B. “Chasparria” (Cercospora coffeicola) Fuente: Scot, 2008. C. “Ojo de 
Gallo” (Mycena citricolor) Fuente: CENICAFE, 20082. D: “El mal del machete” (Ceratocystis 
fimbriata) Fuente: Harrington, 2004. 
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Otra enfermedad llamada “Podredumbre en collar” (Rosellinia bunodes y 

Armillaria mellea) ataca la raíz provocando síntomas de marchitamiento y clorosis 

en hojas. El hongo Colletotrichun coffeanum ataca los frutos del café causando la 

enfermedad “Antracnosis” (Sayazo, 1999). Otras enfermedades fúngicas como el 

“Mal Rosado” (Corticium salmonicolor) (Campos, 1984), la mancha circular de la 

hoja (Sclerotium coffeanum) y La quema o derrite (Phoma costarricensis) son de 

menor incidencia y geográficamente menos dispersas (Infoagro, 2002).  

Otras enfermedades del tipo bacteriano reportadas son la “Mancha en hojas” 

causada por Pseudomonas syringae (Monroig, 2002) y la enfermedad de 

“Crespera del Café” asociada a Xylella fastidiosa. Estas enfermedades son 

comúnmente confundidas con deficiencias nutricionales y deformaciones propias 

de la ontogenia de las plantas en campo al presentar síntomas con ausencia de 

signos externos para su rápida identificación (Queiroz-Voltan et al., 2005).  

2.4 Enfermedad “Crespera del Café” 

La sintomatología típica general asociada a esta enfermedad está relacionada a 

la atrofia de los tejidos vasculares en la plantas lo que causa el paso deficiente de 

agua y nutrientes y la consecuente deformación y enrollamiento de las hojas, 

atrofia de las ramas, presencia de flores anormales y frutos monospérmicos 

acompañados de marchites, decaimiento y defoliación progresiva, reportándose 

disminuciones en el rendimiento. Además en las ramas más afectadas se 

presenta disminución de la longitud de los entrenudos de las bandolas y muerte 

del brote apical provocando que se ramifiquen las ramas secundarias. Otro 

fenómeno importante es la transformación de las yemas florales en yemas 

foliares en las ramas plagiotrópicas donde en algunos casos se elimina 

completamente la floración (Galvis et al., 2004). Los síntomas de esta 

enfermedad en café varían de acuerdo a la región, en Costa Rica se caracteriza 

por la deformación de las láminas foliares y el resalte de las venas secundarias 

en las hojas acompañadas de bifurcaciones ocasionales de la lámina (Figura 2.4), 

en Colombia se reporta como el principal síntoma el alargamiento de las hojas y 

el quemado y ondulamiento de los bordes evidenciándose los ápices de las 
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bandolas encrespadas mientras que Brasil reporta la quemadura de los bordes 

foliares, la ondulación de los mismos, entrenudos acortados y el alargamiento 

característico de las laminas, similares a deficiencias nutricionales (Barquero, 

20072).   

 

Microsoft Office Picture Manager 2003 

Figura 2.4.   Plantas de café afectadas con la sintomatología de “Crespera” reportada para 
Costa Rica. Fuente: Barquero, 20072. 

Según Chávez y colaboradores (2000) la enfermedad de “Crespera del Cafeto” 

fue reportada por primera vez en Colombia en la primera mitad del siglo XX, su 

nombre particular al parecer se atribuye al principal síntoma de evidente 

ondulación foliar. En nuestro país se reportó hasta la época de 1980 (Barquero, 

20072) alcanzando luego de veinte años una dispersión en 800 hectáreas en la 

zona de Los Santos y una mayor influencia dos años después cuando las zonas 

de Desamparados, León Cortés, Orosi, Juan Viñas, Zaherí, Curridabat, Aquirres, 

Atirro, Dota y Turrialba mostraron cafetales infectados con la enfermedad 

(Solórzano et al., 2000).   

Durante el primer periodo de aparición se relacionaron los síntomas con 

deficiencias nutricionales de posible origen en los suelos desgastados y sobre 

utilizados, sin embargo, dicha posición se rechazó luego de análisis de muestras 

(Rodríguez, 2002). Posteriormente se realizaron pruebas exploratorias 

empleando métodos de infección mecánica por injertos e intercambio de savia de 

plantas infectadas, además se realizaron búsquedas moleculares de partículas 
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viroides, amplificaciones del ADN de materiales en búsqueda de fitoplasmas y 

técnicas serológicas para detección de bacterias fastidiosas sin muchos éxitos ni 

resultados claros (Barquero, 20072). 

No fue sino hasta 1997 cuando las investigaciones en microscopía electrónica y 

marcadores moleculares se enfocaron en la posible incidencia de micoplasmas 

en tejido infectado, resultados similares a los propuestos dos años más tarde en 

Colombia al asociarse fuertemente con un fitoplasma (Galvis et al., 2006), sin 

embargo, rápidamente se dirigió la atención a la bacteria Xylella fastidiosa que 

según Lopes y colaboradores (2003) presentaba una sintomatología muy similar 

en hojas de café y cítricos.  

Una vez determinado el vector más probable para la enfermedad en nuestro país 

se enfocaron las investigaciones en el establecimiento de un protocolo de 

detección y de monitoreo del patógeno Xylella fastidiosa por parte del convenio 

ICAFE-CIBCM (Fournier, 2007) enfoque respaldado por análisis microscópicos de 

cafetos infectados provenientes de la zona de Los Santos, los cuales revelaron la 

presencia de bacterias de morfología particular a Xylella fastidiosa en los tejidos 

xilemáticos (Iwasawa et al., 2001). 

Luego el interés de los países afectados por conocer acerca de la dinámica de 

dispersión de la enfermedad llevó a la relación de la dinámica poblacional de 

insectos cicadélidos con la posibilidad de transmisión vectorial al encontrarse una 

alta presencia en plantaciones infectadas de vid, cítricos y alfalfa asociadas a 

enfermedades causadas por Xylella fastidiosa (Redak et al., 2004). En Costa Rica 

a través de un convenio celebrado en 2001-2005 entre las institutciones ICAFE-

CIBCM-INBio se realizaron identificaciones de individuos en plantaciones 

infectadas y se determinó la incidencia de la bacteria en los mismos luego de su 

identificación. Se reportaron trece especies de cicadélidos que presentaban en la 

mayoría de los casos resultados positivos de incidencia, siendo Graphosephala 

permagna y Erythrogonia sonora con un 50 y 25% de incidencia (Fournier, 2007).  
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No obstante la investigación avanzó con ciertas incongruencias en la 

correspondencia de la incidencia de la bacteria y la presencia de síntomas 

verdaderos de la enfermedad asociada, ya que para el año 2006 en un muestreo 

nacional de material sano y enfermo se encontró un 97.5% de incidencia de 

Xylella fastidiosa tanto en material asintomático como en plantas severamente 

afectadas desde los 800 hasta los 1800 msnsm empleando el método de 

detección DAS-ELISA (Barquero, 20072). 

En el año 2004 Galvin y sus colaboradores reportaron un fitoplasma que se 

asociaba de igual manera a la dispersión vectorial en insectos cicadélidos, el cual 

dos años más tarde se identificaría como un fitoplasma del grupo 16SrIII aislado 

de material colombiano (Galvis et al., 2006). 

A nivel local se manejan medidas de control y prevención para tratar de disminuir 

el impacto de la enfermedad sobre los cafetales; por lo tanto ICAFE recomienda 

disminuir las poblaciones de posibles insectos vectores, eliminar los materiales 

vegetales contaminados, emplear semilla sana que provenga de un programa de 

certificación de viveros para disminuir la mezcla de materiales enfermos, así 

como, determinar cuarentenas sectoriales ante focos de alta incidencia entre 

otras (Fournier, 2007).  

2.5 Xylella fastidiosa (Wells et al., 1987) 

Es el patógeno mayormente asociado a la enfermedad de Crespera en café, el 

cual se favorece de la variación de las condiciones climáticas que provoca una 

correspondiente variación de las poblaciones de sus vectores y del patrón de 

dispersión en campo (Scortichini, 2004). Además ocupa un amplio rango de 

hospederos (cerca de 28 familias de mono y dicotiledóneas) donde se incluyen 

malezas, árboles y arbustos frutales causando enfermedades de importancia 

económica como la perforación en la vid (PD Pierce’s Disease) (Buskan y Walker, 

2003), el enrollamiento de las hojas en la mora (MLS Mulbery Leaf Scorch) 

(Hernandez et al., 20061) y en almendra (ALS Almond Mulbery Leaf Scorch) 

(Shapland et al., 2006), la clorosis variegada en cítricos (CVC CCiturs Variegated 
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Chlorosis) (Laranjeira et al., 2004), bacteriosis en caña (Hidalgo et al., 1999) entre 

otras.  

Xylella fastidiosa pertenece a la subdivisión Proteobacteria dentro de la división 

Gracilicutes de hábito limitado al xilema y de lento crecimiento en medios 

selectivos (Mariño, 2007). Es una bacteria gram negativa abastonada que mide 

aproximadamente 0.1-0.5um x 1-5um, no es formadora de esporas ni presenta 

flagelos (Bradbury, 1991) y se reproduce por medio de fisión binaria a 6.5-6.9 

unidades de pH bajo 26-28ºC (Rodríguez, 20052; Mariño, 2007). Requiere 

oxígeno para su metabolismo y presenta en la pared celular acumulaciones de 

células con ondulaciones y fimbrias terminales. Su crecimiento en medio selectivo 

genera colonias generalmente amarillo blancuzcas (Gould y Lashomb, 2007) 

(Figura 2.5). 

 

Microsoft Paint 5.1 

Figura 2.5.   Morfología y cromogénesis de colonias de Xylella fastidiosa. A. Forma abastonada 
y ornamentación superficial característica. B. Desarrollo de las colonias en medio selectivo. 
Fuente: Gould y Lashomb, 2007.   

Según estudios moleculares de secuenciación de las regiones 16 y 23S se han 

diferenciados subespecies para Xylella fastidiosa dependiendo del hospedero y la 

patogenicidad diferencial, estas son: X. fastidiosa subsp. piercei, X. fastidiosa 

subsp multiplex y X. fastidiosa subsp.pauca (Schaad et al., 2004) no obstante se 

han reportado nuevas subespecies en Morus alba: X. fastidiosa subsp.fastidiosa y 

X. fastidiosa subsp.sandyi (Hernandez et al., 20061).  Dentro de estas se 

diferencia X. fastidiosa subsp.sandyi por ser aislada principalmente de adelfa;  X. 
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fastidiosa subsp.fastidiosa a partir de la vid y almendra la cual no infecta cítricos, 

adelfa o pera, mas si lo hace en materiales de alfalfa y trigo; X. fastidiosa subsp 

multiplex a partir de almendra las cuales no infectan la vid (Hernandez et al., 

20062). En el caso del café se ve infectado por los patovares que infectan de igual 

manera los cítricos (Qin et al., 2001). Actualmente corresponde a la primera 

bacteria patógena en cítricos que se ha secuenciado la totalidad del genoma 

descubriendo aspectos importantes de su interacción con el hospedero (Gould y 

Lashomb, 2007).  

Al ser una bacteria de nutrición exigente y condiciones de crecimiento lento se 

han formulado diversos medios de crecimiento sintéticos para su mantenimiento 

en colecciones de laboratorio, entre estos se citan aquellos enriquecidos con 

elementos disponibles en el xilema como el medio BCYE, PD2, PD3 y CS20 en 

los cuales luego de 10-22 días bajo 28ºC se aprecian colonias de 0.5-2.0mm de 

diámetro de margen entero y levemente convexas o bien se aprecian 

ocasionalmente circulares con margen ondulado y de elevación umbonada. En 

medios líquidos las colonias de la bacteria son apenas visibles a los 7 días 

manteniendo la temperatura a 27ºC y agitación constante. Luego de 21 días las 

colonias alcanzan 0.35mm de diámetro. En otros medios la aparición de la 

bacteria luego del aislamiento es más lenta tal es el caso del medio PW en el cual 

dura cerca de 10-14 días para visualizarse su crecimiento; los medios que 

requieren una incubación más larga son CVC1 y CVC2 donde se desarrolla la 

bacteria luego de 25-30 días. Dichas condiciones varían de acuerdo al patovar 

aislado (Scortichini, 2004). 

La distribución de este patógeno está asociada a la presencia de insectos 

vectores y plantas asintomáticas donde se mantienen latentes y en 

Centroamérica su distribución está relacionada principalmente a las plantas de 

café en Costa Rica, Nicaragua y El Salvador (EPPO/CABI, 1996; Mariño, 2008) 
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2.5.1 Mecanismo de acción 

La bacteria es introducida a las plantas vectorialmente, principalmente por medio 

de los insectos chupadores que se han alimentado de plantas infectadas. Las 

células se alojan en primera instancia en los vasos del xylema donde se encargan 

de liberar exopolisacáridos de agregación que aglomeran las bacterias en 

constante reproducción y forman un biofilm de microcolonias el cual satura los 

vasos del xylema y provoca el colapso de las paredes de las células que forman 

dicho tejido conductor provocando la invasión proximal del tejido por el excesivo 

crecimiento de la goma fastidiosa (Figura 2.6). En este proceso median proteínas, 

ácidos nucleicos, lípidos y sustancias humitas (Rodríguez da Silva et al., 2001) 

que colaboran en la interacción célula – célula y la degradación de las paredes 

celulares adyacentes (Gould y Lashomb, 2007). 

 

Microsoft Office Picture Manager 2003 

Figura 2.6.  Bacterias de la especie Xylella fastidiosa en los vasos del xilema de planta de 
cítricos infectada (10.000 X). Fuente: Sharon, 2000 (Fotografía de W. Kitajima 
(ESALQ/USP/Brasil).    

Su mecanismo de síntesis de exopolisacáridos está dilucidado mediante la 

secuenciación completa de su genoma el cual comprime dos plásmidos 

adicionales al cromosoma circular que codifican genes de virulencia (Simpsom et 

al., 2000). Dentro de este se encuentran 22 genes que codifican para proteínas 

reguladoras y enzimas involucradas en la biosíntesis del polisacárido de 
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agregación, el cual según estudios de genética comparativa guarda un asombroso 

parecido al sistema genético presente en Xanthomonas campestris que es un 

fitopatógeno que dentro de su patogenicidad involucra la formación de gomas 

xantano mediante una naturaleza química muy similar (Rodríguez da Silva et al., 

2001).  

Los síntomas son evidentes luego de que la bacteria ha alcanzado una 

colonización considerable reduciendo el flujo y reflujo de agua (Purcell, 2005) y el 

consecuente estrés hídrico y déficit nutricional reflejado en quemas secas de las 

hojas. Dicho evento puede tardar desde cinco meses en aparecer (Mariño, 2007) 

o bien desde 9-12 meses dependiendo de la especie que infecte (EPPO/CABI, 

1996). La acumulación de la bacteria también varía según la especie de 

hospedero, observándose en algunos casos una diseminación sistemática y una 

colonización generalizada en la planta, en otros casos se localiza y se aloja 

únicamente en el sitio donde fue inoculada (Purcell y Hopkins, 1996; Krivanek y 

Walter, 2005) coexistiendo o eliminándose por efecto de interacción de 

endógenos localizados (Almeida y Purcell, 2003). Se estima que dicho 

comportamiento dentro de la planta se relaciona con los síntomas diferenciales 

(Purcell y Hopkins, 1996).  

 

En café a nivel anatómico interno se han reportado deposiciones de gomas en los 

vasos del xilema del tejido del tallo, pecíolos y hojas observándose una mitosis 

anormal en el tejido floemático, xilemático y alteraciones externas morfológicas en 

la corteza de los tallos, los pecíolos y el mesófilo. Las células del mesófilo de las 

hojas presentan menor número de cloroplastos y altas concentraciones de 

cristales de oxalato de calcio sugiriendo la inducción de senescencia temprana 

relacionada al estrés provocado (Benetti et al., 1998).  

2.5.2 Métodos de transmisión 

La transmisión de la bacteria se puede dar en al menos tres formas distintas: 

mediante injertos realizados con material contaminado, el daño mecánico 

PDF Created with deskPDF PDF Writer - Trial :: http://www.docudesk.com



 

 

 

34 

producto de labores agrícolas con herramientas o a través de insectos vectores 

que se alimentan de la savia donde se aloja la bacteria (Fournier, 2007). 

Esta última forma de transmisión se considera la más rápida y de mayor 

importancia en la epidemiología de la enfermedad. Se le atribuye dicha 

transmisión a dos grupos de insectos Homopteros chupadores: los cicadélidos 

pertenecientes a la familia Cicadellidae y la subfamilia Cicadellinae  (Tribus 

Cicadellini y Proconiini) y a los cercópidos incluídos en el familia Cercopidae, 

ambos conocidos como “saltahojas” (Redak et al., 2004) por que la bacteria se 

aloja en las parte bucales (EPPO/CABI, 1996) y en la región del intestino externo 

o ectodermo donde puede ser transmitida a otra planta en una posterior 

alimentación sin necesidad de entrar en la hemolinfa del insecto (Hopkins, 1977). 

En los cultivos de café tanto en Centroamérica como en Suramérica se 

encuentran asociados principalmente los individuos de las especies B. 

xanthophis, D costalimai, H. ignorata y O. faciales (Marucci et al.,1999; Marucci et 

al.,2001). En Costa Rica a través de la cooperación de las instituciones ICAFE-

CIBCM-INBio se determinaron poblaciones de los insectos Agrosoma placetis, 

Apogonalia stali, Chinaza bella, Dilobopterus hyalinatulus, Dilobopterus instratus, 

Erythrogonia areolata, Graphocephala permagna (Figura 2.7. B), Erythrogonia 

laeta, Erythrogonia sonora (Figura 2.7. B), Fusigonalia spp, Macunolla ventralis, 

Nielsonia spp y Scaphytopius spp (Rodríguez, 2002). En total se consideran 39 

especies dentro de 19 géneros en la subfamilia Cicadellinae como vectores de 

Xylella fastidiosa (Nielson, 1985). 
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Microsoft Paint 5.1  
Figura 2.7.   Insectos vectores reportados para Costa Rica. A. Graphocephala permagna B. 
Erythrogonia sonora. Fuente: Barquero, 20072. 

Su mecanismo de transmisión se considera un modelo semipersistente debido a 

que la bacteria no se hereda de generación en generación ya que se aloja en las 

partes externas de los insectos que se han alimentado de plantas enfermas, los 

cuales una vez que mudan y pierden el exoesqueleto también pierden el biofilm 

de la bacteria que se alojó en la cutícula del ectodermo, esto aunado a la 

ausencia de evidencias de transmisión transovarial (Purcell y Finlay, 1979). 

Luego de diez días de haber sido infectada una planta se ve un incremento del 

50% del crecimiento bacteriano convirtiendo esa planta en un vector pasivo muy 

eficiente (Hill y Purcell, 1997); sin embargo, la eficiencia de la transmisión también 

estará determinada por aspectos como los cambios bioquímicos de la savia de los 

hospederos y la tensión en momentos del crecimiento de las mismas, ya que 

determinan la dinámica de visita  diurna (Máxima actividad al medio día) y cambio 

estacional por el uso de los hospederos que hacen los insectos vectores 

(Andersen et al., 1992). 

Los requerimientos nutricionales son diferentes entre los estados adultos y las 

ninfas, no obstante, la frecuencia de alimentación es igualmente alta (Brodbeck et 

al., 1995). La transmisión inicial en plantaciones se realiza principalmente 

interespecíficamente esto quiere decir que se reporta mayor transmisión de 

hospederos diferentes que entre los mismos hospederos al ser insectos altamente 

polífagos (Redak et al., 2004) (Figura 2.8).   
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Figura 2.8.   Ciclo de infección vectorial epidemiológico de la enfermedad causada por X. 
fastidiosa transmitida por Cicadélidos. Fuente: Gould y Lashomb, 2007. 

2.6 Técnicas de detección e identificación microbia na 

Actualmente para la detección e identificación de microorganismos se han 

desarrollado protocolos específicos utilizando técnicas convencionales de cultivo 

en medios selectivos, pruebas bioquímicas de rápida discriminación, pruebas 

serológicas y moleculares de mayor selectividad y sensibilidad con el objetivo de 

dar un “diagnóstico fitopatológico” acertado y evocar los recursos disponibles 

hacia un control verdadero de la enfermedad. 

2.6.1 Tinciones diferenciales y de estructuras 

Dentro de las pruebas de discriminación rápidas se encuentran las tinciones 

diferenciales siendo la Tinción de Gram la más utilizada para una clasificación 

preliminar en Gram negativas y positivas según la estructura y grosor de la pared 
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bacteriana, esta tinción permite correlacionar propiedades de susceptibilidad a 

antibióticos, resistencia a sales biliares, tensión superficial, punto isoeléctrico y la 

presencia de endotoxinas. Esta técnica puede presentar algunas modificaciones 

con respecto a algunos microorganismos que presentan resultados variable 

(Gram variables) (Rodríguez et al., 20051). 

Otras tinciones son la Tinción de endosporas según la técnica de Shaeffer y 

Fulton con verde malaquita y safranina en la cual se promueve la penetración de 

colorantes en las gruesas capas de tejidos poco permeables y altamente 

deshidratados de estas estructuras refringentes usualmente más frecuentes en 

Gram positivos y de número variable por célula, permitiendo determinar la 

posición y forma característica para la identificación (Shalóm et al., 2005). 

También se emplean tinciones como la Tinción de Flagelos mediante la Técnica 

de Kodaka, en la cual se evalúa el número y distribución de los flagelos en las 

células bacterianas luego de aplicar al cultivo un colorante que aumenta el 

diámetro de los flagelos facilitando su observación (Kodaka et al., 1982). Se 

emplean tinciones de estructuras de reserva ocasionales tipo gránulos 

metacromáticos discriminando sobre la capacidad de producir estos gránulos en 

diferentes condiciones de cultivo artificial (Iañes, 1998). 

2.6.2 Cultivo en medios selectivos 

Otro método de determinar la presencia de microorganismos específicos es el 

cultivo en medio selectivo, en el cual se puede determinar además la movilidad 

de los cultivos puros, la sensibilidad a antibióticos, la presencia de enzimas 

específicas de hemólisis, la capacidad aerobia-facultativa-anaerobia de las 

bacterias y otras características de valor taxonómico. Aspectos como la 

consistencia del medio, la forma de rayado o vaciado de las colonias en dilución, 

el recipiente donde se crezcan, las diluciones seriadas empleadas, las 

velocidades de agitación y la cantidad de aireación ininterrumpida estrechan aún 

más las posibilidades de crecimiento determinando un método de identificación 

protocolario que puede llegar hasta discernir entre especies (Rodríguez et al., 

20051). 
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En el caso particular de Xylella fastidiosa considerada una bacteria limitada al 

xilema de sus hospederos y que presentan un lento crecimiento bajo condiciones 

sensibles de incubación, se han formulado diversos medios selectivos que 

permiten obtener cultivos puros de este microorganismo presentando variaciones 

en tiempo, morfología, cantidad de colonias y agresividad entre las subespecies 

recuperadas. Entre estos medios se encuentran el PD2 y PD3 especializados 

para aislamientos de subespecies que atacan la vid, CS20 y BCYE con 

disponibilidad para mayor variedad de hospederos, además están los medios 

PW, CVC1 y CVC2 que permiten aislar subespecies a partir de tejido de cítricos y 

SPW que es específico para aislamientos de muestras de naranja dulce 

(Scortichini, 2004). 

2.6.3 Actividad enzimática producida e inducida 

Otro método de rápida discriminación en la mayoría de los casos es la detección 

de la actividad enzimática bacteriana, la cual permite en conjunto con la 

elaboración de medios de cultivos selectivos, matrices líquidas de oxidación, 

cápsulas de aglutinación y otros elementos determinar la capacidad catalítica de 

las bacterias sobre determinados sustratos. Entre estas pruebas se encuentra la 

prueba de hidrólisis del almidón, sacarosa, caseína, celulosa, reducción de 

colorante (azul de metileno), prueba de oxidasa y catalasa, dentro de las pruebas 

más generales (Rodríguez et al., 20051).  

Existen pruebas bioquímicas enzimáticas más específicas para analizar bacterias 

Gram positivas entre ellas la prueba de coagulasa y la de aglutinación de látex 

para el género Staphylococcus; pruebas de sensibilidad a antibióticos para 

Streptococcus, entre otras (Rodríguez et al., 20051). También se han desarrollado 

pruebas exclusivas para bacterias Gram negativas como el cultivo de colonias en 

agar Triple Azúcar-Hierro (TSI por sus siglas en inglés), Fermentación de 

Carbohidratos bajo ambientes anaerobios, Prueba de Oxidación-Fermentación 

(OF), Prueba de Hidrólisis de ONPG; Prueba Indol, rojo de metilo, Voges 

Proskauer y citrato (IMViC por sus siglas en inglés); Desaminación y 
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descarboxilación de aminoácidos; Reducción de Nitratos, entre otros (Rodríguez 

et al., 20051).  

2.6.4 Cultivo en Agar TSI 

La fermentación de sustratos en Agar Triple Azúcar es comúnmente utilizado en 

conjunto con las pruebas generales anteriores como un discriminador bastante 

confiable. La prueba tiene su fundamento teórico en la fermentación de 

carbohidratos presentes en el medio de cultivo bajo condiciones de anaerobiosis 

diferenciadas, mientras el fundamento práctico describe la inoculación en picada 

en medio inclinado y el rayado superficial de las colonias para la interpretación de 

las reacciones por indicadores ácido-base presentes en el agar TSI.  

Esta prueba requiere de cultivos inclinados donde el tubo exhiba un tercio de su 

volumen inclinado donde se establece una zona aerobia por difusión, mientras 

que la parte del fondo del agar se considera una zona anaerobia relativa, el tubo 

debe facilitar la oxigenación por difusión por medio de una tapa permeable. El 

medio contiene 0.1% de glucosa, 1% de lactosa, 1% de sacarosa, tiosulfato de 

Sodio y Sulfato ferroso como indicadores de sulfuro (H2S) y rojo fenol como 

indicador de pH (Rollins y Joseph, 2000). 

Esta prueba permite diferenciar bacterias que solo fermenten uno o varios tipos 

de carbohidratos, detectar la producción de gas producto de dichas 

fermentaciones, así como la presencia de H2S debido a la reducción del 

tiosulfato, discriminar bacterias no fermentadoras y obtener inóculos para la 

detección de beta galactosidasa en la prueba de orto-nitro-fenil- galactósido 

(ONPG) (Rodríguez et al., 20051). 

Como se indicó anteriormente las reacciones se determinan por cambios de 

coloración en el medio así como la producción de gases (Figura 2.9). Por 

ejemplo, una bacteria fermentadora de solo glucosa en la región aerobia 

metabolizará oxidativamente mientras que en la región anaerobia lo hará de 

forma fermentadora. La primera condición implica poca o nula producción de 
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ácidos en la sección aerobia donde rápidamente se agota la glucosa y obliga a la 

bacteria a utilizar las peptonas disponibles provocando en su catálisis la 

liberación de productos alcalinos al medio aerobio lo que mantendrá un pH 

alcalino que provocará un cambio en el medio a color rojo; Por su parte la región 

anaerobia ante la ausencia de 02 en cantidades adecuadas no facilitará la 

oxidación de las peptonas al acabarse la glucosa disponible y entonces 

prevalecerá el metabolismo fermentador que libera productos ácidos al medio 

provocando la coloración amarilla al virar el indicador (K/A) (Rollins y Joseph, 

2000).  

Otro caso a considerar en esta técnica es la posibilidad de ensayar bacterias que 

fermenten más de una azúcar lo que provocará que la acidificación acumulada en 

la región anaerobia sea excesiva y vire el color hacia amarillo aún en la regiones 

oxidativas donde se utilizaron las peptonas, esto debido a que las fuentes de 

energía sacarosa y lactosa se encuentran en una concentración superior a 10 

veces que la glucosa (A/A). La producción de gas producto de las fermentaciones 

se evidencia por rupturas y burbujas en el medio (G), mientras que la formación 

de precipitados de sulfuro ferroso oscuros en el fondo del tubo producto de la 

reacción del H2S con las sales de hierro del medio, se indica H2S. Este H2S se 

forma por la donación de átomos de azufre por parte del tiosulfato de sodio, la 

cisteína y la cistina presentes en el medio lo que propicia la reacción anterior en 

ambiente ácido, dicha evidencia no se aprecia generalmente en la región aerobia 

ya que este producto se volatiliza rápidamente en presencia de oxígeno (Rollins y 

Joseph, 2000). 

Por su parte cuando las bacterias no son fermentadoras se utilizan las peptonas 

en la región aerobia oxidativamente y cambia dicha región a color rojo, mientras 

que la región anaerobia no vira de color ante la inactividad de la ruta 

fermentadora (reacción K/NC) (Rollins y Joseph, 2000). En el anexo 1 se 

presenta la formulación del  medio de cultivo y los criterios de interpretación 

resumidos para la prueba.  
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Microsoft Office Picture Manager 2003 

Figura 2.9.  Batería de tubos con resultados variados para la prueba de fermentación y 
crecimiento de bacterias en Agar TSI. Fuente: Fankhauser, 2001. 

2.6.5 Sistemas BIOLOG® 

El sistema BIOLOG es un sistema computarizado de alrededor 1400 registros 

bioquímicos para identificar aislados bacterianos aerobios, anaerobio y levaduras. 

Su fundamento se basa en utilización y oxidación de fuentes de carbono 

conocidas y sistematizadas que arrojan un perfil metabólico según el 

microorganismo expuesto a estas. El sistema cuenta con placas de microensayos 

con 96 fuentes de carbono en donde se incuban suspensiones puras y conocidas 

de los microorganismos desconocidos; del periodo de incubación depende la 

rapidez del desconocido para metabolizar las fuentes al punto que dicha acción 

pueda ser detectable por evidencias físicas de cambio de color en las fosas 

utilizadas. Los resultados o perfil obtenido luego de la incubación permiten 

acercar la probabilidad de identificación con un índice de similitud a 

microorganismos que asemejen dicho perfil con el desconocido (Garland, 1999) 

(Figura 2.10). 
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Microsoft Paint 5.1 

Figura  2.10.  Sistema de identificación BIOLOG. A. Sistema de Identificación Microbiana 
Biolog®. B. Placa Biolog® con resultados positivos (púrpura). Fuente: University of Guelph, 2008.   

Las muestras que se deseen identificar deben ser purificadas y clasificadas 

según criterios quimiotáxicos comunes aplicando la Racción Gram, la Prueba de 

Catalasa,   Oxidasa, descripción física de la colonia, morfología, cultivo en agar 

TSI, entre otros debido a existen reacciones específicas para microorganismos 

gram positivos, negativos y levaduras las cuales se deben aplicar correctamente 

para no incurrir en gastos de recursos o diagnósticos erróneos (Uribe, 2008ii).    

El procedimiento convencional una vez agrupadas las muestras es la preparación 

de soluciones fluidas donde se suspenden las bacterias purificadas en la fase de 

crecimiento activo (15-18 horas). Las mismas se homogenizan mediante la 

determinación de un porciento de transmitancia a 590nm. Luego se inocula 150ul 

de cada suspensión en cada pozo de reacción de la microplaca y se incuban por 

24 horas para posteriormente comparar los perfiles metabólicos con la base de 

datos computarizada (Mariño, 2007). 

 

 

                                                
ii Dra. Lidieth Uribe. 2008. Comunicación Personal. Directora del Laboratorio de Microbiología 
Agrícola. Centro de Investigaciones Agronómicas. Universidad de Costa Rica. San José, Costa 
Rica. Consulta 30/06/2008. 
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2.6.6 Métodos Serológicos de Identificación   

Se encuentran dentro de los métodos más específicos de identificación de 

patógenos, estas pruebas dependen de dos características: la especificidad o 

capacidad de los anticuerpos de reconocer un antígeno individual, y la 

sensibilidad o la capacidad de reconocer la más baja cantidad de antígeno que 

implican el uso de enzímas dentro de la cual se encuentra la prueba de ELISA 

(Enzime-Linked-Inmuno-Sorbent-Assay por sus siglas en inglés) (Madigan et al., 

2004). 

2.6.6.1 Prueba ELISA 

La sensibilidad de la prueba de ELISA está dada por la interacción del complejo 

enzima-sustrato que es capaz de detectar hasta 0.1ng de antígeno. Las enzimas 

más usadas son las B-galactosidasas, peroxidasa y la fosfatasa alcalina. Existen 

tres tipos principales de ELISA según la detección de antígeno, el anticuerpo o 

del complejo que forman los dos anteriores denominándose de forma 

correspondiente ELISA directo, Indirecto y doble sándwich de anticuerpo (DAS) 

(Madigan et al., 2004), siendo este último tipo el más utilizado para detección de 

la bacteria X. fastidiosa (Hernández y Ochoa, 1996). Este tipo de prueba se 

realiza en soportes especializados de materiales de afinidadelectroquímica 

específica donde se pipetean los antígenos y los anticuerpos de la prueba (Figura 

2.11). 

El protocolo DAS-ELISA se ha aplicado en la detección de patovares en cultivos 

de vid, durazno, ciruelas, cítricos, olmo, plantas de jardín, malezas, roble 

(Hernández y Ochoa, 1997) café (Barquero, 20072) y otros cultivos de 

importancia comercial. En café se ha aplicado como herramienta de identificación 

sobre material sano y enfermo, en Costa Rica se ha empleado el protocolo DAS-

ELISA para realizar investigaciones de detección en plantaciones de todo el área 

nacional desde el año 2002 y el mapeo de la presencia de la bacteria X. 

fastidiosa, así como, la elaboración de un método de evaluación de la 
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epidemiología de la “Crespera del Café” que combine la distribución de síntomas 

en las plantas con los niveles de severidad (Fournier, 2007). 

 

Microsoft Office Picture Manager 2003 

Figura 2.11.  Placa de microtitulación y control del Kit Agdia para la prueba de ELISA. Fuente: 
Agdia, 20081.  

2.6.7 Métodos de Identificación Molecular 

La necesidad de determinar con exactitud el agente causal de una enfermedad, 

poder diferenciar entre los niveles de virulencia o resistencia y el simple hecho de 

obtener modelos genéticos de comparación para análisis genómicos ha permitido 

el avance en las herramientas moleculares considerándose hoy en día los 

métodos más sensibles y confiables de identificación. Para el caso del patógeno 

Xylella fastidiosa se han desarrollado gran cantidad y variedad de marcadores 

moleculares mediante diversos procedimientos que analizan tanto ADN como 

ARN (Hernandez et al., 20061).  

La técnica más utilizada ha sido la Reacción en Cadena de la Polimerasa (PCR) 

la cual se ha empleado en conjunto con la amplificación de regiones delimitadas 

por diferentes primers en diferentes variantes como lo son: PCR anidada (Nested 

PCR) para la identificación de hospederos alternativos de X.fastidiosa (McElrone 

et al., 1999), detección de la bacteria en insectos vectores empleando los 
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cebadores CVC1/272-2 y 272-1/272-2 corridos en electroforesis de gel de 

bromuro de etidio (ED-AGE), así como la relación de microorganismos 

fitoplasmas asociados a la enfermedad de “Crespera del cafeto” mediante los 

plásmidos P1, P7, P16F2, R16R2, FU5 y Ru3 (Galvis et al., 2007).  

Otra variante es la REP-PCR que amplifica las regiones paliandrómicas 

extragénicas repetidas empleando primers específicos REP1R-1 y REP2-1 (Qin 

et al., 2001); ERIC-PCR que utiliza el mismo fundamento de la REP-PCR 

variando un solo cebador (ERIC) (Hernandez et al., 20061) y RFLP-PCR que 

consiste en el ensayo de enzimas de restricción sobre el producto de las 

amplificaciones de primers conocidos, esta técnica se conoce como Polimorfismo 

de la Longitud de los Fragmentos de Restricción y permite medir variabilidad 

entre los mismos patovares (Poehlman, 2005), específicamente se han aplicado 

los primers 272-1-int y 272-2-int junto con las enzimas de restricción MspI, HaeIII, 

RseI y CfoI para obtener regiones secuenciables de diferenciación (Figura 2.12) 

(Qin et al., 2001).  

 

Microsoft Paint 5.1 

Figura 2.12.  Productos de la amplificación del ADN por RFLP-PCR de muestras de plantas 
infectadas con Xylella fastidiosa, muestras de de cítricos (2-6), vid (7-15), la flecha indica la banda 
patrón de identificación. Marcador de 100pb (16). Fuente: Qin et al., 2001. 

También se ha ensayado en X. fastidiosa los marcadores moleculares 

dominantes RAPD que permiten determinar el polimorfismo dentro de la especie 
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mediante la amplificación del ADN promovido por un solo primer de cadena corta 

y arbitraria asistido de la PCR (Poehlman, 2005). De forma específica se han 

empleado RAPD para la identificación rápida del patógeno mediante la 

discriminación de un patrón de bandas de peso 0.5kpb en cítricos empleando los 

marcadores independientes OPP6, OPP9, OPAX 5, OPAX 18, OPX 1 y OPX 4 

(Lavaca et al., 2001). 

Otros métodos secuénciales sobre genes conservados se han aplicado para 

medir diversidad y encontrar diferencias entre la virulencia de los patógenos 

como la secuenciación del gen 16S rDNA y las regiones espaciadoras 

intergénicas de los genes 16S, 23S ISR (Hernandez et al., 20062), la 

secuenciación de los genes 16S rARN y el gen gyr B (codifica para la Beta-

subunidad del péptido de una AND girasa) para medir la variabilidad entre la 

patogenicidad de las cepas aisladas de hospederos diferenciales y diseñar un 

marcador para la aplicación de PCR múltiplex (Rodrigues et al., 2003), la 

comparación genómica entre bacterias del género Xanthomonas y Xylella en 

busca de similitud en los mecanismos de regulación de interacción planta-

patógeno mediante la secuenciación de regiones ORF (Moreira et al., 2004), así 

como la comparación de ADN homólogo mediante el análisis de locis de genes 

multicodificantes entre otros (Hernandez et al., 20062). 

También en las comparaciones genómicas se han empleado los microsatélites 

como marcadores de genes importantes en la virulencia de diferentes cepas de 

X. fastidiosa (Koide et al., 2004) estos marcadores corresponden con secuencias 

cortas repetitivas conocidas como repeticiones de nucleótidos variables en 

tandem dispersas a lo largo del genoma permitiendo estimar porcentajes de 

variación ínfimos y la inestabilidad genómica (Klug y Cummings, 1999). También 

se han utilizado electroforesis de ADN en campo pulsante (PFGE-DNA) aplicada 

a la determinación de patotipos en cultivos de la vid (Hendson et al., 2001). Otras 

pruebas más generales de hibridación de ADN y ARN en membranas de 

nitrocelulosa,  aplicación de sondas radioactivas en matrices de hibridación 

(Hibridación Souther y Northem) (Fournier, 2007) y el uso de isoenzimas (formas 
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múltiples de una sola proteína compleja) entre otros métodos aportan igualmente 

información importante en la determinación e identificación de un patógeno 

particular (Poehlman, 2005). 

Sin duda la aplicación de la bioinformática aunada a estos marcadores 

moleculares ha permitido avanzar aún más en la epidemiología de las 

enfermedades causadas por Xylella fastidiosa empleando herramientas de 

alineación, comparación (BLAST y FAST) y reconstrucción-predicción de 

frecuencias funcionales (ERGO), así como el almacenamiento en bancos de 

genes (Bhattacharyya et al., 2002). También la ingeniería genética ha permitido 

modificar patotipos de Xylella fastidiosa y obtener mutantes que permiten 

investigar las rutas metabólicas implicadas en la señalización e interacción 

extracelular de las bacterias y su control mediante la confección de plásmidos 

alelicos de intercambio tipo pKLN61 y pKLN62 (Newman et al., 2004). 

2.7 Microorganismos endófitos en plantas de café 

Los estudios referentes a microorganismos endófitos en plantas de café han sido 

muy pocos, más las investigaciones apuntan a la agrupación benéfica de 

microorganismos especialmente bacterias que colonizan nichos internos en las 

plantas y que desarrollan una interacción simbiótica con estas (Lima et al., 2005). 

Su papel dentro de las plantas aún es poco conocido; sin embargo, se le han 

asignado funciones benéficas en cuanto al combate de patógenos que luchan por 

el mismo nicho ecológico a través de competencia, antibiosis o estimulación de 

las defensas y crecimiento de los hospederos, aceleración de emergencia de 

raíces, aumento en la capacidad de absorción y asimilación de nutrientes. Estos 

endófitos no causan un daño visible a la planta y se pueden recuperar de los 

tejidos internos de esta  considerándose una fuente potencial de biocontroladores 

(Aráujo et al., 2002) implicando una fuente potencial para la bioprospección 

aplicada en la interacción planta-microorganismo aplicando las herramientas 

biotecnológicas hoy disponibles (Montesinos et al., 2002)  
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Vega y sus colaboradores (2005) han reportado para la especie de Coffea arabica 

la incidencia de 87 aislamientos bacterianos agrupados dentro de 19 géneros 

obtenidos a partir de tejido de hojas, raíces, tallos y frutos en donde se incluyen 

los géneros Bacillus, Burkholderia, Clavibacter, Curtobacterium, Escherichia, 

Micrococcus, Pantoea, Pseudomonas, Serratia y Stenotrophomas como los más 

abundantes, las cuales según Mariño (2007) se podrían encontrar en los mismos 

tejidos que Xylella fastidiosa. 

Respecto a las poblaciones de hongos endófitos existen trabajos enfocados en la 

comparación de estas poblaciones con las de epífitos sobre las hojas de cafetos 

realizando comparaciones de la diversidad y correspondencia de 

microorganismos en ambos nichos; por ejemplo: Santamaría y Bayman (2005) 

aislaron en café 831 colonias y las agruparon en 131 morfoespecies, luego de la 

aplicación de análisis moleculares de secuenciación de ITS se determinaron los 

géneros de Colletotrichum, Xylaria y Guignardia dentro de los endófitos más 

abundantes contrastados los epífitos Pestalotia y Botryosphaeria.  

2.8 Microorganismos endógenos en insectos vectores de Xylella fastisdiosa 

 

En investigaciones realizadas sobre poblaciones de insectos vectores en 

plantaciones de cítricos de Brasil infectadas con la enfermedad de CVC se 

lograron aislar 120 bacterias clasificadas en 40 holotipos mediante análisis de la 

secuencia del gen 16S encontrándose especies como  Sphingomonas 

asaccharoltyca, Methylobacterium mesophilicum, Curtobacterium sp. y 

Curtobacterium flaccumfaciens a partir de los tejidos macerados de cabezas de 

los vectores Acrogonia sp., Dilobopterus costalimai, Oncometopia facialis y 

Bucephalogonia xanthophis.  

 

En este estudio se demostró además la capacidad de adquisición de bacterias 

endógenas por medio de la alimentación de los vectores en plantas inoculadas 

utilizando como modelos al vector Bucephalogonia xanthophis la bacteria 

Methylobacterium mesophilicum e inoculándola en plantas de Catharantus 
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(Santos et al., 2004). Otras investigaciones relacionadas han determinado la 

afinidad de colonización de los endófitos en las regiones del intestino posterior y 

medio de los insectos una vez asimilados, siendo en esta región más frecuentes 

que en las regiones anteriores del intestino donde se supone se debe generar una 

maquinaria diferente especializada para colonizar y alojarse (Redak et al., 2004).  

 

2.9 Bioensayos y pruebas de correspondencia Fitopat ológica 

Las plantas tanto en las superficies de las hojas como en los tejidos internos 

representan una fuente de alimento y de alojamiento para gran cantidad de 

microorganismos tanto benéficos como perjudiciales. La interacción de los 

microorganismos con las diferentes tejidos de la plantas se consigue de 

diferentes niveles de dependencia según exista un beneficio mutuo, ningún 

beneficio o algún nivel de perjurio siendo el mayor interés de la ecología 

microbiana dilucidar uno de otro. Las plantas responden de diferentes maneras 

por vías constitutivas e inductivas ante la presencia de los patógenos ya sea de 

forma localizada o expansiva por los tejidos (Montesinos et al., 2002). El 

mecanismo de respuesta está mediado por la activación de genes de defensa 

inducidos por el reconocimiento bioquímico-extracelular de polisacáridos de 

pared, proteínas constructivas o metabolitos y enzimas segregadas por los 

patógenos, produciendo enzimas, metabolitos y otros compuestos 

antimicrobianos en primera instancia. Luego la reacción intracelular generalmente 

desencadena la muerte programada de los tejidos invadidos en una reacción 

hipersensible que avanza hasta la necrosis de las células (Poehlman, 2005). 

Con en base a estas reacciones se han desarrollado pruebas localizadas de 

infección por patógenos conocidos sobre diversos hospederos reportados o no 

para la sintomatología de enfermedades específicas. De esta manera se 

identifican los síntomas del patógeno en tejido susceptible y se diferencian de las 

evidencias mostradas en tejidos no susceptibles o no compatibles para la 

patogenicidad por medio de bioensayos en tejidos que permiten documentar la 

reacción hipersencible normal de los hospederos y contrastarla con la verdadera 
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infección inicial promovida por los patógenos en lo que se ha llamado Ciclo 

biológico típico de patógenos de fase “epífitica y endofítica” (Figura 2.13). En 

trabajos realizados para determinar este tipo de interacción en pera se determinó 

la formación de lesiones diferenciales cuando se daba compatibilidad (hospedero 

convencional), incompatibilidad (hospedero no asociado) o reacción neutral 

(aplicando bacterias no patogénicas sobre hospedero convencional), esto sobre 

hojas seleccionadas con inoculación dirigida y conocida (Figura 2.14). Este tipo 

de pruebas permite corroborar la patogenicidad de microorganismos sobre 

hospederos alternativos como el café (Montesinos et al., 2002).  

 

Microsoft Paint 5.1 

Figura 2.13.   Ciclo biológico típico de patógenos de fase epífitica y endofítica. Fuente: 
Montesinos et al., 2002. 
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Microsoft Paint 5.1 

Figura 2.14.   Reacción de las plantas a diferentes patógenos. A. Infección y reacción 
compatible en plantas de pera inoculadas con Pseudomonas syringae. B. Reacción neutral de 
planta de pera ante Peudomonas fluorescens no patogénica. C. Reacción Hipersensible o 
incompatible provocada por Pseudomonas syringae en geranio y Tabaco (D). Fuente: Montesinos 
et al., 2002. 

Existen otros bioensayos aplicados a la dilucidación del agente causal de una 

patología, entre estos el más aplicado es el Ensayo de Koch, el cual se adaptó de 

la microbiología clínica humana y veterinaria a la fitopatología. Este bioensayo 

implica la asociación de un microorganismo con una etiología por la presencia 

constante del primero en los tejidos del segundo, lo cual permite suponer que la 

constante es la principal causa de la enfermedad y no una consecuencia de la 

misma. Sin embargo, para demostrar lo anterior el ensayo implica la inoculación 

del supuesto patógeno a organismos sanos en espera de obtener las mismas 

manifestaciones de la enfermedad en estudio y posteriormente recuperar el 

mismo microorganismo de estas plantas ahora enfermas e infectadas, guardando 

la particularidad de repetición de los mismos síntomas una vez que se hace 

crecer en medios artificiales y se reinocula (Madiga et al., 2004) 

Para aplicar este bioensayo en fitopatología es necesario complementar la 

información del laboratorio referente al posible patógeno con la huella de la 

enfermedad en campo, la edad de la plantación atacada, las partes más 

afectadas, el manejo reciente de la plantación, aún el más mínimo detalle, ya que 
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cuando se determinan patógenos muy específicos con características muy 

particulares como la especie, el estado fenológico e incluso la variedad de la 

planta pueden ser discriminantes. Es importante recordar que existen variaciones 

a los postulados de Koch dependiendo del tiempo de observación de la 

enfermedad el cual generalmente es de 20 días luego de la inoculación o la 

imposibilidad de aislar en medios selectivos el posible patógeno u otros (Villalba, 

2007).       
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CAPÍTULO 3 
 

OBJETIVOS 
 

3.1 Objetivo general 

Aislar y relacionar los microorganismos endógenos en cicadélidos con los 
endófitos en plantas de café y la sintomatología de Crespera. 
 
 
3.2 Objetivos Específicos  

3.2.1 Identificación de microorganismos asociados a  Crespera del Café.  

 

1. Aislar microorganismos endófitos de plantas de café de campo enfermas 
con “Crespera” 

 
2. Aislar microorganismos endógenos en insectos cicadélidos asociados a 

plantas con Crespera.  
 

3. Aislar Xylella fastidiosa en medio de cultivo artificial BCYE de plantas de 
café y de cicadélidos infectados utilizando diversos protocolos de 
extracción.  

 
4. Identificar microorganismos recuperados de los protocolos de aislamiento y 

establecer una bacterioteca y micoteca de endófitos disponible para el 
CICAFE. 

 
 

3.2.2 Evaluación de la patogenicidad de los aislami entos.  

 
1. Evaluar la patogenicidad cualitativa de los microorganismos aislados e 

identificados mediante bioensayos en discos de hoja y troncos de café en 
laboratorio.  

 
 

3.2.3 Bioensayos de microorganismos seleccionados p ara su 
Correspondencia con la sintomatología de Crespera d el Café. 

 
1. Realizar bioensayos de infección vectorial en laboratorio con cicadélidos 

sobre plantas libres de Xylella fastidiosa para reproducir los síntomas de 
Crespera del Café por 3.5 meses. 

 
2. Realizar bajo condiciones de invernadero bioensayos de infección con 

microorganismos seleccionados sobre plantas de café libres de Xylella 
fastidiosa con dos métodos de inoculación mecánica y determinar la 
aparición de signos y síntomas de la enfermedad “Crespera”.  
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CAPÍTULO 4 
 

METODOLOGÍA 
 

IDENTIFICACIÓN DE MICROORGANISMOS ASOCIADOS A CRESP ERA DEL 

CAFÉ. 

 

4.1 Ubicación del Sitio de Muestreo  

 

Las plantas seleccionadas para los ensayos se tomaron de una finca dedicada al 

cultivo del café (Coffea arabica) variedad Caturra que se encuentra ubicada en el 

distrito de Cirrí del cantón de Naranjo de la provincia de Alajuela, referenciada 10º 

07’ 183” latitud norte y 84º 22’ 003” longitud oeste, Costa Rica. Se escogieron 100 

plantas con diversos niveles de presencia de síntomas, las cuales determinaron 

un cuadrante de 10x10 plantas para el muestreo de material vegetal y captura de 

cicadélidos. La edad de la plantación osciló entre 15-20 años de establecimiento. 

Las plantas se rotularon en campo según el diagrama de la figura 4.1.  
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Microsotf Office Visio 2003 
Figura 4.1.   Diagrama de distribución de plantas de café para muestreo en parcela 
experimental. Naranjo de Alajuela, Costa Rica. iii 
 
 
4.2 Muestreo de material vegetal en campo para aisl amiento de 

microorganismos de posible asociación a la enfermed ad Crespera del café. 

 

Se seleccionaron cuatro plantas aleatorias dentro de la parcela de ensayos y se 

documentaron según la distribución espacial como 1-A, 4-E, 6-E y 1J. Las 

muestras se colectaron empleando una tijera podadora de puntas previamente 

desinfectada con alcohol de 96%. Se tomaron segmentos apicales de ramilletes 

de bandólas superiores sintomáticas y se transportaron al laboratorio en bolsas de 

papel individuales.  

 

4.3 Muestreo de cicadélidos en campo. 

 

Se realizó la colecta de insectos cicadélidos en las plantas rotuladas y los bordes 

de la parcela determinada. Se emplearon viales de vidrio con tapa y se aplicó 

exposición mecánica rápida de los insectos hacia la boca de los tubos. Se realizó 

un conteo de los diferentes especímenes obtenidos y se determinaron las 

poblaciones más abundantes en el sitio según la clasificación propuesta por el 

CICAFE (Véase anexo 2 “Clasificación según código de colectas de cicadélidos”). 

 
4.4 Obtención de microorganismos endófitos a partir  del material vegetal 

colectado y de endógenos a partir de cicadélidos. 

 

Se emplearon tres protocolos de desinfección e inoculación en medio selectivo 

BCYE (Véase composición y formulación en el anexo 3) diferenciados como 

protocolo A, B y C para el material vegetal y un único protocolo para la obtención 

de endófitos a partir de cicadélidos. Se realizaron observaciones del crecimiento 

microbiano durante cuatro semanas considerando la factibilidad de obtener 

                                                
iii  El diagrama respondió a una referencia de nomenclatura para el muestreo y ubicación de 
plantas. La ubicación real de las mismas es asimétrica en dimensión (X;Y) pero cumple la función 
de instrumento de planeación de muestreo. 
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aislamientos de microorganismos de lento crecimiento y de baja densidad 

poblacional asociados muchas veces al hábito de los endófitos. A continuación se 

detallan los diferentes métodos de inoculación y los tratamientos de desinfección 

empleados en cada uno de los protocolos.   

4.4.1 Protocolo A (Experimental): Desinfección de m aterial de campo 

con NaClO 4 al 10, 15 y 20%. 

Se tomaron hojas de las muestras seleccionadas y se desinfectaron 

superficialmente con alcohol al 96%. Se cortaron tejidos de las láminas y parte del 

entrenudo en cuatro secciones según se muestra en el diagrama de la figura 4.2.  

 
Microsoft Paint 5.1 

Figura 4.2.   Diagrama de tipos de explante utilizados para la posible obtención de bacterias 
endófitas bajo la desinfección del protocolo A. 1: sección entrenudo + base del pecíolo, 2: pecíolo 
central, 3: pecíolo superior + base de la hoja y 4: Vena central y segmento de lámina central. 
 

Los explantes resultantes se colocaron en alcohol al 96% por dos minutos y luego 

se lavaron con agua destilada por dos minutos. Posteriormente se separaron los 

tejidos en tres grupos combinados de forma equitativa entre tipo y número de 

explantes. Cada grupo se sometió a una desinfección diferente en diluciones de 

NaClO4 al 10%, 15% y 20% (3,5% i.a por dos minutos) correspondiendo con los 

tratamientos 1, 2 y 3 de este protocolo. Luego se realizaron dos lavados con agua 

destilada por dos minutos a cada grupo y se inocularon en el medio de cultivo 

selectivo BCYE.  
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En cada placa Petri se inocularon 16 explantes (3 del tipo 1 y 2; 5 del tipo 4 y 3) 

de aproximadamente 0.5cm de longitud (véase apéndice 1). Se evaluó además la 

oxidación del material en consideración como un factor de inhibición del 

crecimiento bacteriano. Se inocularon dos repeticiones por tratamiento 

(concentración de desinfectante) y se incubaron a 30-31ºC por cuatro semanas. 

Se utilizó una placa control inoculando el agua destilada estéril utilizada en el 

último lavado del tejido. 

4.4.2 Protocolo B (Variación CICAFE): Desinfección de material 

NaClO4 1% 3,5% i.a y NaClO 4 100% 1,0% i.a 

Se cortaron segmentos tipo 1 a partir de hojas de las bandolas de las plantas 

seleccionadas y se desinfectaron superficialmente en una solución de NaClO4 1% 

3,5% i.a (Tratamiento 1) y NaClO4 100% 1,0% i.a (Tratamiento 2) de forma 

diferenciada por dos minutos según cada tratamiento. Luego se colocaron en 

alcohol de 70% por dos minutos y se realizaron tres lavados con agua destilada 

estéril por un minuto cada uno. Los segmentos se cortaron sobre láminas de 

papel absorbente estéril eliminando los tejidos dañados por el desinfectante y 

dejando segmentos de 0.5cm de longitud disponibles.  

 

Se realizaron cortes en los tejidos y se presionó fuertemente dicho entrenudo con 

un alicate de puntas forradas en papel aluminio estéril depositando la savia 

resultante en el medio de cultivo selectivo BCYE. Se colocaron 10 puntos de savia 

aleatorios por placa en duplicado (véase apéndice 2), se incubaron a 24ºC en la 

oscuridad por cuatro semanas. Se utilizó una placa control inoculando el agua 

destilada estéril.  

4.4.3 Protocolo C (CIBCM-UCR): Variación del protoc olo del CICAFE 

por CIBCM.  

Se tomaron pecíolos y parte de la vena central de las muestras utilizando tijeras 

desinfectadas a la llama. Se recuperaron seis segmentos por cada muestra de 

0.1g/ explante promedio. Los extremos de los tejidos seleccionados se taparon 

con plástico parafilm. Luego en una cabina de flujo laminar estéril se sumergieron 
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en una solución de Hipoclorito de sodio al 1% a partir de una solución 

concentrada de ingrediente activo al 3.5% por dos minutos. Transcurrido este 

periodo se trasladaron a una solución de alcohol etílico al 70% por dos minutos y 

posteriormente se realizaron dos lavados con agua destilada estéril por dos 

minutos cada uno. Los explantes se trasladaron a una placa de petri estéril y se 

les eliminó el segmento cubierto con parafilm. Los segmentos resultantes se 

cortaron en pequeños pedazos con un bisturí de hoja número 20 y se depositaron 

en un mortero donde se agregaron tres mililitros de amortiguador PBS 1X y se 

maceraron con un pistilo estéril. El buffer PBS 1X se formuló mezclando en 

1000ml de agua destilada 8.0g de Cloruro de Sodio, 1.15g de Fosfato de Sodio 

Dibásico (Anhidro), 0.2g de Fosfato de Potasio Monobásico (Anhidro), 0.2g de 

Cloruro de Potasio ajustando el pH a 7.4 unidades. Se autoclavó a 121ºC por 

15min y se almacenó luego a temperatura ambiente. 

 

Luego del macerado se tomaron 100ųl de la solución y se depositaron en un tubo 

eppendorf con 900ųl de agua destilada estéril para la obtención de dilución 10-1 y 

de esta anterior se tomaron 100ųl para constituir la segunda dilución (10-2) en un 

volumen de 900ųl de agua destilada estéril. Utilizando una micropipeta se colocó 

un volumen de 25ųl de la solución: Concentrada, 10-1 y 10-2 (correspondientes a 

los tratamientos 1, 2 y 3) sobre placas de medio de cultivo BCYE rotulando con 

círculos el lugar donde se colocó la gota la cual se hizo deslizar hasta dejar una 

estela por el medio esperando el crecimiento de endófitos sin que la solución 

tocara la orilla de la placa (véase apéndice 3). También se realizó la extracción de 

microorganismos endógenos a partir de una vitroplanta de café (Coffea arabica) 

obtenida de una colección comercial empleada como almácigo utilizando este 

protocolo. Se utilizó una placa control inoculada con agua destilada estéril. Las 

placas se incubaron a 26ºC en un cuarto oscuro de 80% de humedad relativa por 

cuatro semanas. Se ensayó por duplicado.  
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4.4.4 Protocolo D (Insectos CICAFE): Cloruro de Ben zalconio al 2% i.a 

al 50%   

Se seleccionaron cicadélidos C7 colectados de la parcela experimental y se 

colocaron en una malla pequeña de tela de organiza, se sumergieron en una 

solución de Cloruro de Benzalconio al 2% a partir de una solución concentrada al 

50% por un minuto. Posteriormente se realizó un lavado con agua destilada estéril 

sumergiendo repetidas veces la malla. Se repitió el lavado en Cloruro de 

Benzalconio y el lavado en agua destilada estéril dejando secar la malla por una 

hora al flujo de aire. Una vez secas las muestras se agruparon en tríos de 

individuos colectados y se procedió a disectar la cabeza de un grupo y se maceró 

en 300ųl del buffer PBS 1X (Tratamiento 1). Otro grupo se maceró sin disección 

en 600ųl del buffer PBS 1X (Tratamiento 2).  

 

Los macerados anteriores se inocularon en placas de medio BCYE utilizando el 

método del rastro de la gota depositando 25ųl de la solución concentrada y 

deslizando la misma por el medio sin que tocara la orilla. Las placas de este 

ensayo se incubaron a 26ºC en un cuarto oscuro de 80% de humedad relativa. 

 

4.5 Clasificación preliminar e identificación de mi croorganismos obtenidos 

4.5.1 Aislamientos bacterianos 

Las colonias extraídas mediante los cuatro protocolos de aislamiento se 

caracterizaron morfológicamente de acuerdo a la forma colonial, el tipo de 

superficie, elevación del crecimiento, tipo de borde y estructura interna de las 

colonias, cantidad del crecimiento a 3 días, la consistencia, posible cromogénesis 

y esporulación en el caso de los bacilos Gram positivos. Además se incluyeron 

algunas características bioquímicas de diferenciación como la prueba de catalasa, 

KOH, Reacción de Gram (Véase anexos 4, 5 y 6 para aplicación de las pruebas 

según Villalba 2007) y Metabolismo de azúcares en agar TSI (Rodríguez, 2005) 

para Enterobacterias Gram negativas (Véase anexo 1 para elaboración e 

interpretación de resultados en agar TSI). 
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4.5.1.1 Identificación Bioquímica mediante el siste ma BIOLOG 

La caracterización preliminar anterior agrupó los aislamientos obtenidos según 

conjuntos de placas nombradas como ID 1-21, los cuales se identificaron 

posteriormente mediante el sistema BIOLOG. Este análisis se realizó en el 

laboratorio de Microbiología Agrícola del Centro de Investigaciones Agronómicas 

(CIA) de la Universidad de Costa Rica.  

 

Las reacciones se efectuaron en agar TSI (véase anexo 1, para su formulación) 

en el cual se subcultivo cada cepa en identificación durante un periodo de 

incubación variable de 2-15 días según el crecimiento de cada bacteria. Luego de 

obtener el crecimiento moderado-abundante se realizaron observaciones 

morfológicas de las colonias, se corroboró al microscopio la pureza y se realizaron 

pruebas de Gram de comprobación. En el caso de las bacterias Gram positivas se 

determinó la presencia o ausencia de esporas así como la presencia de la enzima 

catalasa mediante la reacción bioquímica rápida. En el caso de las bacterias 

Gram negativas se comprobó la particularidad entérica o no entérica en agar TSI 

para su posterior identificación bioquímica. Cada muestra previamente estudiada 

fue disuelta a partir de un cultivo puro y fresco y se inoculó en los 95 pozos de las 

placas de microtítulo para la detección en sistema BIOLOG. La reacción se incubó 

de seis horas a 15 días según el crecimiento bacteriano realizándose 

observaciones diarias para la identificación. El resultado de las fuentes de 

carbono metabolizadas por la bacteria se introdujo en la base de datos del equipo 

de análisis mediante el sistema BIOLOG MICROLOG 1 donde se comparó la 

identidad de la bacteria según el record de una base de datos digital. 

5.5.1.2 Detección e identificación serológica media nte DAS-

ELISA. 

Se aplicó el protocolo Reagent Set, Peroxidase Label de Agdia, Inc m 17.3 (Véase 

documento en anexo 7) empleado para la detección de Xylella fastidiosa para 

determinar la posible incidencia de este patógeno en algún aislamiento, así como, 

descartar reacciones cruzadas con algún posible endófito que se acumule en 
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hábitats comunes con Xylella fastidiosa o bien la posibilidad de encontrar a X. 

fastidiosa creciendo en cultivos en placa junto con otros microorganismos que le 

enmascaren físicamente. Se realizaron modificaciones en la fase de obtención y 

prepararon de las muestras según se indica a continuación. 

 

Se sometieron a esta prueba las bacterias codificadas y agrupados previamente 

como ID 1-20 (exceptuando ID-6 y 17 que no mostraron condiciones de prueba). 

Las muestras se prepararon a partir de diluciones de los aislamientos ID luego de 

7 y 22 días de crecimiento. Se utilizó un volumen de 500ųl de agua destilada 

estéril donde se mezcló una asada de la colonia pura obtenida con asa 

bacteriológica estéril para cada aislamiento. Luego se realizó un conteo de 

UFC/ml utilizando un hematocitómetro de profundidad 0.1mm (Reichert Brig.-

Line®) con factor de multiplicación igual a 50000 y se consideraron dichos 

conteos como diluciones concentradas de los aislamientos.  

 

A partir de las diluciones concentradas se prepararon diluciones estándares de 

concentración igual a 2.0x107 UFC/ml consideradas como concentraciones de 

ensayo diluidas en Buffer de Extracción General (GEB) aportado por el kit de 

prueba. El volumen de cada dilución de ensayo fue de 500ųl. Se determinó e 

interpretó la absorbancia de cada aislamiento ensayado mediante el análisis 3 

sigma aplicado a la prueba serológica contrastado con los controles de Xylella 

fastidiosa aportados por el Kit de detección.  

4.5.1.3 Selección de colonias de Xylella fastidiosa  a partir de 

crecimiento en placa y el método serológico DAS-ELI SA.  

A partir de los resultados obtenidos en el ensayo serológico de detección se 

aplicaron criterios morfológicos de discriminación previa del posible crecimiento 

de Xylella fastidiosa en medio selectivo para distinguir los posibles aislamientos 

puros de los que presentaron absorbancias positivas y no correspondieron a las 

características morfológicas y de crecimiento reportadas para esta especie.  
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De esta manera se seleccionaron placas que mostraron poco o nulo crecimiento 

microbiano durante un periodo aproximado de 22 días resultantes del ensayo del 

protocolo C y que además presentaron posterior a este periodo una aparición leve 

de colonias blanco traslúcidas (morfológicamente similares a la descripción del 

crecimiento en placa de la bacteria Xylella fastidiosa según EPPO/CABI, 1996; 

Leite et al., 2003). Estas se sometieron a pruebas rápidas de discriminación 

preliminar para el análisis posterior de los posibles aislamientos mediante el 

método DAS-ELISA. Dichas pruebas fueron la Reacción de Gram, la prueba de 

catalasa y la observación de la forma bastonada celular con movilidad de las 

bacterias en hematocitómetro Reichert Brig.-Line® profundidad 0.1mm. 

 

Para la detección serológica se siguieron las especificaciones descritas 

anteriormente para el protocolo Reagent Set, Peroxidase Label de Agdia, Inc m 

17.3 (Véase documento en anexo 7) a excepción de la preparación y 

concentración de las muestras. Las muestras se prepararon a partir de una 

solución concentrada de bacterias obtenida mediante la dilución de dos asadas de 

la colonia en 500ųl de agua destilada estéril homogenizada con breve exposición 

al vortex. Se determinó la cantidad de Unidades Formadoras de Colonias 

(UFC/ml) para cada dilución concentrada y se preparó una dilución de 

concentración estándar de 2.0x107 UFC/ml para cada muestra empleado 500ųl 

del Buffer de Extracción General (GEB) recomendado para la prueba. 

 

Se determinó la presencia de Xylella fastidiosa a partir de las colonias 

muestreadas en las placas que superaron los análisis preliminares anteriores y se 

seleccionaron las mismas para mantener una colección a corto plazo de la 

bacteria aislada. Se interpretaron los resultados según el análisis 3 sigma 

aplicado a la prueba serológica.      
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4.5.1.4 dentificación Molecular del aislamiento de Xylella 

fastidiosa y otras bacterias endófitas en café. 

Posterior a la identificación según las características serológicas de Xylella 

fastidiosa se realizó una determinación molecular de la pureza de este aislamiento 

y de dos aislamientos de endófitos que mostraron resultados positivos para la 

presencia de absorbancia pero que no correspondían a sus características 

morfológicas y de crecimiento. Los aislamientos ensayados que podrían 

corresponder a un falso positivo en la prueba serológica fueron previamente 

identificados según el método BIOLOG como Serratia marcenses que presentó 

valores positivos desde los siete días de incubación para la prueba  DAS-ELISA y 

Enterobacter spp que presentó dicha condición a los 22 días de incubación. 

Además se aplicó esta prueba para tres de muestras de las plantas seleccionadas 

para la obtención de endófitos en plantas, así como a un individuo cicadélido  C7 

representante de la población más abundante muestreada.    

 

a-Extracción de ADN y amplificación 

 

La extracción, amplificación y análisis del ADN de las muestras se llevó a cabo en 

los laboratorios de Biología Molecular de la empresa Ticofrut en Santa Clara de 

San Carlos, provincia de Alajuela como parte de una colaboración de servicios 

interinstitucional.  

 

Para la extracción de las muestras  se utilizó el protocolo interno del laboratorio de 

Biología Molecular Ticofrut con base en buffer CTAB (N-Cetyl-N,N,N-

Trimethylammium Bromure) + 0,2% de betamercaptoetanol. En el caso de las 

muestras de plantas de campo se ensayó tanto el tejido de la vena central como 

el de pecíolo de hoja, estos se lavaron con agua y se secaron. Se tomaron 0.5g 

de cada tipo de tejido y se maceraron en bolsas con malla adicionando 3ml del 

buffer de extracción. El extracto resultante se colocó en tubos eppendorf de 2 ml 

de capacidad estériles identificándose como extracto de análisis.  
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A partir de las placas donde crecían las bacterias ensayadas se tomaron dos 

asadas utilizando un asa bacteriológica estéril las cuales se disolvieron en 2ml del 

buffer de extracción. El insecto C7 se maceró en 2ml del mismo buffer empleando 

un micropistilo en un tubo eppendorf de 2ml de capacidad.      

  

Para la amplificación del ADN de Xylella fastidiosa se utilizó el programa de PCR 

desarrollado por la empresa TICOFRUT. Se utilizaron los primers 272-1 int 

(forward) y 272-2 int (reverse) específicos. El programa de amplificación fue de 3 

horas luego de las cuales se colocaron las muestras en un gel de agarosa al 2%. 

La tabla 4.1 muestra el mapa de ubicación para la prueba.  

 

Tabla 1.  Mapa de ubicación en un gel de agarosa para las muestras ensayadas según el 
protocolo del Laboratorio de Biología Molecular TICOFRUT para la detección de Xylella 
fastidiosa. 
  

Pozo 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 

M
ue

st
ra

 

M
ar

ca
do

r 
M

ol
ec

ul
ar

 F
as

t 

R
ul

er
 

C
on

tr
ol

 X
f a

is
la

do
 d

e 
V

iti
s 

sp
 

C
ic

ad
él

id
o 

C
 0

7 

X
f C

IC
A

F
E

 

P
la

ca
 E

nt
er

ob
ac

te
r 

sp
p 

P
la

ca
 S

er
ra

tia
 m

ar
ce

ns
es

 

pe
cí

ol
o 

  P
la

nt
a 

1-
A

 

V
en

a 
ce

nt
ra

l P
la

nt
a 

1-
A

 

M
ar

ca
do

r 
M

ol
ec

ul
ar

 F
as

t 

R
ul

er
 

C
on

tr
ol

 X
f a

is
la

do
 d

e 
V

iti
s 

sp
 

pe
cí

ol
o 

  P
la

nt
a 

1-
J 

V
en

a 
ce

nt
ra

l P
la

nt
a 

1-
J 

pe
cí

ol
o 

  P
la

nt
a 

6-
E

 

V
en

a 
ce

nt
ra

l P
la

nt
a 

6-
E

 

C
on

tr
ol

 n
eg

at
iv

o 
(H

2O
) 

 

Microsoft Office Excell 2003 

 

La migración del ADN se llevó a cabo en una cámara para electroforésis regulada 

a 100 voltios durante 45 minutos.  

4.5.2 Aislamientos fúngicos 

Las primeras obtenciones fúngicas a partir de los protocolos de aislamiento 

ensayados tanto para el material vegetal como en cicadélidos se cultivaron en 

medio selectivo BCYE seguidamente se reinocularon para purificar la colonia en 

Papa Dextrosa Agar (PDA) acidificado a 5.5 unidades de pH (Véase anexo 8 para 
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su formulación). Se incubaron en esta etapa a 22ºC en un cuarto oscuro de 67% 

de HR y se realizaron aislamientos mensuales durante cuatro meses para renovar 

los cultivos y eliminar las placas no útiles. 

 

Los aislamientos fúngicos totales obtenidos se clasificaron preliminarmente 

mediante la observación directa al microscopio de luz con el objetivo de 40X 

utilizando varias técnicas rápidas de fijación en cinta adhesiva, raspado del agar y 

fijación en gota con azul de metileno y en agua destilada. Se agruparon según las 

características morfológicas en diferentes ID 1-13 los cuales se identificaron 

empleando la observación directa de sus estructuras reproductivas y 

comparándolas con los parámetros de identificación según el manual de 

reconocimiento de Finch y Finch (1990). Además se empleó la guía de 

diagnóstico de Cock y Lévesque (2004) y OEPP/EPPO (2004) para identificación 

detallada de especies de Pythium y Phytophthora ante la sospecha de su 

incidencia.   

  

En el caso de las levaduras se determinó preliminarmente su condición mediante 

observación directa al microscopio de luz con el objetivo de 10X empleando 

colorantes no diferenciales como el azul de metileno para visualizar las paredes 

gruesas y el contraste adecuado para discernir la gemación característica de sus 

células. A partir de las colonias obtenidas se confeccionó una tabla resumen de 

las principales características morfológicas de clasificación preliminar como: forma 

colonia, el tipo de superficie, elevación del crecimiento, tipo de borde y estructura 

interna de las colonias, cantidad del crecimiento a 3 días, la consistencia y posible 

cromogénesis (Rodríguez, 2005; Villalba, 2007).  

 

Los aislamientos que no presentaron la formación de estructuras de reproducción 

ni de cuerpos fructíferos para la identificación se cultivaron en medio de cultivo 

líquido preparado mediante la mezcla de 0.2 gramos de extracto de levadura y 0.7 

gramos de sacarosa disueltos en 50ml de agua destilada estéril a un pH de 6.0 

unidades. La misma se esterilizó autoclavándose por 20min a 121ºC y se inoculó 

en cámara de flujo laminar utilizando un asa micológica para obtener micelio de 
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los hongos identificados como ID 2, 3, y 11 para promover la producción de 

estructuras de clasificación en los mismos. Se realizó la observación de la 

producción de posibles estructuras de reproducción luego de cinco días de 

incubación  y se registró la formación de pellets bajo agitación mecánica en 

shaker artesanal.   

 

EVALUACIÓN DE LA PATOGENICIDAD DE LOS AISLAMIENTOS.  

 

4.6 Bioensayos de patogenicidad de microorganismos aislados en 

laboratorio.  

4.6.1 Bioensayos en troncos y discos de hoja de los  hongos y las 

bacterias aisladas.  

Los microorganismos aislados mediante los protocolos de obtención de endófitos 

detallados previamente fueron ensayados en discos de hoja y troncos de plantas 

de café (Coffea arabica) variedad Caturra de dos años de edad para determinar 

algún efecto de patogenicidad cualitativo.   

 

En el caso de los bioensayos para bacterias se utilizaron hojas superficialmente 

sanas del primer y tercer entrenudo provenientes de bandólas de altura media 

(1.5m), se llevaron al laboratorio y se obtuvieron círculos de 0.8cm de diámetro de 

hojas superficialmente limpias. Además se obtuvieron segmentos de tallo de 4cm 

de longitud y 1cm de diámetro descortezados en 0.5cm aproximadamente en su 

longitud y ensayados para las bacterias.  

 

Los bioensayos de las bacterias se confeccionaron en cajas plásticas emuladoras 

de cámara húmeda, donde se colocó un cedazo de hierro interior de soporte 

donde se dispusieron sobre una servilleta de papel limpia 40 discos de hoja 

distribuidos de la siguiente manera: 10 discos adaxiales y 10 discos abaxiales de 

las hojas del primer entrenudo, así como 10 discos adaxiales y 10 discos 

abaxiales de las hojas del tercer entrenudo. Además se colocó un trozo de tallo de 

4cm de longitud X 1cm de diámetro descortezados en 0.5cm. La cámara húmeda 
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contenía 10ml de agua en el fondo. Se inoculó cada círculo de hoja y cada trozo 

de tallo con una microgota de 10ųl de una solución bacteriana de 2.0X107 UFC/ml 

en agua destilada estéril (Figura 4.3). Dicha solución se obtuvo luego de la 

observación y conteo de las células bacterianas en el microscopio (40X) utilizando 

un hematocitómetro Reichert Bright.-Line® de profundidad 0.1mm, lo que permitió 

a partir de la solución concentrada preliminar obtener los homogenizados a la 

concentración indicada. Se montó además dos testigos empleando el agua 

destilada estéril. Los discos de las hojas al igual que los tallos se observaron al 

estereoscopio (4X) para comparar con el testigo la posible reacción hipersensible 

o la reacción necrótica en caso de la presencia de algún signo patológico. Las 

observaciones se realizaron cuatro días después de la inoculación. 

 

 

 
Microsoft Paint 5.1 

Figura 4.3.  Cámara húmeda de incubación para las pruebas de patogenicidad de los 
aislamientos bacterias. Distribución de material para ensayo. A. Cámaras húmedas en incubación 
con material de ensayo: 1er Ent: Discos de hojas del primer entrenudo; 3er Ent: Discos de hojas 
del tercer entrenudo; Ada/Aba: Región Adaxial / Región Abaxial según colocación en la cámara 
húmeda. B. Microgotas en disco de hojas.   
 

En el caso de los hongos se colocó un cedazo de hierro interior de soporte donde 

se dispusieron sobre una servilleta de papel limpia 40 discos de hoja distribuidos 

de la siguiente manera: 10 discos adaxiales y 10 discos abaxiales de las hojas del 

primer entrenudo, así como 10 discos adaxiales y 10 discos abaxiales de las 

hojas del tercer entrenudo. Se emplearon 5 tallos ortotrópicos seleccionados de 

las mismas plantas muestreadas de aproximadamente 15cm de longitud x 1.5cm 

de diámetro, a los cuales se les eliminó una franja de la corteza de 
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aproximadamente 0.5cm continuo. Ambos tejidos se dispusieron en una cámara 

húmeda soportados por un cedazo estéril y con 50ml de agua en el fondo. La 

inoculación consistió en una gota de 10ųl de una solución de esporas o bien de 

micelio suspendido en agua destilada estéril homogenizada con la técnica de 

conteo en hematocitómetro. La gota se colocó en la región central de cada 

explante. Se ensayó un control con agua de inoculación (Figura 4.4). La 

observación de las posibles lesiones se realizó luego de cuatro días de incubación 

al estereoscopio (2X). Ambos bioensayos se realizaron en un cuarto de 

temperatura controlada a 21ºC y humedad relativa del 79-80%. 

 

 

 

Microsoft Paint 5.1 
Figura 4.4.   Cámara húmeda de incubación para las pruebas de patogenicidad de los 
aislamientos fúngicos. Distribución de material para ensayo. 1er Ent: Discos de hojas del primer 
entrenudo; 3er Ent: Discos de hojas del tercer entrenudo; Ada/Aba: Región Adaxial / Región 
Abaxial según colocación en la cámara húmeda.    
 

Para ambos ensayos tanto el de bacterias com el de hongos se reportó el 

porcentaje de discos y troncos lesionados así como también la condición positiva 

o negativa general.  
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4.6.2 Bioensayo de Pellets de hongos sobre láminas enteras de hojas 

de café. 

A partir del crecimiento de micelio en forma de pellets producto de la incubación 

en medio líquido de los hongos codificados ID 2, 3 y11 que no exhibieron la 

producción de estructuras de reproducción se estableció un ensayo de 

patogenicidad sobre láminas totales limpias de hojas de café (Coffea arabica) 

variedad Caturra de dos años de edad. Se tomaron hojas enteras del primer 

entrenudo de bandólas intermedias y se limpiaron superficialmente con alcohol al 

96% y agua destilada estéril utilizando una toalla de papel limpia. Se utilizaron 

cuatro láminas similares por cada hongo ensayado. Dos láminas se inocularon 

con seis pequeños segmentos de pellet sobre la lámina en seis puntos 

equidistantes (un segmento por punto) (T1) y dos se inocularon sobre seis puntos 

marcados con heridas producidas por un bisturí de hoja 11 estéril (T2). Se utilizó 

un control general. La tabla 4.2 muestra los tratamientos totales empleados. La 

figura 4.5 indica los tejidos vegetales inoculados con ambos tipos de tratamiento.  

 

Tabla 4.2.  Tratamientos empleados en el bioensayo de pellets de hongos sobre láminas 
enteras de café según aislamiento codificado. 
 

 Tratamientos 

Código 

Aislamiento  
T1 T2 

ID 2 H2-T1 H2-T2 

ID 3 H3-T1 H3-T2 

ID 11 H11-T1 H11-T2 

Control C-T1 C-T2 

 Microsoft Office Excell 2003 

 

Las plantas se mantuvieron en una cámara de temperatura controlada a 22ºC y 

humedad relativa al 100% controlada por el riego de aspersión de microgotas. Se 

realizaron observaciones semanales durante tres semanas comparando las 

reacciones foliares de los tratamiento con el testigo.    
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Microsoft Paint 5.1 
Figura 4.5.   Inoculación de pellet de hongos en análisis de patogenicidad. A. T1 sin heridas. B. 
T2 inoculación sobre heridas. El círculo denota en ambos casos la inoculación.  
 

BIOENSAYOS DE MICROORGANISMOS SELECCIONADOS PARA SU  

CORRESPONDENCIA CON LA SINTOMATOLOGÍA DE CRESPERA D EL 

CAFÉ. 

 

4.7 Bioensayos en invernadero  

 

Se seleccionaron las bacterias aisladas Xylella fastidiosa, Geobacillus spp y 

Pseudomonas fluorescens para ensayarse mediante infección mecánica dirigida 

sobre plantas de invernadero y comprobar la posible correspondencia de los 

anteriores con la sintomatología de la enfermedad de “Crespera en Café“. La 

selección de los aislamientos se realizó debido a la relación de Xylella fastidiosa 

con la enfermedad, la evidencia de reacción defensiva en discos de hojas frente a 

la bacteria Geobacillus spp y la asociación de Pseudomonas fluorescens con una 

reacción hipersensible particular. Además se ensayó un método de infección 

vectorial exponiendo cicadélidos en contacto con plantas sanas de invernadero 

libres de Xylella fastidiosa.  

 

Para llevar a cabo los ensayos se seleccionaron plantas libres de la bacteria 

Xylella fastidiosa mediante la prueba serológica DAS-ELISA y se corroboró la 

presencia del patógeno en una muestra del 10% de las plantas de la parcela 

experimental con el foco de la enfermedad de “Crespera” y en insectos 
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cicadélidos de las poblaciones en campo, así como sobre los individuos 

resultantes luego del ensayo de infección vectorial.  

4.7.1 Selección de plantas de invernadero libres de l patógeno Xylella 

fastidiosa para ensayos de infección mecánica y vectorial de bacterias 

aisladas.  

Se obtuvieron 50 plantas de almácigo de café (Coffea arabica) variedad Caturra 

de dos meses de edad provenientes del invernadero del ICAFE ubicado en el 

cantón de Grecia, provincia de Alajuela, Costa Rica. Se rotularon numéricamente 

para la obtención de muestras de hojas del tercer entrenudo desarrollado en el 

momento de establecimiento en el invernadero del CICAFE, ubicado en San 

Pedro de Barva, Heredia, Costa Rica. La temperatura inicial correspondió a 

20.0ºC y 73.8% de Humedad Relativa (Datos estación metereológica CICAFE, 

San Pedro de Barva, Heredia Costa Rica. Resumen Metereológico Mensual, Abril 

de 2008). Se mantuvo una frecuencia de riego diaria de 30min con dos 

repeticiones. 

 

Se determinó la longitud promedio, el número de hojas y el número de entrenudos 

de las plantas de almácigo de café para estimar grupos homogéneos de plantas 

para ensayos. Al igual que las muestras de material vegetal obtenidas de la 

parcela de campo en estudio, las muestras de hoja obtenidas en este ensayo se 

procesaron mediante el protocolo Reagent Set, Peroxidase Label de Agdia, Inc m 

17.3 (Véase documento en Anexo 7). Se reportó el porcentaje de limpieza del lote 

según los valores discriminatorios para la absorbancia y el valor de los mismos en 

la prueba.   

4.7.2 Determinación de la presencia de Xylella fastidiosa en el material 

vegetal de campo.  

Se realizó un muestreo del 10% de las plantas seleccionadas en campo dentro 

del tipo de análisis “Z con puntos críticos centrales”, se ubicaron 10 plantas y se 

identificaron bajo la nomenclatura Fila-Columna (Figura 4.1), estas fueron: 1-A, 2-

A (Aleatoria), 10-A, 6-C, 4-E, 6-E, 8-E, 6G, 1-J y 10-J. Se tomaron segmentos 
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apicales de ramilletes de bandólas superiores sintomáticas, se utilizó una tijera 

podadora de puntas desinfectadas previamente con alcohol al 96% entre cada 

muestra y se transportaron al laboratorio en bolsas de papel individuales. La 

figura 4.6 muestra los síntomas principales considerados:  

  

 

 

Microsoft Paint 5.1 
Figura 4.6.   Síntomas considerados para la selección de material vegetal enfermo 
correspondiente con la “Crespera del Café”. A. Vena secundaria resaltada, espacios intervenales 
acucharados y venas más cercanas entre sí. B. Hojas parcial o totalmente deformadas, bordes 
irregulares y reducidos de manera que se pierde la simetría normal de las hojas jóvenes y 
maduras. C. Textura más coriácea al tacto con clorosis más acentuada en hojas jóvenes y 
deformaciones tempranas. Fotos cortesía Ing. Sebastián Fournier, 2008. CICAFE - ICAFE.  
 

Además se consideraron alteraciones morfológicas y del desarrollo normal de la 

planta como:  

  

• Presencia de hojas bifurcadas que asemejan dos láminas foliares diferentes. 

• Bandólas atrofiadas, formación de un ramillete de hojas deformadas en el 

ápice de la bandóla y disminución considerable de hojas en las partes 

proximales de la misma a la planta.  

• Disminución de fructificación. 
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Las muestras se procesaron en el laboratorio de fitopatología del CICAFE donde 

se seleccionaron tres hojas de los segmentos apicales de los ramilletes 

colectados por planta y se extrajo el pecíolo de cada una de ellas. Se analizaron 

tres plantas de café variedad Caturra crecidas en invernadero con dos meses de 

edad identificadas como I-1, I-2 e I3 de las cuales se tomaron dos hojas por 

planta. Se mantuvieron en una cámara de crecimiento en el invernadero de 

investigación del CICAFE a una temperatura promedio de 19.8ºC y a una 

humedad relativa de 63.4% durante 3.5 meses. Se reportó el promedio de 

incidencia de la bacteria Xylella fastidiosa según las muestras tomadas así como 

las absorbancias promedio generadas y su comparación con los controles de la 

prueba serológica DAS ELISA (Anexo 7). 

4.7.3 Determinación de la presencia de Xylella fastidiosa en 

cicadélidos.  

Al igual que el caso de las muestras de material vegetal, las muestras de 

cicadélidos seleccionadas según abundancia de poblaciones en el sitio de 

colectas se procesaron de acuerdo al protocolo Reagent Set, Peroxidase Label de 

Agdia, Inc m 17.3 (Véase documento en Anexo 7) a excepción de la preparación 

de las muestras la cual correspondió a un ajuste de masas para la relación de 

gramos de muestra y volumen de amortiguadores de la prueba. Se determinó el 

porcentaje de incidencia de la bacteria Xylella fastidiosa por código de 

clasificación y se reportó la absorbancia promedio en cada caso como indicador 

de la concentración variable entre grupos. 

 

4.8 Infección vectorial de plantas de invernadero e n trampas con cicadélidos 

de campo en condiciones de laboratorio. 

 

Se seleccionaron tres plantas de dos meses de edad aclimatadas en invernadero. 

Se determinó la ausencia de Xylella fastidiosa mediante el protocolo Reagent Set, 

Peroxidase Label de Agdia, Inc m 17.3 (Véase documento en Anexo 7). Se 

colectaron 30 individuos cicadélidos codificados C7 en igual proporciones 

machos:hembras en la parcela experimental ubicada en Naranjo de Alajuela 
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utilizando captura manual mediante viales de vidrio. La temperatura registrada 

durante la captura fue de 23ºC y esta se realizó entre las 10:00am hasta las 

12:00md.  

 

Se colocaron el mismo días (4-6 horas luego de la captura) en jaulas artesanales 

de plástico y malla de organza con una planta de café (Coffea arabica) por jaula 

(Figura 4.7). Cada jaula albergó cinco parejas de cicadélidos a una temperatura 

de 23ºC  con humedad relativa del 70%.  
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Figura 4.7.   Jaulas artesanales para el mantenimiento y evaluación de los cicadélidos del 
ensayo de infección vectorial en plantas de invernadero. A. Jaula Redonda. B. Jaula Rectangular. 
 

Se realizaron dos observaciones semanales para determinar la sobrevivencia total 

según el tipo de jaula y la sobrevivencia por sexos al final de 15 días de 

observación. Se corroboró la incidencia de la bacteria X. fastidiosa en los 

cadáveres y los insectos sobrevivientes recuperados en diferentes momentos de 

la observación. Se empleó el método detallado anteriormente en la sección 

“Determinación de la incidencia de Xylella fastidiosa en cicadélidos”. Se realizaron 

observaciones de posibles síntomas asociados a la enfermedad “Crespera en 

café” durante 1.5 y tres meses de ensayo en las plantas. 

 

Se determinó la infección de las plantas expuestas luego de tres meses de 

crecimiento en invernadero mediante la prueba serológica DAS-ELISA. Se 
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muestreó una hoja del tercer y el último par de hojas (6-7 entrenudo) en sentido 

apical-radical de cada planta ensayada y se procesó según la metodología 

previamente descrita para el protocolo Reagent Set, Peroxidase Label de Agdia, 

Inc m 17.3. Se reportaron las absorbancias promedio y la incidencia según la 

prueba serológica. 

 

4.9 Infección mecánica de Xylella fastidiosa en plantas de invernadero. 

 

Se seleccionaron diez plantas aclimatadas en invernadero libres de la incidencia 

de Xylella fastidiosa. Se inocularon mecánicamente mediante dos métodos de 

inoculación: A: en la parte abaxial de los pecíolos de las hojas del segundo, tercer 

y cuarto entrenudo desarrollado sentido apical-radical con una incisión por pecíolo 

y B: en la región posterior del cuarto, quinto y sexto entrenudo desarrollado en 

sentido apical-radical con dos incisiones por entrenudo (Figura 4.8).  
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Figura 4.8.  Detalle de las punturas realizadas para la inoculación de la solución bacteriana 
según los métodos en infección. A. Puntura en peciolos. B. Puntura en región intermedia del 
entrenudo. 
 

En ambos métodos se utilizó un volumen de inóculo de 0.5ųl a una concentración 

de 2.0X107 UFC/ml de células de Xylella fastidiosa en agua estéril obtenida de la 

mezcla de dos asadas de la colonia del aislamiento Xf-CICAFE y homogenizada 

por conteo en hematocitómetro. Se infectó colocando una microgota en el lugar 

deseado y se produjo una herida traspasando la gota y luego el tejido vegetal con 
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una aguja entomológica 00 promoviendo una herida en forma de cuña con 

abertura superior u opuesta al descenso de la gota y manteniéndose en esta 

incisión hasta su absorción. La inoculación se realizó a una temperatura 

aproximada de 30ºC y a una alta humedad relativa (superior a 90%). Las plantas 

inoculadas se rotularon según el método empleado como: A: Xf 1 y B: Xf 2. Se 

seleccionaron diez plantas aleatorias como control, las cuales no se dañaron 

mecánicamente. Se mantuvo un promedio de 20.0ºC y 73.8% de humedad 

relativa por tres meses. 

 

Las plantas se mantuvieron en observación durante tres meses esperando 

observar síntomas de la enfermedad de “Crespera en Café” observado en campo, 

Al finalizar dicho periodo se obtuvieron muestras de hoja de cada sitio inoculado 

más una muestra de hoja nueva producida luego de la inoculación. Se evaluó 

serológicamente mediante el protocolo Reagent Set, Peroxidase Label de Agdia, 

Inc m 17.3 (Véase documento en Anexo 7) la infección positiva de cada 

tratamiento y se estimó el porcentaje de éxito para cada protocolo empleado así 

como la absorbancia promedio luego de dos meses de inoculación en plantas de 

almácigo de café.  

   

4.10 Infección mecánica de Geobacillus spp y Pseudomonas fluorescens en 

plantas de invernadero. 

 

Se tomaron 20 plantas de café (Coffea arabica) variedad Caturra previamente 

analizadas y libres de Xylella fastidiosa. Al igual que la inoculación mecánica de 

plantas con el aislamiento de Xf-CICAFE se aplicaron dos métodos para la 

inoculación de los aislamientos de Geobacillus spp y Pseudomonas fluorescens 

aisladas previamente. Se utilizó un volumen de 0.5ųl una solución homogenizada 

de 2.0X107 UFC/ml de cada bacteria en agua estéril empleado una micropipeta. 

Se realizaron observaciones semanales de las posibles lesiones y síntomas 

relacionados por cuatro semanas. Las plantas se rotularon como Geo 1 y Geo 2 

en el caso de las inoculadas con la solución de Geobacillus spp de forma 

correspondiente al protocolo de infección mencionado anteriormente.  
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La nomenclatura de la inoculación con Pseudomonas fluorescens siguió el mismo 

esquema Pf 1 y Pf 2. Se utilizaron tres testigos los cuales consistieron en plantas 

libres de Xylella fastidiosa agrupadas en grupos de tres para un total de nueve 

plantas. Un testigo se inoculó con agua estéril para la formulación de las 

soluciones bacterianas según el protocolo 1 (C1), otro según el protocolo 2 (C2) y 

el tercer trío de plantas no fue inoculado. Las plantas se inocularon a una 

temperatura aproximada de 30ºC y se mantuvieron a una temperatura de 

crecimiento promedio de 20.0ºC y 73.8% de humedad relativa por un mes e 

tiempo. El riego se aplicó por aspersión dos veces al día durante 30minutos cada 

intervención.    

 

CAPÍTULO 5 
 

RESULTADOS 
 

 

IDENTIFICACIÓN DE MICROORGANISMOS ASOCIADOS A CRESP ERA DEL 

CAFÉ. 

 

5.1 Muestreo de cicadélidos en campo. 

 

A partir de las capturas en campo se obtuvieron seis grupos de individuos 

cicadélidos, cinco de ellos se codificaron según la guía de observación del 

CICAFE como C7, C1, C13, C6 y C10, los individuos fuera de la base de 

información de este Centro se agruparon como “No identificados”. La figura 5.1 

presenta los porcentajes poblacionales que presentó cada agrupación.  
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Figura 5.1. Porcentajes poblacionales de cada grupo de cicadélidos colectados en campo.  
 
 
 
5.2 Obtención de microorganismos endófitos a partir  del material vegetal 

colectado y de endógenos a partir de cicadélidos. 

5.2.1 Protocolo A (Experimental): Desinfección del material de campo 

con NaClO 4 al 10, 15 y 20%. 

La tabla 5.1 muestra el número de colonias bacterianas y fúngicas presentes en 

cada tipo de tejido analizado según cada tratamiento, así como los porcentajes de 

oxidación obtenida en los explantes luego de cuatro semanas de incubación de 

las placas inoculadas bajo el protocolo A.  

 

 
Tabla 5.1.   Porcentaje de oxidación, crecimiento bacteriano y fúngico presente en los 
explantes de café durante cuatro semanas de observación para los tratamientos 
ensayados según el Protocolo A (Experimental). iv 

                                                
iv Interprétese la condición “Inc: Incontable” según las determinaciones en los hongos como el 
recubrimiento del 100% de la placa por una o varias colonias fúngicas, situación que para efectos 
de la determinación de la posibilidad de aislar de forma pura las bacterias de lento crecimiento 
asociadas al hábito de sistemas vasculares en la planta como Xylella fastidiosa imposibilita dicho 
evento, al igual que el crecimiento de bacterias en el 100% de la placa de forma temprana.    
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Tratamiento Variable 1 2 3 4

CB/explante Inc Inc Inc Inc
CF/explante 7 14 Inc Inc

% O/explante 100 100 100 100

CB/explante Inc Inc Inc Inc
CF/explante 2 3 Inc Inc

% O/explante 100 100 100 100

CB/explante Inc Inc Inc Inc
CF/explante 1 3 3 3

% O/explante 100 100 100 100

CB 0 0 0 3
CF 2 2 2 2

Control (H2Ode)

T2 (NaClO4 15%)

T3 (NaClO4 20%)

Semana 

T1 (NaClO4 10%)

CB: Colonias Bacterinas; CF: Colonias Fúngicas; %O: % 
Oxidación; Inc: Incontables  

Microsoft Office Excell 2003 

 

La figura 5.2 muestra la evidencia física de contaminación determinada a la 

tercera semana de observación considerando una colonización incontable para el 

aislamiento de bacterias de lento crecimiento asociadas al hábito de Xylella 

fastidiosa. 

 

 

 

Microsoft Paint 5.1 
Figura 5.2.  Crecimiento microbiano a la tercera semana de observación según el protocolo de 
aislamiento A (Experimental). A. Tratamiento 1 (10% NaClO4 i.a 3.5%). B. Tratamiento 2 (15% 
NaClO4 i.a 3.5%). C. Tratamiento 3 (20% NaClO4 i.a 3.5%).    
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5.2.2 Protocolo B (Variación CICAFE): Desinfección de material 

NaClO4 1% 3,5% i.a y NaClO 4 100% 1,0% i.a 

La tabla 5.2 muestra el número de colonias bacterianas y fúngicas presentes en 

cada tratamiento analizado luego de cuatro semanas de incubación de las placas 

inoculadas bajo el protocolo B.  

 

Tabla 5.2.   Colonias bacterianas y fúngicas presente en el exudado obtenido de los 
puntos aleatorios de contacto durante cuatro semanas de observación para los 
tratamientos ensayados según el Protocolo B (Variación CICAFE). 
 

Tratamiento Variable 1 2 3 4

CB/punto 6 6 Inc Inc
CF/punto 2 2 2 Inc

CB/punto Inc Inc Inc Inc
CF/punto 0 0 0 0

CB/punto 0 0 0 0
CF/punto 0 0 0 0

Semana 

Control (H2Ode)

T1 (NaClO4 1% i.a 3,5%)

T2 (NaClO4 100% i.a 1%)

CB: Colonias Bacterinas; CF: Colonias Fúngicas; Inc: Incontables  
Microsoft Office Excell 2003 

 

La figura 5.3 muestra la evidencia física de contaminación determinada a la 

tercera semana de observación considerando una colonización bacteriana 

incontable para el para el aislamiento de bacterias de lento crecimiento asociadas 

al hábito de Xylella fastidiosa. Se observó poco crecimiento fúngico.  
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Microsoft Paint 5.1 

Figura 5.3.  Crecimiento microbiano a la tercera semana de observación según el protocolo de 
aislamiento B (Variación CICAFE). A. Tratamiento 1 (1% NaClO4 i.a 3.5%). B. Tratamiento 2 
(100% NaClO4 i.a 1.0%).  

5.2.3 Protocolo C (CIBCM-UCR): Variación del protoc olo del CICAFE 

por CIBCM.  

La tabla 5.3 muestra el número de colonias bacterianas y fúngicas presentes en 

cada tratamiento analizado luego de cuatro semanas de incubación de las placas 

inoculadas bajo el protocolo C.  

 

Tabla 5.3.   Colonias bacterianas y fúngicas presente en las áreas de desplazamiento 
(rastros) de las diluciones microbiológicas empleadas según los tratamientos ensayados 
para el Protocolo C con el material vegetal de campo (CIBCM-UCR) durante cuatro 
semanas de observación. 
 

Tratamiento Variable 1 2 3 4

CB/rastro 43 Inc Inc Inc
CF/rastro 3 3 3 3

CB/rastro 17 Inc Inc Inc
CF/rastro 2 2 2 2

CB/rastro 3 70 Inc Inc
CF/rastro 0 0 0 0

CB/rastro 0 0 0 0
CF/rastro 0 0 0 0

T3 (Dilución 10-2)

CB: Colonias Bacterinas; CF: Colonias Fúngicas; Inc: Incontables

Semana 

T1 (Dilución concentrada)

T2 (Dilución 10-1)

Control (H2Ode)
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La figura 5.4 muestra la evidencia física de crecimiento microbiano determinado a 

la tercera semana de observación, sin embargo mediante este protocolo se 

obtuvieron colonias bacterianas que crecieron a un periodo de tiempo cercano a 

22 días y presentaron similitudes morfológicas y de crecimiento en medio artificial 

reportadas para bacterias de lento crecimiento asociadas al hábito de Xylella 

fastidiosa.  
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Figura 5.4.  Crecimiento microbiano a la tercera semana de observación según el protocolo de 
aislamiento C (CIBCM-UCR). A. Placa inoculada según T1 (Dilución Concentrada), T2 (10-1) y T3 
(10-2). B. Colonias aisladas de aparente morfología y crecimiento correspondiente a Xylella 
fastidiosa o bacteria asociada a su hábito.    
 

Respecto a los resultados obtenidos de la extracción de microorganismos a partir 

de tejido de vitroplantas de café, se reportó a la primera semana de observación 

colonias incontables bacterianas de las cuales se diferenciaron posteriormente en 

identificación morfológica y bioquímica para su identificación. No se reportaron 

crecimientos fúngicos en las placas ensayadas.   

5.2.4 Protocolo D (Insectos CICAFE): Cloruro de Ben zalconio al 2% i.a 

al 50%   

La tabla 5.4 muestra el número de colonias bacterianas y fúngicas presentes en 

cada tratamiento analizado luego de cuatro semanas de incubación de las placas 

inoculadas bajo el protocolo D.  

 

Tabla 5.4.   Colonias bacterianas y fúngicas presente en las áreas de desplazamiento 
(rastros) de las diluciones microbiológicas empleadas según los tratamientos ensayados 
para el Protocolo D (Insectos CICAFE) durante cuatro semanas de observación. 
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Tratamiento Variable 1 2 3 4

CB/rastro 18 42 Inc Inc
CF/rastro 3 3 3 3

CB/rastro 98 Inc Inc Inc
CF/rastro 4 14 14 Inc

CB/rastro 0 0 0 0
CF/rastro 0 0 0 0

Control (H2Ode)

CB: Colonias Bacterinas; CF: Colonias Fúngicas; Inc: Incontables

Semana 

T1 (Macerado Cabezas)

T2 (Macerado de Cuerpo)
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La figura 5.5 muestra la evidencia física de contaminación determinada a la 

tercera semana de observación, se evidencia el crecimiento fúngico considerable 

en las placas del tratamiento 1 evitando evaluar la totalidad de los rastros 

inoculados. Por su parte las placas del tratamiento 2 presentan un crecimiento 

bacteriano considerable y denso así como levaduras que tapizan la superficie de 

análisis dificultando la obtención de microorganismos de lento crecimiento.  
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Figura 5.5.  Crecimiento microbiano a la tercera semana de observación según el protocolo de 
aislamiento D (Insectos CICAFE). A. Placa inoculada según T1 (Dilución concentrada del 
macerado de cabezas de cicadélidos). B. Placa inoculada según T2 (Dilución concentrada del 
macerado de cuerpos de cicadélidos). 
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5.3 Clasificación preliminar e identificación de mi croorganismos obtenidos 

5.3.1 Aislamientos bacterianos 

La caracterización morfológica de las colonias bacterianas y la aplicación de las 

pruebas bioquímicas de Catalasa, KOH, Reacción de Gram y metabolismo de 

azúcares en TSI permitieron clasificar a partir de los crecimientos de la extracción, 

a los grupos de microorganismos según nomenclatura ID dentro de una 

clasificación preliminar de las bacterias obtenidas. A continuación la tabla 5.5 

muestra la clasificación preliminar de grupos de aislamientos según ID para 

bacterias obtenidas. 
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Tabla 5.5.  Resumen de la clasificación preliminar bacteriana según criterios 
morfológicos y algunas pruebas bioquímicas de diferenciación rápida para cada ID 
agrupado.  

 

 
Microsoft Office Excell 2003 

1 Ameboidal Lisa
Levantada 
levemente 
convexa

Lobulado Transparente Abundante Viscosa

No, Blanca-
amarilla  en YDC, 

Blanco 
transparente en 

BCYE y PDA

+ -'/'+' Bacilo A/A

2 Circular Lisa
Levantada 
levemente 
convexa

Entero Transparente Escaso Mantecosa
Rojo intenso 

brillante en PDA y 
BCYE

+ +'/'-'
Bacilo 

esporulado
-----

3 Circular Lisa Convexa Erosionado Transparente Escasa Mantecosa
Amarillo-Naranja 
ténue en BCYE

+ -'/'+' Bacilo A/A

4 Circular Lisa Pulvinada Entero Opaca Moderada Mantecosa
Amarillo opaco en 

YDC
+ -'/'+' Bacilo K/K

5 Circular Lisa Convexa Entero Opaca Moderada Mantecosa
Naranja tenue en 

YDC
+ -'/'+' Bacilo A/A

6* Circular Lisa
Levantada 
levemente 
convexa

Entero Opaca Escasa Mantecosa
Amarilla opaca en 

BCYE
+ -'/'+' Bacilo A/A

7 Circular Lisa
Levantada 
levemente 
convexa

Entero Transparente Escasa Mantecosa
No, Blanca en 

BCYE
+ +'/'-' Cocos -----

8 Circular Lisa Convexa Erosionado Transparente Escasa Mantecosa
Amarilla tenue de 

borde transparente 
en BCYE

+ -'/'+' Bacilo A/A

9 Irregular Lisa
Levantada 
levemente 
convexa

Ondulado Transparente Moderada Mantecosa
No, Blanca semi 
transparente en 

BCYE
+ -'/'+' Bacilo A/A

10 Circular Lisa Convexa Erosionado Transparente Moderada Mantecosa
Amarilla opaca en 

BCYE
+ -'/'+' Bacilo A/A

11 Festonada Rugosa Pulvinada Ondulado
Toscamente 
granulada

Escasa Mantecosa

Crema en 
tonalidades 
creciente 

concéntrica en 
BCYE

+ +'/'-'
Bacilo 

esporulado
-----

12 Circular Lisa Convexa Entero Opaca Moderada Mantecosa
Amarill-crema 

opaca en BCYE y 
YDC

+ -'/'+'
Bacilo/oxida

sa+
K/K

13 Circular Lisa Convexa Erosionado Transparente Abundante Mantecosa
Amarilla opaca 

semi- transparente
+ -'/'+' Bacilo A/A

14 Irregular Rugosa
Difusa o 

plana
Entero

Filamentosa 
granulada

Abundante Membranosa
No, blanca en 

BCYE
+ +'/'-'

Bacilo 
esporulado

-----

15 Irregula Lisa
Levantada 
levemente 
convexa

Entero Opaca Moderado Mantecosa
Café claro en 

BCYE
- +'/'-' Bacilo -----

16 Circular Lisa
Levantada 
levemente 
convexa

Erosionado Transparente Moderada Mantecosa
Amarillo-naranja 
intenso en PDA

+ -'/'+' Bacilo A/A

17* Circular Lisa Convexa Entero Opaca Moderada Mantecosa
Naranja tenue en 

YDC
+ -''/''+'' Bacilo A/A

18 Circular Lisa
Levantada 
levemente 
convexa

Entero Opaca Moderada Mantecosa
Naranja intenso en 

YDC
- +''/''-'' Cocos -----

19 Irregular Rugosa Pulvinada Erulado Opaca Moderada Quebradizo
Naranja intenso en 

YDC
+ +''/''-''

Bacilo 
esporulado

-----

20 Rizoide Lisa Plana Lobulado Opaca Escasa Mantecosa
Blanco cremoso 

en BCYE
+ +''/''-'' Cocos -----

21 Circular Lisa
Levantada 
levemente 
convexa

Entero Transparente Escaso Mantecosa
No, transparente 

en BCYE
- -''/''+''

Bacilo 
aparente 
movilidad

No 
ensayado

22 
(Cont)

Circular Lisa
Levantada 
levemente 
convexa

Entero Opaca Abundante Mantecosa
No, blanca en PDA 

y BCYE
- +''/''-'' Bacilo

No 
ensayado

A/A: Fermentación de Sucrosa/lactosa y Glucosa; K/K: No fermentación de carbohidratos utilización de peptona; (Cont): Contaminación; * Aislamiento de vitroplanta

Catalasa
Gram/ 
KOH

Forma 
celular

TSI
Estructura 

Interna
Cantidad a 3días 

(22-24ºC)
Consistencia CromegénesisID Superficie Elevación Borde

Forma 
Colonial
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El registro fotográfico de la colección bacteriana obtenida se presenta en el 

apéndice 4 donde se indicó el microorganismo y su objetivo de observación. 

5.3.1.1 Identificación Bioquímica mediante el siste ma BIOLOG 

En la tabla 5.6 se presenta la identificación de los aislamientos bacterianos 

agrupados preliminarmente según los criterios morfológicos y bioquímicos ID 1-21 

e identificados mediante el sistema BIOLOG (ID 1-20) y la prueba serológica 

ELISA (ID-21). Se muestra además el tratamiento y protocolo específico que 

permitió la obtención de cada bacteria aislada.  

 
Tabla 5.6.   Identificación de los grupos ID bacterianos obtenidos según protocolos y 
tratamientos específicos durante los ensayos de aislamiento.  
 
 

 
Microsoft Office Excell 2003 

5.3.1.2 Detección e identificación serológica media nte DAS-

ELISA. 

Las placas de los aislamientos determinados para la prueba de sensibilidad del 

protocolo para la prueba DAS-ELISA se agruparon según las absorbancias 

registradas y la condición resultante positiva (+) o negativa (-) según los 

T1 T2 T3 T1 T2 T1 T2 T3 T1 T2
1 Serratia marcescens x x x x x x x
2 Geobacillus spp x x
3 Enterobacter spp x
4 Pseudomonas fluorescens x x
5 Raoultella terrigena x
6 Raoultella planticola x
7 Staphylococcus sciuri x x
8 Enterobacter spp x x
9 Serratia marcescens x
10 Enterobacter aerogenes x
11 Bacillus spp x
12 Sphingomonas paucimobilis x
13 Klebsiella spp x x
14 Bacillus amyloquefaciens x x
15 Carnobacterium mobili x
16 Phantoea spp x
17 Raoultella terrigena x x x
18 Streptococcus sobrinus x
19 Bacillus spp x
20 Staphylococcus cohnii x
21 Xylella fastidiosa x x x

IdentificaciónID
Protocolo A Protocolo B Protocolo C Protocolo D
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estadísticos de discriminación para la prueba. La tabla 5.7 resume los valores 

empleados como criterios de discriminación para cada prueba según el tiempo de 

determinación de  7 y 22 días de crecimiento bacteriano en placa.   

 

Tabla 5.7.  Valores obtenidos según los evaluadores estadístico para la discriminación 
de la incidencia de Xylella fastidiosa en crecimientos bacterianos conocidos a los 7 y 22 
días de incubación.  
 

Absorbancia evaluador (nm) 
Evaluador 

7 días 22 días 

1S 0,164 0,120 

2S 0,179 0,139 

3S 0,202 0,158 

Microsoft Office Excell 2003 

 

Los valores de los controles negativos para la prueba serológica a los 7 días de 

incubación fue de 0.157nm con una desviación estándar de 0.008 unidades, 

mientras que para la determinación a los 22 días dichos valores fueron 0.101nm y 

0.019 unidades respectivamente. Las tablas 5.8 y 5.9 resumen la absorbancia 

promedio según microorganismo y la condición de incidencia según cada prueba.    

 
Tabla 5.8.  Resumen de la prueba serológica DAS-ELISA aplacada a crecimientos 
bacterianos conocidos según evaluadores estadísticos y la absorbancia obtenida a 7 días 
de crecimiento.  
 

Condición según 

evaluador ID Microorganismo 
Abs promedio  

(nm) 
1S  2S  3S 

1 Serratia marcenses 0,180  +  +  - 

2 Geobacillus spp 0,071  -  -  - 

3 Enterobacter spp 0,071  -  -  - 

4 Pseudomonas fluorescens 0,082  -  -  - 

5 Raoultella terrigena 0,206  +  +  + 

7 Staphylococcus sciuri 0,108  -  -  - 

8 Enterobacter spp 0,071  -  -  - 
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9 Serratia marcenses 0,180  -  -  - 

10 Enterobacter aerogenes 0,160  -  -  - 

11 Bacillus spp 0,116  -  -  - 

12 

Sphingomonas 

paucimobilis 0,049  -  -  - 

13 klebsiella spp 0,178  +  -  - 

14 Bacillus amyloquefaciens 0,094  -  -  - 

15 Carnobacterium mobili 0,077  -  -  - 

16 Phantoea spp 0,132  -  -  - 

18 Streptococcus sobrinus 0,035  -  -  - 

19 Bacillus spp 0,036  -  -  - 

20 Staphylococcus cohnii 0,033  -  -  - 

Microsoft Office Excell 2003 

 

Tabla 5.9.   Resumen de la prueba serológica DAS-ELISA aplacada a crecimientos 
bacterianos conocidos según evaluadores estadísticos y la absorbancia obtenida a 22 
días de crecimiento. 
 

Condición según 

evaluador ID Microorganismo 
Abs promedio  

(nm) 
1S  2S  3S 

1 Serratia marcenses 0,206  +  +  + 

2 Geobacillus spp 0,068  -  -  - 

3 Enterobacter spp 0,212  +  +  + 

4 

Pseudomonas 

fluorescens 0,084  -  -  - 

5 Raoultella terrigena 0,195  +  +  + 

7 Staphylococcus sciuri 0,072  -  -  - 

8 Enterobacter spp 0,264  +  +  + 

9 Serratia marcenses 0,200  +  +  + 

10 Enterobacter aerogenes 0,180  +  +  + 

11 Bacillus spp 0,059  -  -  - 

12 

Sphingomonas 

paucimobilis 0,074  -  -  - 

13 klebsiella spp 0,229  +  +  + 

14 Bacillus amyloquefaciens 0,087  -  -  - 
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15 Carnobacterium mobili 0,076  -  -  - 

16 Phantoea spp 0,201  +  +  + 

18 Streptococcus sobrinus 0,068  -  -  - 

19 Bacillus spp 0,086  -  -  - 

20 Staphylococcus cohnii 0,065  -  -  - 

Microsoft Office Excell 2003 

5.3.1.3 Selección de colonias de Xylella fastidiosa  a partir de 

crecimiento en placa y el método serológico DAS-ELI SA.  

Las posibles colonias amarillo blancuzcas seleccionadas de las placas con 

crecimiento cercano a los 22 días después de la incubación en medio BCYE a 

28ºC que fueron obtenidas mediante el protocolo de obtención C se subcultivaron 

en medio BCYE y se identificaron como ID-21 (Xf-CICAFE 21-1; 21-2; 21-3 y21-4) 

luego de 22 días de incubación y se ensayaron para la prueba serológica DAS-

ELISA mostrando una correspondencia con el patógeno Xylella fastidiosa en un 

100% según los discriminativos estadísticos del ensayo cuyos valores fueron de 

0.120, 0.139 y 0.158 nm de forma correspondiente para 1, 2 y 3S. El valor para el 

control negativo fue de 0.101nm con una desviación estándar de 0.019 unidades. 

La tabla 5.10 muestra las absorbancias promedio para cada aislamiento y la 

incidencia positiva según el discriminador estadístico.  

 
Tabla 5.10.  Absorbancia promedio y condición de incidencia para los aislamientos del 
posible patógeno Xylella fastidiosa según la prueba DAS-ELISA en placas de 22 días de 
incubación.     
 

Condición según evaluador 
ID 

Abs promedio 

(nm) 1S  2S  3S 

Xf-CICAFE 21-1 2,531  +  +  + 

Xf-CICAFE 21-2  2,263  +  +  + 

Xf-CICAFE 21-3 2,081  +  +  + 

Xf-CICAFE 21-4 0,681  +  +  + 

Microsoft Office Excell 2003 
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5.3.1.4 Identificación Molecular del aislamiento de  Xylella 

fastidiosa y otras bacterias endófitas en café. 

A partir de la migración del ADN de las muestras ensayadas se obtuvieron 

diferentes patrones de bandas los cuales se presentan a continuación en la Figura 

5.6.  

 

 
 

Microsoft Paint 5.1 
Figura 5.6. Patrones de bandas obtenidos mediante la migración del ADN de las 
muestras procesadas en un gel de agarosa al 2%. La flecha indica la muestra 
correspondiente al aislamiento de Xylella fastidiosa de café (0.5kpb aprox) (Xf-
CICAFE).  
 

5.3.2 Aislamientos fúngicos 

A partir de las observaciones macro y microscópicas se determinó la agrupación 

de los aislamiento fúngicos en códigos (Tabla 5.11).  
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Tabla 5.11.   Resumen de la clasificación preliminar fúngica según criterios morfológicos 
de diferenciación rápida para cada ID agrupado.  

 

Microsoft Office Excell 2003 

Nota:  Considérese la condición de crecimiento adjetiva escasa, moderada y abundante según el 
crecimiento alcance menos del 50% de la placa, más del 50 y menos del 100% para el segundo 
caso y la totalidad del área de la placa para la tercera condición. 
 
 

ID
Forma 
colonial

Cantidad a 3 
días

Color Tipo micelio
Sistema de 

Hifas
Tipo de hifas 
Generativas

Unidades de 
reproducción

Observaciones

1 Micelial Moderado Grisáceo
Vegetativo, 

Aéreo y 
Reproductor

Trimítico Septadas Zoosporas
Posibles esporangios 

intercalarios y 
citogenes.

2 Filamentosa Moderado
Blanco cremoso 
de estrías grises

Vegetativo y 
Aéreo

Dimítico de 
hifas 

esqueléticas
Septadas No encontradas

Ramificaciones 
primarias de hifas 

generativas levemente 
curvas en su origen.

3 Filamentosa Moderado
Grisáceo-negro 

concéntrico
Vegetativo y 

Aéreo
Monomítico Septadas No encontradas

Ramificaciones 
primarias de hifas 

generativas levemente 
curvas en su origen y 
doble ramificación 

ocasional.

4 Micelial Moderado Verde oscuro
Vegetativo, 

Aéreo y 
Reproductor

Monomítico Septadas Conidias
No observaciones 

adicionales

5 Micelial Escaso Gris uniforme
Vegetativo, 

Aéreo y 
Reproductor

Monomítico Septadas Conidias
Crecimiento centrípeto 

como en ciclos.

6 Micelial Escaso Rosado intenso
Vegetativo, 

Aéreo y 
Reproductor

Monolítico Septadas Conidias
No observaciones 

adicionales

7 Micelial Escaso Gris uniforme
Vegetativo, 

Aéreo y 
Reproductor

Monomítico Septadas Conidias
No observaciones 

adicionales

8 Micelial Moderado Blanco uniforme
Vegetativo, 

Aéreo y 
Reproductor

Trimítico Septadas Conidias

Las colonias pigmentan 
el medio de color 

amarillo tenue en su 
área correspondiente.

9 Filamentoso Abundante Marrón  Tenue
Vegetativo, 

Aéreo y 
Reproductor

Trimítico Septadas Zoosporas
Posibles esporangios 

intercalarios y 
citogenes.

11 Filamentoso Moderado Blanco uniforme
Vegetativo y 

Aéreo
Monomítico Septadas No encontradas

No observaciones 
adicionales

12 Micelial Moderado Amarillo Tenue
Vegetativo, 

Aéreo y 
Reproductor

Monomítico Septadas Conidias
No observaciones 

adicionales
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La tabla 5.12 muestra la descripción morfológica de las colonias de las levaduras 

aisladas correspondientes a los aislamientos fúngicos ID 10 e ID 13. 

 

Tabla 5.12.   Descripción morfológica de las levaduras aisladas ID 10 y 13.  

Microsoft Office Excell 2003 

 

En la tabla 5.13 se presenta la identificación de algunos aislamientos fúngicos 

agrupados preliminarmente según los criterios morfológicos anteriores 

presentados en las tablas 5.11 y 5.12. Se muestra además el tratamiento y 

protocolo específico que permitió la obtención de cada hongo y levadura aislada.  

 

Tabla 5.13.  Identificación de algunos grupos ID fúngicos mediante observación de 
estructuras reproductivas obtenidos según protocolos y tratamientos específicos durante 
los ensayos de aislamiento.  
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En el apéndice 5 se presenta el registro fotográfico del crecimiento macroscópico 

en placa, la forma colonial y tipo del micelio y las estructuras de reproducción 

encontradas para cada aislamiento fúngico reportado anteriormente. Las 

levaduras se registraron en el apéndice 6 donde se muestra su morfología 

colonial.  

 

10 Circular Lisa Convexa Entero Opaca Abundante Mantecosa Rosada en YDC

13 Circular Lisa Convexa Entero Opaca Moderada Mantecosa
Amarilla intenso 

en BCYE

Cantidad a 3días (22-
24ºC)

Consistencia CromegénesisSuperficie Elevación Borde
Estructura 

Interna
ID

Forma 
Colonial

T1 T2 T3 T1 T2 T1 T2 T3 T1 T2
1 Pythium spp x
2 No identificado x
3 No identificado x
4 Aspergillus spp x
5 Cladosporium spp x
6 Paecilomyces spp x
7 Cladosporium spp x
8 Beauveria spp x
9 Pythium spp x
10 Levadura No identificada x
11 No identificado x
12 Aspergillus spp x
13 Levadura No identificada x

Protocolo C Protocolo DID Identificación Protocolo A Protocolo B
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Dentro de las contaminaciones reportadas según los protocolos de aislamiento se 

encontró la incidencia del hongo Penicillium spp, Beauveria bassiana, Verticillium 

spp y aparentemente Scopulariopsis spp. 

 

Los aislamientos ID 2, 3 y 11 que no presentaron estructuras de reproducción 

sexuales o asexuales generaron crecimientos ordenados de micelio en el medio 

líquido tipo pellets. Para ID 2 y 3 se obtuvo producción abundante de este tipo de 

estructuras las cuales se observaron bastante ramificadas luego de una 

acumulación central de micelio ligeramente denso. Particularmente para ID 3 se 

observaron ocasionalmente pellets alargados con pigmentación negra en su ápice 

(Figura 5.7 B); sin embargo, no se pudo determinar su identidad según las 

observaciones microscópicas realzadas. En el caso de ID 11 el pellet generado 

fue en menor cantidad que los anteriores cultivos presentando además una 

morfología más compacta y densa, así como mayormente pellets pequeños. La 

figura 5.7 muestra el registro fotográfico de las observaciones.     

 

 

 

Microsoft Paint 5.1 
Figura 5.7.   Crecimiento de pellets a partir de cultivos líquidos de los aislamientos que no 
presentaron estructuras de reproducción en medio semisólido. A. Aislamiento ID 2. B. Aislamiento 
ID 3 (recuadro muestra estructura alargado particular de micelio). C. Aislamiento ID 11. 
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EVALUACIÓN DE LA PATOGENICIDAD DE LOS AISLAMIENTOS.  

  

5.4 Bioensayos de patogenicidad de microorganismos aislados en 

laboratorio.  

5.4.1 Bioensayos en troncos y discos de hoja de los  hongos y las 

bacterias aisladas.  

En los tejidos ensayados con las diluciones de los aislamientos bacterianos ID 1, 

6, 9, 17 y 19 no se observaron lesiones centrales aparentes en ningún caso, solo 

en la periferia de los discos producto del corte. En los aislamientos restantes se 

presentaron reacciones hipersencibles a nivel superficial las cuales se 

consideraron producto de la degradación normal del tejido ensayado (Figura 5.8 

A) al encontrarse dichos rasgos en los controles ensayados y que las lesiones se 

fusionaban a la periferia oxidada y necrosada por la herida del molde en los 

discos de hojas (Figura 5.8 B), mientras que ningún aislamiento provocó heridas o 

proliferación sobre el tejido de tronco (-) (Tabla 5.14).  

 

Tabla 5.14.  Resumen de los porcentajes de aparición de lesiones superficiales en los 
discos de hojas y tejido de tronco, producto de la inoculación de soluciones de los 
aislamientos bacterianos.   
 

Tejido 1er par de 

hojas 

Tejido 3er par de 

hojas ID Microorganismo 

Adaxial Abaxial  Adaxial Abaxial  

Prueba en 

tronco(+/-)  

1 Serratia marcenses 0% 0% 0% 0%  - 

2 Geobacillus spp 20% 0% 0% 0%  - 

3 Enterobacter spp 10% 0% 0% 40%  - 

4 

Pseudomonas 

fluorescens 0% 0% 0% 40%  - 

5 Raoultella terrigena 0% 0% 0% 10%  - 

6 Raoultella planticola 0% 0% 0% 0%  - 

7 Staphylococcus sciuri 0% 0% 10% 0%  - 

8 Enterobacter spp 0% 10% 20% 10%  - 

9 Serratia marcenses 0% 0% 0% 0%  - 
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10 Enterobacter aerogenes 0% 30% 10% 10%  - 

11 Bacillus spp 20% 0% 0% 0%  - 

12 

Sphingomonas 

paucimobilis 0% 20% 0% 0%  - 

13 klebsiella spp 20% 90% 10% 20%  - 

14 Bacillus amyloquefaciens 50% 30% 20% 0%  - 

15 Carnobacterium mobili 20% 30% 0% 0%  - 

16 Phantoea spp 10% 0% 10% 0%  - 

17 Raoultella terrigena 0% 0% 0% 0%  - 

18 Streptococcus sobrinus 20% 10% 0% 0%  - 

19 Bacillus spp 0% 0% 0% 0%  - 

20 Staphylococcus cohnii 0% 10% 70% 100%  - 

  Control  30% 20% 10% 20%  - 

Microsoft Office Excell 2003 

 

Sin embargo, en los aislamientos ID 2 y 20 se presentaron acumulaciones de un 

material cristalino correspondiente al lugar de inoculación con la solución 

bacterina (Figura 5.8, C).    

 

 

 

Microsoft Paint 5.1 
Figura 5.8.  Observaciones en discos de hojas para los ensayos de inoculación bacteriana en 
discos de hojas. A. Signos de reacción hipersencible en el área de los discos inoculados 
(denotación de clorosis puntual). B. Lesiones superficiales en el área inoculada que se fusionaron 
a la periferia necrosada presentes en la mayoría de los ensayos. C. Acumulación de material 
cristalino en la inoculación de los aislamientos bacterianos ID 2 y 20.  
 

Referente al ensayo de patogenicidad en hongos filamentosos y levaduras 

aisladas no se presentó lesión en ningún caso para los tejidos de tronco. En los 
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ensayos en discos de hojas solo el aislamiento ID 9 presentó un crecimiento de 

micelio en la superficie inoculada (Figura 5.9, B) los demás aislamientos 

presentaron colonización por contaminación del ensayo sobre la gota inoculada 

(Figura 5.9, A), donde se observó micelio extendiéndose desde la periferia hasta 

la gota o bien no se presentó ningún signo, dicho crecimiento también se presentó 

en el tratamiento control. La contaminación resultante del ensayo fue Furasium 

spp y Cercospora spp. 

 

 

 
Microsoft Paint 5.1 

 
Figura 5.9.  Observaciones en discos de hojas para los ensayos de inoculación fúngica en 
discos de hojas. A. Colonización de hongo contaminante en los ensayos de discos de hoja sobre 
heridas mecánicas. B. Crecimiento micelial en discos de hojas del aislamiento de Phytium spp (ID 
9).  
 

En el caso de las levaduras ID 10y 13 al igual que en las pruebas de discos de 

hojas de las bacteras se observaron lesiones centrales que se fusionaron con la 

periferia necrosada del tejido correspondientes a las lesiones encontradas en el 

control. Los tejidos de tronco no presentaron coloniazación o crecimiento 

aparente. La tabla 5.15 resume en porcentajes los datos generales obtenidos 

según las lesiones encontradas en el material de ensayo.   
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Tabla 5.15.  Resumen de los porcentajes de aparición de lesiones superficiales en los 
discos de hojas y tejido de tronco producto de la inoculación de soluciones de los 
aislamientos fúngicos.   
 

Tejido 1er par de 

hojas 

Tejido 3er par de 

hojas 
ID 

real 
Microorganismo 

Adaxial Abaxial  Adaxial Abaxial  

Prueba en 

tronco 

1 Pythium spp 0% 0% 0% 0% 0% 

2 No identificado 0% 0% 0% 0% 0% 

3 No identificado 0% 0% 0% 0% 0% 

4 Aspergillus spp 0% 0% 0% 0% 0% 

5 Cladosporium spp 0% 0% 0% 0% 0% 

6 Paecilomyces spp 0% 0% 0% 0% 0% 

7 Cladosporium spp 0% 0% 0% 0% 0% 

8 Beauveria spp 0% 0% 0% 0% 0% 

9 Pythium spp 80% 100% 100% 100% 0% 

11 No identificado 0% 0% 0% 0% 0% 

12 Aspergillus spp 0% 0% 0% 0% 0% 

 Control hongos 0% 0% 0% 0% 0% 

       

10 

Levadura No 

identificada  30% 10% 60% 40% 0% 

13 

Levadura No 

identificada 10% 0% 0% 40% 0% 

 Control levaduras 30% 20% 10% 20% 0% 

  
Microsoft Office Excell 2003 

5.4.2 Bioensayo de Pellets de hongos sobre láminas enteras de hojas 

de café. 

No se presentó reacción positiva del crecimiento de los micelios de los hongos 

cultivados en matrices líquidas inoculados en forma de pellets sobre las hojas 

seleccionadas para ningún tratamiento (Figura 5.10). En todos los tejidos 

inoculados mediante el tratamiento 2 que implicó heridas foliares se presentó 

oxidación del tejido del corte y exudación amarillenta. Además el control 2 
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presentó una pudrición acelerada de las hojas con expansión de las regiones 

necróticas desde las heridas donde hubo proliferación de un hongo saprófito no 

identificado y se obtuvo contaminación por el hongo Mycena citricolor en el 

ensayo H2-T2 (Figura 5.10). El control 1 no presentó lesiones durante la prueba. 

A continuación las figuras 5.10 y 5.11 muestran algunos registros fotográficos de 

la prueba.       

   

 
Microsoft Paint 5.1 

 
Figura 5.10.   Tejidos inoculados con pellets de los hongos sobre láminas de hojas enteras de 
café luego de tres semanas de incubación. A. Pellet sin crecimiento sobre lámina foliar del 
tratamiento 1 sin (heridas). B. Heridas cicatrizadas sin crecimiento fúngico sobre láminas foliares 
del tratamiento 2 (con heridas).   
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Figura 5.11.   Contaminación en testigos y ensayos de la prueba. A. Tejido necrosado de la 
herida del control del tratamiento 2 invadido por hongo saprófito no identificado. B. Sinemas 
iniciales de Mycena citricolor sobre láminas del tratamiento H2-T2.  
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BIOENSAYOS DE MICROORGANISMOS SELECCIONADOS PARA SU  

CORRESPONDENCIA CON LA SINTOMATOLOGÍA DE CRESPERA D EL 

CAFÉ. 

 

5.5 Bioensayos en invernadero  

5.5.1 Selección de plantas de invernadero libres de l patógeno Xylella 

fastidiosa para ensayos de infección mecánica y vectorial de bacterias 

aisladas.  

Las plantas de invernadero presentaron una carga foliar de 12.4 hojas promedio 

por planta, la altura promedio fue 8.6cm a partir del sustrato y hasta el ápice 

caulinar. Cada planta presentó 7.2 entre nudos promedio a la hora de la infección. 

Se consideró un desarrollo adecuado de las plantas acorde al programa de 

crecimiento del material.  

 

La prueba serológica presentó para los valores de discriminación porcentajes de 

6, 2 y 0% de incidencia del patógeno en el lote. La absorbancia del promedio de 

los controles negativos para la prueba fue de 0.041nm mientras que la desviación 

estándar de estos datos 0.031nm. El promedio de las muestras fue de 0.029nm. 

La tabla 5.16 muestra las absorbancias de los discriminadores y los porcentajes 

de limpieza del material según estos anteriores. 

 

Tabla 5.16.  Resumen de la limpieza del lote de plantas de café (Coffea arabica) para 
pruebas en invernadero según discriminatorios y el porcentaje de limpieza del material.  
 

Parámetro 
Valor 

(nm) 

% Limpieza del 

lote 

1SD 0,071 94% 

2SD 0,102 98% 

3SD 0,163 100% 

Microsoft Office Excell 2003 
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5.5.2 Determinación de la presencia de Xylella fastidiosa en el material 

vegetal de campo.  

A partir de la interpretación de las absorbancias generadas en la prueba 

serológica se agruparon los datos del evaluador estadístico según 1, 2 y 3 

desviaciones estándar para la discriminación de la incidencia de X. fastidiosa y su 

porcentaje en la muestra de campo y de invernadero (Tabla 5.17). 

 

Tabla 5.17.  Porcentaje de incidencia en la muestra de material vegetal de campo y de 
invernadero preliminar según los de discriminación obtenidos (SD: 0.04 unidades).   
 

% de Incidencia según material 

Parámetro  
Valor 

(nm) 
Plantas de 

campo 

Plantas 

Invernadero 

1SD 0,052 100% 0% 

2SD 0,056 90% 0% 

3SD 0,060 90% 0% 

Microsoft Office Excell 2003 

 

A continuación la figura 5.12 muestra el promedio de la absorbancia de las 

muestras de invernadero, campo y controles. 
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Figura 5.12.  Absorbancia promedio para el material vegetal de café analizado mediante  la 
prueba DAS-ELISA y sus controles de prueba para la reacción fotocolorímetrica.   

PDF Created with deskPDF PDF Writer - Trial :: http://www.docudesk.com



 

 

 

101 

5.5.3 Determinación de la presencia de Xylella fastidiosa en 

cicadélidos  

Se obtuvieron absorbancias promedio superiores a los evaluadores según 1, 2 y 3 

desviaciones estándares sobre el valor de los controles negativos de la prueba 

para un 100% de incidencia de la bacteria Xylella fastidiosa en los grupos 

colectados. La figura 5.13 muestra las absorbancias promedio de las muestras y 

los controles ensayados.  
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Figura 5.13.  Absorbancia promedio para los extractos de cicadélidos analizados mediante la 
prueba DAS-ELISA y sus controles de prueba para la reacción fotocolorímetrica.   
 

Infección vectorial de plantas de invernadero en tr ampas con cicadélidos de 

campo en condiciones de laboratorio. 

 

Se determinó la inocuidad de las plantas para la prueba obteniendo un 100% de 

limpieza del material para los discriminatorios. Los insectos se mantuvieron vivos 

en la mayoría de los casos durante 15 días. La mortalidad promedio varió según 

el sexo. Las figuras 5.14 y 5.15 muestran los valores de sobrevivencia según sexo 

para los cicadélidos expuestos. 
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Figura 5.14.  Porcentaje de sobrevivencia y mortalidad según sexo a los 8 días de observación 
del ensayo de infección vectorial. 
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Figura 5.15.  Porcentaje de sobrevivencia y mortalidad según sexo a los 15 días de 
observación del ensayo de infección vectorial. 

 

La figura 5.16 muestra individuos vivos luego de 8 días de captura en jaulas de 

infección. Nótese la disposición de los mismos sobre los pecíolos, la vena central 

y la región del entrenudo de las hojas apicales. 
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Microsoft Office Picture Manager 2003 

 
Figura 5.16.  Individuos cicadélidos vivos a los 8 días de captura sobre plantas de café bajo 
condiciones de laboratorio.    
 

La prueba serológica DAS-ELISA aplicada a los cadáveres de los cicadélidos 

recuperados en los distintos momentos de la observación, así como, a los 

individuos sobrevivientes luego del periodo de 15 días de ensayo permitió 

corroborar la presencia de la bacteria Xylella fastidiosa en el 100% de los 

individuos expuestos como vehículo de infección vectorial a las plantas tanto en 

jaula tipo bandeja como botella, esto al compararlos con los valores 

discriminatorios 1S (0.074nm), 2S (0.081nm) y 3S (0.088nm).  

 

La absorbancia del control negativo de la prueba fue de 0.067nm y la desviación 

estándar 0.007nm. El promedio general de la absorbancia para los individuos 

muertos fue de 1.012nm y para los vivos 1.677nm, valores determinados a los 15 

días luego del ensayo. 

 

Luego de 1.5 meses de crecimiento posterior a la infección, las plantas 

presentaron un aparente desarrollo raquítico evidenciado por poca carga foliar y 

amarillamiento en las hojas maduras. Alos 3 meses de crecimiento se evidenció 

una leve recuperación en el vigor de las plantas al eliminar las hojas bajeras 

necrosadas y la disminución de este síntoma en las hojas jóvenes. También a 

este punto presentaron deformaciones leves en las hojas jóvenes y síntomas de 

clorosis en hojas intermedias y bajeras con manchas secas foliares (Figura 5.17). 
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Figura 5.17.  Plantas bajo ensayo de inoculación vectorial en invernadero. A. Material evaluado 
a 1.5 mese. B. Material evaluado a 3.0 mese. C. Láminas jóvenes deformadas observadas a 3.0 
meses. D. Clorosis y quemaduras foliares en hojas maduras (Estado inicial en recuadro).  
 

Después de tres meses las plantas presentaron una incidencia del 100% de la 

bacteria en hojas jóvenes del tercer entrenudo con una absorbancia promedio de 

0.588nm, mientras que en las hojas maduras del último entrenudo se presentó 

solo un 33.33% de incidencia bajo el parámetro discriminador 1S con una 

absorbancia promedio de 0194nm. La tabla 5.18 muestra las absorbancias según 

cada evaluador estadístico, así como los porcentajes de incidencia.  

 
Tabla 5.18.  Porcentaje de incidencia en la muestra de material vegetal de invernadero 
de infección vectorial según los valores de discriminación obtenidos.   
 

% Incidencia según tejido 

Parámetro Valor (nm)  Entrenudo joven 

(3) 

Último Entrenudo 

(6-7) 

1SD 0,189 100,0% 33,3% 

2SD 0,219 100,0% 0,0% 

3SD 0,249 100,0% 0,0% 
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La infección al parecer no fue total; sin embargo, se consideró un 100% de 

infección general en las plantas ensayadas al corroborarse la efectividad de 

infección vectorial. 

 

Infección mecánica de Xylella fastidiosa en plantas de invernadero. 

 

Luego de dos meses de crecimiento en invernadero no se observaron síntomas 

considerables asociados a la enfermedad de “Crespera en café” en las plantas 

ensayadas bajo el método de inoculación mecánica Xf 2 (Figura 5.18).  
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Figura 5.18.  Prueba de inoculación mecánica del aislamiento de Xylella fastidiosa en plantas 
de café en invernadero. A. Vástago de plantas tratamiento Xf 2. B. Carga foliar de plantas 
tratamiento Xf 2. 
 

En el caso del protocolo Xf 1 se observó en una planta la aparición de una lesión 

foliar correspondiente a la infección sobre el pecíolo de una hoja del cuarto 

entrenudo (Figura 5.19) con similitud a las reportadas como síntomas de dicha 

enfermedad. Sin embargo, en el resto de las plantas no se observó alguna 

alteración importante (Figura 5.20).  
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Microsoft Paint 5.1 

 
Figura 5.19.   Lesión seca en lámina foliar de planta inoculada con el aislamiento de Xylella 
fastidiosa mediante el método Xf 1 luego de 2 meses de crecimiento.  
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Figura 5.20.   Prueba de inoculación mecánica del aislamiento de Xylella fastidiosa en plantas 
de café en invernadero. A. Vástago de plantas tratamiento Xf 1. B. Carga foliar de plantas 
tratamiento Xf 1. 
 

El testigo presentó deformaciones foliares que se repitieron en algunas plantas 

para ambos ensayos (Figura 5.21).   
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Figura 5.21.  Alteraciones morfológicas ocasionales en las plantas de ensayo y los testigos de 
la prueba. 
 

La prueba serológica DAS-ELISA mostró la efectividad del tratamiento Xf 1 para la 

infección de la bacteria Xylella fastidiosa en plantas de café de dos meses de 

edad en condiciones de invernadero reportando una efectividad total acumulada 

sobre los tejidos muestreados del 96.7% mientras que para el método Xf 2 la 

efectividad fue del 66.7%. Las tablas 5.19 y 5.20 muestran el detalle de los 

porcentajes individuales y los valores discriminativos de la prueba. La absorbancia 

promedio de los controles negativos fue de 0.146 y 0.169 nm para la prueba 

correspondiente a Xf1 y Xf2 con una desviación estándar de 0.003 y 0.020 

unidades de forma respectiva. La tabla 5.21 muestra la absorbancia promedio por 

muestra de tejido según el entrenudo de selección-infección.     

 
Tabla 5.19.   Porcentaje de incidencia de Xylella fastidiosa en la muestra de material 
vegetal según los valores discriminativos para la prueba de infección mecánica mediante 
el protocolo Xf 1. 
 

% Incidencia según entrenudo 

Parámetro  Valor (nm) No 

inoculado 
2ndo 3ero 4to 

1SD 0,149 100,0% 100,0% 100,0% 100,0% 

2SD 0,152 100,0% 80,0% 100,0% 100,0% 

3SD 0,155 100,0% 80,0% 100,0% 100,0% 

 % Promedios 100,0% 86,7% 100,0%  100,0% 
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  % Infección total  96,7% 

Microsoft Office Excell 2003 

 

Tabla 5.20.   Porcentaje de incidencia de Xylella fastidiosa en la muestra de material 
vegetal según los estadísticos discriminativos para la prueba de infección mecánica 
mediante el protocolo Xf 2. 
 

% Incidencia según entrenudo 
Parámetro  Valor (nm) 

No inoculado  4to 5to 6to 

1SD 0,189 80,0% 80,0% 100,0% 80,0% 

2SD 0,208 60,0% 80,0% 80,0% 60,0% 

3SD 0,228 40,0% 40,0% 60,0% 40,0% 

 
% Particular 

Infección 
60,0% 66,7% 80,0% 60,0% 

 % Infección total 66,7% 
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Tabla 5.21 . Promedio de la absorbancia de las muestras procesadas para la prueba 
DAS-ELISA en la determinación de la incidencia de Xylella fastidiosa en el ensayo de 
inoculación mecánica según protocolo Xf 1 y Xf 2. 
 

Promedio de absorbancia 

(nm) según infección 
Material según 

entrenudo 
Xf 1 Xf 2 

No inoculado 0,202 0,204 

Entrenudo 2 0,205  

Entrenudo 3 0,238  

Entrenudo 4 0,208 0,223 

Entrenudo 5  0,277 

Entrenudo 6   0,215 

Microsoft Office Excell 2003 

 

5.6 Infección mecánica de Geobacillus spp y Pseudomonas fluorescens en 

plantas de invernadero. 
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Las plantas inoculadas con la dilución de la bacteria Geobacillus spp no 

presentaron síntomas o signos correspondientes a los reportados para la 

enfermedad de “Crespera en Café” durante el periodo de observación en ningún 

tratamiento empleado. De esta misma forma se considero la ausencia de 

síntomas en las plantas inoculadas para ambos tratamiento con el aislamiento de 

Pseudomonas fluorescens. Las figuras 5.22 y 5.23 muestran el registro fotográfico 

para los tratamientos empleados según los aislamientos Pf 1 - Pf2 y Geo 1 y Geo 

2 de forma correspondiente. 

 

 
Microsoft Paint 5.1 

 
Figura 5.22.  Prueba de inoculación mecánica del aislamiento de Pseudomonas fluorescens en 
plantas de café en invernadero. A Vástago de plantas tratamiento Pf 1. B Carga foliar de plantas 
tratamiento Pf 1. C. Vástago de plantas tratamiento Pf 2. D. Carga foliar de plantas tratamiento Pf 
2. 
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Microsoft Paint 5.1 

 
Figura 5.23.  Prueba de inoculación mecánica del aislamiento de Geobacillus spp en plantas de 
café en invernadero. A Vástago de plantas tratamiento Geo 1. B Carga foliar de plantas 
tratamiento Geo 1. C. Vástago de plantas tratamiento Geo 2. D. Carga foliar de plantas tratamiento 
Geo 2. 
 

Se presentaron algunas alteraciones morfológicas ocasionales en las plantas 

ensayadas según los tratamientos Geo 1 y Pf 2, sin embargo dichas alteraciones 

repitieron en los testigos de la prueba. La figura 5.24 muestra el registro de dichas 

alteraciones.  

 
Microsoft Paint 5.1 

 
Figura 5.24.  Alteraciones morfológicas ocasionales en los ensayos Pf y Geo. A. Ápice de folios 
disminuido en Geo 1. B. Hojas jóvenes acucharadas y más alargadas en Pf 2. C. Deformación 
parcial en Control 1. D. Lámina de hojas maduras engrosada y ápice disminuido en Geo 1.    
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CAPÍTULO 6 
 

DISCUSIÓN 
 

IDENTIFICACIÓN DE MICROORGANISMOS ASOCIADOS A CRESP ERA DEL 

CAFÉ. 

 

6.1 Muestreo de cicadélidos en campo. 

 

Las poblaciones de los insectos vectores presentan variaciones importantes en 

las diferentes épocas del año debido a diversos factores ambientales y de la 

ontogenia de sus hospederos, así como, producto de las variaciones normales de 

población en las diferentes etapas de su ciclo de vida, lo que posiblemente influyó 

en el número de obtenciones de C7 (cicadélido más abundante colectado en 

campo) durante la colecta. Se considera que los factores ambientales son los más 

condicionantes para la densidad y geodistribución poblacional de las especies 

(Farias et al., 2003). Los cicadélidos por su parte se han relacionado 

cuidadosamente con la temperatura del ambiente que frecuentan, aunque no 

siempre se cumple la norma de que a mayor temperatura mayor abundancia de 

las poblaciones, estas generalmente prefieren las temperaturas desde 23-27ºC 

para alimentarse y al parecer reproducirse coincidiendo con ciclos fenológicos de 

sus hospederos, densidad que desciende cuando las temperaturas son muy altas 

o muy bajas (Hidalgo et al., 1999; Redak et al., 2004). 

 

También el factor intrínseco en la biología de los cicadélidos puede ser un 

elemento que afecte la frecuencia de los insectos en determinada época del año, 

ya que variaciones ambientales pueden alterar los ciclos biológicos de 

reproducción de las especies y desajustar el patrón de frecuencia, encontrándose 

que insectos no completen su ciclo de vida en un hospedero particular y emigren 

de este en ciertas condiciones afectando su densidad (Galvis et al., 2006). 

 

La escogencia del mejor hospedero es otro factor poblacional que diferencia la 

abundancia general de vectores en un agroecosistema de la abundancia sobre un 
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cultivo determinado que corresponde únicamente a un elemento dentro del 

mismo, de esta manera la frecuencia de los insectos se verá condicionada por los 

momentos más favorables para la alimentación entre los hospederos siendo 

posible no determinar las especies totales presentes en un lugar por el cambio de 

hospederos. Este aumento en la diversidad de la población condicionado por la 

presencia de este tipo de vegetación agrega entropía poblacional y diferencia la 

equitatividad y riqueza de especies en momentos determinados del ciclo del 

cultivo (Hidalgo et al., 1999).   

 

6.2 Obtención de microorganismos endófitos a partir  del material vegetal 

colectado y de endógenos a partir de cicadélidos. 

 

Respecto al protocolo A de desinfección es posible que factores como la baja 

concentración del desinfectante, el poco tiempo de exposición al mismo o bien la 

alta población de epífitos (evidente en la contaminación de los controles) en los 

materiales ensayados fueran la causa de las altas poblaciones de bacterias y 

hongos que colonizaron rápidamente en las placas de ensayo dificultando el 

crecimiento y recuperación de microorganismos de lento crecimiento (Echeverri et 

al., 2007), asociados al hábito endófito o de patógenos como Xylella fastidiosa 

siendo estos el objetivo de la aplicación del protocolo, lo anterior se generalizó en 

los tres tratamientos ensayados con igual crecimiento bacteriano incontable pero 

diferente incidencia fúngica siendo el T3 el que presentó menor crecimiento 

fúngico por la mayor concentración de desinfectante empleada. Otro factor 

uniformado en los tres tratamientos y que no favoreció el aislamiento esperado 

fue la oxidación total de los materiales empleados, los cuales segregaron fenoles 

al medio y se aceleró la oxidación de sus tejidos al encontrarse en un ambiente de 

100% de humedad relativa (Figura 5.2).  

 

En cuanto al protocolo B se determinó una disminución en el crecimiento fúngico 

en las placas ensayadas y que además la desinfección aplicada resultó eficiente 

para eliminar posibles epífitos en los dos tratamientos ensayados; sin embargo, el 

crecimiento bacteriano acelerado fue abundante a partir de la segunda semana de 
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incubación alcanzando inclusive cerca del 100% de la placa antes del periodo de 

recuperación esperado para los microorganismos de lento crecimiento. El 

tratamiento 1 presentó considerable crecimiento fúngico mientras que el 

tratamiento 2 no favoreció la presencia de hongos posiblemente por la 

concentración mayor del desinfectante (Figura 5.3).  

 

El protocolo C también mostró ser efectivo eliminando epífitos, aunque presentó 

crecimiento bacteriano considerable en los tres tratamientos el crecimiento 

fúngico general, fue el menor de los protocolos ensayados para la recuperación a 

partir de tejidos de planta lo que permitió observar la totalidad de la zona 

inoculada durante las cuatro semanas de observación y facilitó la recuperación de 

microorganismos en los periodos de incubación esperados. Esta condición se 

mantuvo en los tres tratamientos favoreciéndose conforme se aumentó la 

concentración del desinfectante permitiendo recuperar colonias morfológicamente 

similares a Xylella fastidiosa en periodos correspondientes de incubación (Figura 

5.4). En el ensayo de extracción de material de vitroplantas donde se aplicó este 

protocolo C se corroboró la ventaja que ofrece para la proliferación de endófitos y 

microorganismos de lento crecimiento al no obtenerse crecimiento fúngico y 

eliminar epífitos por la inocuidad de los controles. Factores como la estabilización 

de poblaciones bacterianas por medio de la extracción del buffer PBS 1X permiten 

disponer de bacterias que generalmente cuesta mucho obtenerlas en 

extracciones con soluciones acuosas básicas.  

 

Los resultados mostrados en el protocolo D permiten considerar que es adecuado 

para eliminar epífitos al presentar nula contaminación de los controles. La alta 

proliferación de bacterias en ambos tratamientos ensayados, así como la 

colonización expansiva de los hongos obtenidos son factores que no favorecen el 

objetivo de la aplicación del protocolo ya que no permiten visualizar el área total 

inoculada como en los protocolos A y B de obtención en plantas. De esta manera 

los microorganismos que crecen lentamente en medios selectivos se ven 

enmascarados por el crecimiento fúngico principalmente y la obtención de cultivos 

puros de estos se dificulta (Figura 5.5). Esto posiblemente se deba a que el 
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tiempo de desinfección, la acción no efectiva contra esporas, la concentración del 

ingrediente activo o bien su acción generalista (Echeverri et al., 2007) eliminara 

poblaciones de interés.  

 

6.3 Clasificación preliminar e identificación de mi croorganismos obtenidos 

6.3.1 Aislamientos bacterianos 

La obtención de microorganismos a partir de los protocolos particulares y la 

descripción de propiedades físicas, bioquímicas y del crecimiento permiten 

asociar la factibilidad de recuperarlos empleando diferentes tipos de 

desinfecciones y de técnicas de aislamiento lo que se convierte en una 

información valiosa para la documentación de las bibliotecas microbiológicas, así 

como, el definir los protocolos más adecuados para aislar bacterias u hongos de 

rápido o lento crecimiento diferencial, o bien para obtener mayor diversidad, 

cantidad de poblaciones o solo un microorganismo objetivo. 

6.3.1.1 Identificación Bioquímica mediante el siste ma BIOLOG 

Respecto a los aislamientos microbianos encontramos bacterias (Tabla 5.6) que 

son más abundantes y que permiten ser obtenidas bajo diferentes protocolos de 

desinfección del material, esto posiblemente a que son microorganismos 

tolerantes a diferentes desinfecciones, de rápido y abundante crecimiento que 

colonizan gran parte de los tejidos muestreados y aprovechan de forma más 

rápida los nutrientes característicos de fases lag cortas y fases log rápidas y 

pronunciadas (Madigan et al., 2004) como el caso de Serratia marcenses que se 

logró obtener en todos los tratamientos del Protocolo A y C contabilizando seis 

aislamientos. Sin embargo, esta posición de resistencia relativa a la desinfección 

se cuestiona en la ausencia de aislamiento mediante algún tratamiento del 

protocolo B el cual empleó el mismo desinfectante y concentraciones más bajas 

de su ingrediente activo, por lo cual se estima que la presencia de la bacteria no 

está asociada al 100% de las muestras y bien puede ser igualmente transmitida 

por vectores apoyándose esta posición al obtenerle mediante el tratamiento 1 del 
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protocolo D en la cabeza del insecto de un aislamiento de idénticas características 

preliminares.  

 

Los aislamientos que correspondieron a la segunda mayor abundancia en el 

ensayo total correspondieron a una cepa de Raoultella terrigena ID 17 y a Xylella 

fastidiosa ambas con tres aislamientos (uno por cada tratamiento del protocolo C) 

lo que permite suponer que independientemente de la dilución del extracto 

obtenido del macerado de los tejidos (H2PO4 al 1% 3.5% i.a) la desinfección es 

favorable para el crecimiento de ambas bacterias las cuales son de moderado y 

lento crecimiento en medio selectivo. Otra bacteria que presentó esta 

dependencia al protocolo fue Bacillus amyloquefasciens ya que solo se recuperó 

de ambos tratamientos en el protocolo B no influyendo la concentración diferencial 

sino el método de inoculación en medio selectivo (Orozco et al., 2004).  

 

Por su parte otras bacterias menos frecuentes en los aislamientos (2 aislamientos 

generales) del tejido de plantas como Geobacillus spp y una cepa de Enterobacter 

spp ID 8 no guardan una relación tan estrecha con el protocolo ni con la 

desinfección de forma respectiva ya que en el caso de Geobacillus spp fue 

obtenida mediante el tratamiento 1 del protocolo B y el tratamiento 3 del protocolo 

C ambos con la misma concentración de desinfectante y de diferente inoculación 

en medio selectivo, mientras que la cepa de Enterobacter spp obtenidas mediante 

estos mismos protocolos diferentes y a diferentes concentraciones del 

desinfectante (T2 Protocolo B y T1 Protocolo C).  

 

Se observó que algunos aislamientos (Pseudomonas fluorescens, Staphylococcus 

sciuri y Klebsiella spp) se obtuvieron únicamente de insectos cicadélidos, 

encontrándose presentes posiblemente tanto en su aparato bucal como en los 

tejidos del intestino. Esta condición permite suponer que estas bacterias 

encuentran algún tipo de barrera para ser transmitidas a las plantas (Aráujo et al., 

2002), las cuales no presentaron aislamientos de estos microorganismos o bien 

los protocolos ensayados para los tejidos vegetales no favorecieron su obtención 

como se propuso anteriormente.  
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Dicha restricción a hospederos y de forma exclusiva a un tejido se muestra en los 

aislamientos de Raoultella terrigena ID 5, Sphingomonas paucimobilis, 

Carnobacterium mobili y una cepa de Bacillus spp ID 19  las cuales se obtuvieron 

únicamente mediante el T2 del Protocolo D. Sin embargo, al compararse con la 

ausencia de los mismos en las cabezas de los cicadélidos muestreados hace 

pensar que son microorganismos asociados simbiontes al interior del insecto 

(Grijalva y Giraldo, 2006) y de poca o nula transmisión a las plantas a excepción 

tal vez de Raoultella terrigena de la cual se obtuvo una cepa de diferentes 

características morfológicas mediante el protocolo C.   

 

Por su parte bacterias aún menos abundantes y consideradas más dependientes 

de ambos factores (tratamiento y protocolo) se verán de igual forma afectadas por 

características de rápido o lento crecimiento que exhiban y la proliferación de 

otros microorganismos simbiontes o perjudiciales para su colonización que 

acumulen desechos tóxicos durante su fase de crecimiento o que metabolicen 

más eficientemente los nutrientes disponibles en el medio (Madigan et al., 2004). 

Los aislamientos Enterobacter spp ID 3, Enterobacter aerogenes y 

Staphylococcus cohnii (T2 Protocolo B); Serratia marcenses ID 9 y Bacillus spp ID 

11 (T1 Protocolo A); Phantoea spp y Streptococcus sobrinus (T2 Protocolo A) y  

Raoultella planticola (T2 Protocolo C) exhiben posiblemente esta situación de 

dependencia más estrecha.  

 

La particularidad de encontrar más variedad y cantidad de aislamientos 

bacterianos mediante el protocolo D que en los protocolos de obtención en 

plantas es asociada al hábito de alimentación de los cicadélidos los cuales son 

comúnmente frecuentadores de hospederos alternativos y presentan migraciones 

estacionales en busca de alimento y hábitats adecuados de reproducción lo que 

permite mayor contacto con la microfauna y una interacción mayor con las 

poblaciones de microorganismos que viven en su interior implicados o no en su 

metabolismo alimenticio (Buskan y Walker, 2003). Si bien es cierto la colonización 

en el intestino posterior y medio de los insectos por parte de microorganismos es 
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más amplia que la colonización permitida en el aparato bucal y el intestino 

posterior donde se alojan patógenos que se transmiten mediante hábitos no 

persistentes (Purcell y Finlay, 1979) lo que podría explicar la mayor cantidad y 

diversidad encontradas mediante el T2 del protocolo D cuando los aislamientos no 

se repiten en los tejidos de la boca y el cuerpo.   

 

Por su parte es común encontrar menor diversidad de microorganismos en las 

plantas que en sus vectores, ya que las plantas poseen relaciones bioquímicas 

entre endófitos que funcionan como controladores biológicos de poblaciones de 

microorganismos epífitos y muchas veces corresponden con la principal barrera 

de entrada a enfermedades en las plantas (Aráujo et al., 2002), de esta misma 

forma el metabolismo de la planta que permite un mínimo desplazamiento 

espacial estrecha aún más la relación entre sus insectos visitadores.  

 

Otro punto importante es la relación de bacterias Gram positivas y Gram 

negativas. En este ensayo se encontraron más bacterias Gram negativas totales 

(13) que positivas (8), siendo la población particular en insectos de 5 Gram 

negativas y 3 Gram positivas mientras que en los tejidos de las hojas en las 

plantas 9 y 4 aislamientos respectivamente. Estas relaciones corresponden con 

las reportadas anteriormente por Vega y colaboradores (2005) donde se 

reportaron para este tejido 4 y 3 aislamientos de forma respectiva y mayor 

cantidad de aislamientos en general para los granos, las hojas y las plantas de 

semilleros. En cuantificaciones de microorganismos en cicadélidos se ha 

reportado mayor cantidad de aislamientos en el cuerpo que en la cabeza en 

correspondencia a los resultados obtenidos en este ensayo, según Mariño (2007) 

en las cabezas tratadas con desinfectantes se han cuantificado mayor cantidad de 

gram positivos pero en el cuerpo mayor cantidad de negativos dando un balance 

de abundancia de gram negativos en los vectores.  

 

Aunque la mayoría de patógenos de las plantas se caracterizan por ser Gram 

negativos dicha relación no representa una relación directa de alta abundancia de 

patógenos en los tejidos ya que solo un 12.5% corresponde generalmente a 
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organismos verdaderamente perjudiciales (Sossa-Moss et al., 1997). Respecto a 

los Gram positivos son considerados mayormente organismos benéficos, 

neutrales y pocas veces patógenos en contradicción con los Gram negativos que 

además se encuentran mayormente en insectos característicos por ser vectores 

de enfermedades.  

 

Dentro de los aislamientos que se identificaron en este ensayo mediante los 

métodos bioquímico, molecular y serológico solo tres son fitopatógenos 

reportados (Serratia marcenses, Xylella fastidiosa y Pantoea spp), tres se 

reportan como agentes utilizados en la industria (Bacillus amyloquefaciens, 

Carnobacterium mobili y Geobacillus spp), cuatro más como implicadas en 

biocontrol o bioremediación  (Pseudomonas fluorescens, Raoultella terricona, 

Enterobacter spp y Raoultella platicola) y las restantes de importancia clínica al 

ser patógenos del ser humano. La tabla  6.1 a continuación resume la información 

reportada para los aislamientos. 

 

Tabla 6.1.  Reportes e implicaciones de las bacterias aisladas según referencias 

bibliográficas. 

 

ID Identificación Implicaciones o reportes Referenc ia(s) 

Fitopatógena en cebolla y lechuga 
Escobar et al., 

2001 
Agente causal de Endolftalmitis endógena en 

humanos 
Sánchez et al., 

2003 1 y 9 Serratia 
marcescens 

Presente en microflora de intestinos de algunos 
insectos y vertebrados, abundante en suelo y 

agua 

Madigan et al., 
2004 

    

2 Geobacillus spp Degradadora de Hidrocarburos y fuente de 
proteínas termoestables  

Nazina et al., 2001; 
Nazina et al., 2004 

    
Necesaria para adhesión de proteínas cry en 

biocontrol de Bacillus thuringiensis en 
lepidopteros 3 y 8 Enterobacter 

spp 
Endógeno en larvas de lepidopteros 

Broderick et al., 
2006 

    
Controlador biológico de la pudrición anillada de 

la papa 
De la Cruz et al., 

1992 4 Pseudomonas 
fluorescens  

Rhizobacteria promotora del crecimiento PGPR Perotti et al., 2005 
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5 y 17 Raoultella 
terrigena 

Biocontrol de Phytophthora cactorun y de P. 
fragariae en las raíces de fresa Jayamani, 2006 

    

Degradadora de herbicidas en suelos intoxicados 
Zharikova et al., 

2006 
6 Raoultella 

planticola Responsable de la intoxicación por histamina en 
cerdos 

Kanki et al., 2002 

    
Causal de afecciones cutáneas en cerdos Chen et al., 2007 

Septicemias en humanos 
Stepanovic et al., 

2005 7 Staphylococcus 
sciurii 

Resistente a meticilina, penicilina y clindamicina 
en obtenciones humanas 

Couto et al., 2000 

    
Infecciones cutáneas 

10 Enterobacter 
aerogenes Infecciones urinarias en animales de sangre 

caliente 

Madigan et al., 
2004 

    
11 y 
19 Bacillus spp Endófito asociado a semillas y raíces en cafetos Vega et al., 2005 

    
Causla de Osteomielitis  

Presente en agua, suelo e instrumentos 
hospitalarios 

Araujo et al., 2000 
12 Sphingomonas 

paucimobilis 
Causal de Endoftlamitis posoperatoria  Adams et al., 2006 

    
Bacteria hospitalaria resistente a antibioticos por 

alta producción de beta-lactamasas 
Cuéllar et al., 2005 

13 Klebsiella spp 
Causal de Diarreas 

Albarado et al., 
2007 

    
Fuente de enzimas de restricción BamHI Roberts et al., 1977 

14 Bacillus 
amyloquefacies Fuente de coadyudantes en la elaboración de 

preparados enzimáticos  FAO/OMS, 2007 

    

15 Carnobacterium 
mobili 

Bacteria heterofermentadora de ácido lactico de 
incidencia ambiental 

Scarpellini et al., 
2002 

    

Patógena en algodón transmitida por coleópteros Bell et al., 2005 
16 Phantoea spp 

Infecciones sistemáticas en neonatos por 
contaminación de soluciones parentales 

Van Rostenberghe 
et al., 2006 

    
Integrante de la microfauna de la boca en 

humanos 
Gibbons et al., 

1986 18 Streptococcus 
sobrinus 

Causal de la caries dental tradicional  Igarisha et al., 2000 
    

Formadora de la microflora comensal de la piel y 
mucosas en humanos 20 Staphylococcus 

cohii 
Infecciones sistémicas en inmunosuprimidos 

Álvarez et al., 2006 
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Causal de Pierce's Disease en Vid Buskan y Walker, 
2003 

Enrollamiento de las hojas en almendra 
Shapland et al., 

2006 

Enrollamiento de las hojas en la mora  
Hernandez et al., 

20061 

La clorosis variegada en cítricos  
Laranjeira et al., 

2004 
Bacteriosis en caña  Hidalgo et al., 1999 

Enrollamiento foliar en la adelfa  Bextine y Miller, 
2004 

Crespera en café  Hill y Purcell, 1995 

21 Xylella 
fastidiosa 

El enanismo de la alfalfa, la marchites de la 
playera, la falsa enfermedad del melocotón, la 
quemazón de la hoja en la pera, olmo, ciruela, 

roble y sicomoro  

Mariño, 2007 

Microsoft Office Excell 2003 

6.3.1.2 Detección e identificación serológica media nte DAS-

ELISA. 

En relación a los análisis serológicos y los resultados obtenidos en la 

identificación de bacterias de interés mediante la técnica DAS-ELISA utilizada, se 

presume de la posibilidad de encontrar concentraciones detectables de la bacteria 

Xylella fastidiosa creciendo en conjunto con las colonias de otros 

microorganismos que enmascaren físicamente su presencia (Palomo, 2000; 

Caballero y Vega, 2000), esto debido a que luego de 10-22 días se puede esperar 

la visualización de las colonias en el medio de cultivo BCYE (Scortichini, 2004) 

pero al ser de lento crecimiento y de una apariencia poco perceptible se 

enmascaren por las bacterias que metabolizan y crecen más rápidamente 

resultando en absorbancias positivas en cultivos de microorganismos 

aparentemente puros y que no corresponden al patógeno determinado por el Kit, 

esto cuando se han incubado por alrededor de 22 días a una temperatura de 

crecimiento adecuada para Xylella fastidiosa. Esta posición respaldaría los 

resultados positivos para la prueba serológica obtenidos en los aislamientos ID 3, 

8, 9, 10, 13 y 16 a los 22 días de incubación (Tabla 5.9) y permitiría suponer que 

el crecimiento de Xylella fastidiosa no se inhibe totalmente en presencia de estos 

o bien puede haber una relación de dependencia entre algún producto celular de 

los endófitos y el crecimiento del patógeno.  
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Por otra parte en los resultados obtenidos en algunos aislamientos a los siete días 

de incubación (ID 1, 5 y 7) donde también se consideraron pruebas positivas para 

la determinación de Xylella fastidiosa se piensa que la característica de alta 

sensibilidad de las pruebas (detectan 0.1ng de antígeno con 0.0008ųg de 

anticuerpo) puede ser el factor que permita determinar aún cantidades ínfimas de 

este patógeno que se arrastraran en el subcultivo de aislamientos donde la 

bacteria había alcanzado una concentración moderada enmascarada y que 

concentraciones ínfimas puedan incrementar con el tiempo y ser más perceptibles 

(Madigan et al., 2004). Esto en correspondencia con los resultados positivos para 

estos aislamientos a los 22 días en los tres discriminantes estadísticos. Donde al 

parecer los microorganismos no inhiben el crecimiento de Xylella fastidiosa, o bien 

el rápido crecimiento del patógeno de condiciones más limitadas se potencie ante 

la presencia de metabolitos provenientes de otros microorganismos que alteren la 

cinética microbiana al disponer nutrientes de una forma más accesible como en el 

caso de las relaciones simbióticas de algunas bacterias promotoras del 

crecimiento en plantas (Delgadillo et al., 2001; Madigan et al., 2004).  

 

Contrastando los resultados positivos solo a los 22 días de incubación se 

presume que el crecimiento de Xylella fastidiosa puede estar presente en 

cantidades no detectables o mantenerse inhibido durante un periodo por parte de 

metabolitos segregados por los microorganismos que lo acompañan durante 

determinadas fases de la cinética microbiana y que no lo llegan a eliminar, y 

potenciarse luego por la ausencia de este o la presencia de otros metabolitos que 

le favorezcan creciendo en cantidades detectables luego de este evento y por ello 

ser detectados luego de 22 días estando siempre presentes en la placa.  No 

obstante, dicha posición de la influencia del crecimiento debe ser validada y existe 

alta posibilidad de que la prueba serológica se vea influenciada por las sustancias 

que difunden desde los microorganismos hacia el medio donde se desarrollan 

(pigmentos difusibles, antibióticos, sales) cambiando en determinados pasos de la 

prueba la afinidad química de los reactivos y los soportes implicando falsos 
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positivos en la detección (Carone, 2003). Otros autores además reportan 

frecuentes falsos positivos en protocolos DAS-ELISA debido a factores 

bioquímicos de adhesión y alteración de las relaciones entre antígeno anticuerpo, 

la alteración de las absorbancias según periodos de incubación y poca 

sensibilidad en determinaciones donde intervienen mucha materia orgánica 

(Rodríguez et al., 2002; Conci, 2004). En el caso particular del aislamiento ID 1 

(positiva a los 7 y 22 días) que correspondió a la misma identificación de especie 

que ID 10 (negativa en ambos tiempos) se piensa que la ausencia de la 

determinación justifica la posibilidad de contaminación ocasional de los 

aislamientos con otros microorganismos menos perceptibles y que al menos en 

este aislamiento no existe la dependencia del microorganismos de rápido 

crecimiento por el más limitado (Palomo, 2000). 

6.3.1.3 Selección de colonias de Xylella fastidiosa  a partir de 

crecimiento en placa y el método serológico DAS-ELI SA.  

Los crecimientos bacterianos que correspondieron a las características reportadas 

para el patógeno Xylella fastidiosa en medio de cultivo semisólido BCYE 

presentaron todos una determinación positiva para la prueba serológica, 

reportando la mayoría absorbancias promedio superiores a 2.000nm 

considerándose una concentración alta de bacterias, la diferencia de absorbancia 

referente al caso de Xf-CICAFE 21-4 que presentó una crecimiento moderado al 

igual que los demás aislamientos y con características morfológicas 

correspondientes pero una absorbancia promedio más de dos veces inferior es el 

resultado de la inadecuada adhesión de los anticuerpos al soporte, la 

contaminación en el pozo de lectura que alteró la determinación, o bien una 

posible contaminación en la placa de crecimiento que bajara la cantidad real de 

bacterias en la muestra y la sensibilidad se viera afectada por la menor 

concentración de antígeno (Rodríguez et al., 2002). Sin embargo, el ensayo 

permitió determinar las características morfológicas de las colonias que 

PDF Created with deskPDF PDF Writer - Trial :: http://www.docudesk.com



 

 

 

123 

posiblemente se encontraron creciendo de forma pura y por ende su 

concentración es mayor reflejada en las altas absorbancias.  

6.3.1.4. Identificación Molecular del aislamiento d e Xylella 

fastidiosa y otras bacterias endófitas en café. 

A partir de la migración del ADN de las muestras ensayadas se obtuvieron 

diferentes patrones de bandas determinando entre estos la pureza y la identidad 

del aislamiento de la bacteria Xylella fastidiosa (Xf-CICAFE) al presentarse una 

sola banda de peso molecular aproximado a 500pb correspondiente al control 

positivo de X. fastidiosa aislado de Vitis sp (472 pb), según Qin y colaboradores 

(2001), la diversidad genética entre los patotipos que infectan los cultivos de la 

vid, cítricos, café, mora y roble no muestran diferencias secuenciales 

considerables.  

 

De esta misma forma se observó que para la muestra del cicadélido no se obtuvo 

un patrón claro para determinar la posible presencia del patógeno dentro de este, 

misma situación que se apreció en los pozos 7 y 8 correspondientes a la 

migración de una muestra vegetal 1A de pecíolo y vena central donde al parecer 

se degradó parcialmente el ADN. Las muestras vegetales 1J y 6E mostraron 

patrones muy similares y al parecer una degradación parcial en los ADN de menor 

peso molecular no pudiéndose determinar con claridad la incidencia del patógeno 

en estas. Esto posiblemente por incompatibilidad del protocolo para la extracción 

del ADN bacteriano del material vegetal de café (Madriz y Peraza, 2007) ya que 

dicho protocolo se estandarizó para cítricos. 

 

Las muestras de los crecimientos de las bacterias Enterobacter spp y Serratia 

marcenses que correspondieron a los pozos de ensayo 5 y 6 de forma respectiva 

tampoco permitieron determinar con claridad la presencia de la bacteria Xylella 

fastidiosa creciendo en conjunto con las colonias bacterianas, aunque en la 

migración para el pozo 6 se observó una banda tenue al nivel del control positivo 

aislado de Vitis sp la degradación contigua no permite determinar la identificación, 
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(Figura 5.6) posiblemente los factores de compatibilidad del protocolo, la baja 

concentración del ADN de Xylella fastidiosa, el manejo de las muestras o la 

contaminación de los aislamientos sean factores influyentes en este caso (Madriz 

y Peraza, 2007).  

6.3.2 Aislamientos fúngicos 

En el caso de la obtención de hongos y levaduras de igual condición endófita en 

los tejidos vegetales (entrenudo y pecíolo) y endógenos en los cicadélidos se 

reportó mayor diversidad de aislamiento mediante el protocolo D a partir de los 

tejidos de los cicadélidos donde solo se reportó un aislamiento para los tejidos de 

la cabeza (Cladosporium spp) y cuatro para el cuerpo entero del insecto 

(Aspergillus spp, Cladosporium spp, Paecilomyces spp y una levadura no 

identificada ID 10) que para los protocolos singulares en tejidos vegetales.  

 

En el caso de los hongos recuperados del material vegetal se presentó una alta 

dependencia del protocolo y del tratamiento de desinfección empleados 

particularmente a excepción de los microorganismos Beauveria spp y Aspergillus 

spp recuperados por medio del T2 del protocolo C y de dos aislamientos no 

identificados y una cepa de Pythium spp obtenidas mediante el tratamiento 3 del 

mismo protocolo, ya que el resto de aislamientos se recuperó únicamente bajo 

una concentración de desinfección específica y un protocolo particular (Tabla 

5.13).  

 

Las poblaciones de hongos generalmente son más exigentes en cuanto a la 

colonización y alimentación en sus hospederos aún cuando no son 

microorganismos patógenos lo que dificulta muchas veces encontrar toda la 

diversidad y cantidad de estos como potenciales endógenos. En trabajos 

realizados en hojas de café (Coffea arabica) se han reportado que las poblaciones 

son altamente diversas aún entre sitios próximos de un mismo tejido donde se ha 

comprobado la inhibición de las poblaciones vecinas que se han encontrado 

ocupando el hábito epífito como endófito en diferentes momentos (Santamaría y 

Bayman, 2005). Se cree que la razón anterior puede ser junto con la aplicación de 
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un medio selectivo generalmente no empleado para el crecimiento normal de 

hongos lo que provocó el fenómeno de selectividad según protocolo y tratamiento 

que se observó.   

 

En el caso de los hongos asociados al insecto no se descarta que la alimentación 

sea el mecanismo de adquisición de los mismos al encontrarse ampliamente 

distribuidos en cultivos como epífitos, endógenos y como agentes ambientales 

(Santamaría y Bayman, 2005). Además de guardar estrechas relaciones entre la 

alimentación de los insectos y la colonización de los diversos tejidos de las 

plantas, un ejemplo de estas relaciones son las levaduras (Candida fermentati y 

Pichia burtonii) asociadas comúnmente a perforadores del grano en café (Vega et 

al., 20031).    

 

Estas relaciones pueden ser de dos tipos: mutualista en donde el hongo facilita 

una fuente extra de nutrientes al insecto mientras que le proporcionan un hábitat o 

bien puede ser una relación de control del hongo sobre los insectos. Dichas 

relaciones se encuentran ampliamente distribuidas en los miembros de los 

órdenes Coleóptero, Díptera, Homóptera, Himenóptera e Isóptera principalmente 

con Ascomicetos de los géneros Beauveria, Metarhizium, Fusarium y otros como 

Ophiostoma, Ceratocystis, Saccharomycetes (Blackwell y Vega, 2004). 

 

De los aislamientos obtenidos en este ensayo se han reportado anteriormente los 

géneros Beauveria, Cladosporium, Paecilomyces como endófitos de diversos 

tejidos de café los cuales junto con otras obtenciones del género Acremonium y 

Clonostachys  se han incorporado en programas de control biológico (Vega, 

2007).  De los ID identificados todos a excepción de Paecilomyces spp y 

Beauveria spp representan problemas en enfermedades de algunas plantas de 

importancia económica. La tabla 6.2 a continuación resume las implicaciones y las 

referencias relacionadas a cada aislamiento identificado. 
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Tabla 6.2.   Reportes e implicaciones de los hongos aislados según referencias 
bibliográficas. 
 

ID Identificación Implicaciones o reportes Referenc ia(s) 

Causal del mal de talluelo en café Winston et al., 2005 

Problemas en almácigos de caña de azúcar, 

clavel, coco, fríjol, maíz, piña, remolacha, repollo, 

tabaco, tomate y otros. 

Finch y Finch, 1990 
1 y 9 Pythium spp 

Daños en las raíces de muchas plantas en 

almácigos 
Martin y Loper, 1999 

    

Pudriciones en granos de café Perrone et al., 2007 

4 y 12 Aspergillus spp 
Pudrición en la fibra del algodón, manchado en 

granos de arroz, pudrición del fruto en cítricos, 

tomate y maní; pudrición del grano de maíz y 

sorgo y pudrición negra de la cebolla y otros. 

Finch y Finch, 1990 

    

Manchas foliares en cafetos de aclimatación en 

invernadero 
Dawka, 1985 

5y 7 Cladosporium spp Ataque secundario de la hoja en cítricos, roña del 

durazno, moho de la hoja y pudrición terminal en 

el fruto de tomate 

Finch y Finch, 1990 

    

Entomopatógeno de amplio espectro en el cultivo 

de la manzana y otros cultivos 

Mercadier et al., 

2002 ; Bueno y van 

Lentenen, 2002 
4 Paecilomyces spp 

Biocontrolador de nemátodos Meloidogyne en 

almácigos de café 

Giraldo et al., 1998; 

Cadena y Gaitan, 

2006 

    

Entomopatógeno de amplio espectro 
Bueno y van 

Lentenen, 2002 

Control de nemátodos en nudos radicales de 

café 

Cadena y Gaitan, 

2006 8 Beauveria spp 

Efecto biocontrolador sobre broca del café 

Bernal et al., 1995; 

Barquero, 2007; 

Psada et al., 2007 
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Respecto a la ausencia de estructuras de reproducción en los aislamientos no 

identificados se estima la posibilidad de incompatibilidad de las condiciones de 

crecimiento para promover las rutas bioquímicas que implican la generación de 

los esporangios y las esporas respectivas o bien los cuerpos fructíferos que 

colaboran en la identificación, ya que estas estructuras se ven influenciadas por 

los factores físicos como la temperatura, la humedad, la radiación; factores 

biológicos como la dependencia de hospederos en el caso de algunos tipos de 

micorrizas, la presencia de antagonistas que limiten su desarrollo; la inhibición 

bioquímica del micelio reproductivo en medios artificiales y otros (Madigan et al., 

2004). Según investigaciones enfocadas en la composición adecuada en los 

medios de cultivo para la nutrición idónea y la obtención de altas tasas de 

producción de esporas, el factor determinante es para la gran mayoría de hongos 

la alta concentración de carbono, así como la relación C/N de la solución los que 

permiten determinar con mayor relación el tiempo en que aparecen los mayores 

rendimientos reproductivos para hongos utilizados como biocontroladores, los 

cuales muestran condiciones de crecimiento relativamente más exigentes debido 

a que se aplican en altas concentraciones de unidades infectivas (Vega et al., 

20032).  

 

El ensayo en medio de cultivo líquido para el crecimiento de estos hongos (al 

parecer vegetativos-aéreos) y la producción de organizaciones de micelio en 

masa concéntrica de reproducción vegetativa tipo pellets en ausencia de 

estructuras de identificación muestran que al igual que en el medio semisólido no 

se proporcionaron las condiciones idóneas para la generación del micelio 

reproductivo o bien se inhibieron las mismas mediante las condiciones aplicadas 

en este ensayo (Vega et al., 20032). Aún así se logró determinar diferencias 

morfológicas entre la producción de pellets entre estos hongos, las cuales se 

consideran variaciones ontogénicas propias de cada microorganismo ya que el 

volumen y el tipo de medio de cultivo, las condiciones físicas de incubación, la 

velocidad de agitación, el recipiente, el pH, y el inóculo fueron estándares (Ardila y 

Arguello, 1993).  
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EVALUACIÓN DE LA PATOGENICIDAD DE LOS AISLAMIENTOS.  

 

6.4 Bioensayos de patogenicidad de microorganismos aislados en 

laboratorio.   

 

Según Sossa-Moss y colaboradores (1997) un fitopatógeno se puede diferenciar 

claramente de un saprófito por la inducción de la reacción hipersensible necrótica 

en menos de 24 horas en tejidos vivos cuando se inocula de forma dirigida, ya 

que los saprófitos son incapaces de producir la necrosis característica y en su 

lugar evidencian ninguna o una mínima reacción hipersensible en los tejidos 

ensayados.  

 

En los ensayos dirigidos sobre el tejido de los troncos de café tanto para las 

bacterias como para los hongos no se presentó evidencia de lesiones que 

permitiesen determinar la capacidad de los microorganismos de afectar este tejido 

in vivo ni tampoco el crecimiento sobre el tejido, esto posiblemente por las 

características de dureza y la madurez del tejido leñoso el cual mantiene alta 

concentración de lignina, proteína para la cual pocos patógenos tienen un 

mecanismo de degradación agresivo (Martínez et al., 2002).  

 

En los tejidos de hoja ensayados con diluciones bacterianas se observaron 

reacciones hipersensibles no necróticas tanto en el tejido abaxial como adaxial 

luego de 92 horas de incubación en la mayoría de los ensayos e inclusive en los 

controles, considerándose una reacción de muerte celular normal en los tejidos de 

las hojas y no producto de la acción del mecanismo de invasión de los 

microorganismos ensayados sobre este. Esto posiblemente por que el tejido 

cortado aún en condiciones de alta humedad relativa y ensayado a bajas 

temperaturas mantiene actividad enzimática y al carecer de una fuente de 

nutrientes va limitando su metabolismo celular, y se acumulan reguladores del 

crecimiento como el etileno producto de la descomposición de los tejidos y que en 

ausencia de auxinas que regulan su concentración alcanza niveles para inducir la 

progresiva muerte de las células (Flores, 1999), además la lesión del corte de los 
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explantes induce la muerte celular de las células vecinas y por ende una 

degradación progresiva del tejido alcanzando la fusión del área necrótica de la 

periferia con los puntos amarillentos en el centro de los tejidos (Figura 5.8 A y B).  

 

La reacción hipersensible es considerada una respuesta defensiva de las plantas 

que conlleva generalmente a la muerte celular, sin embargo, en otros casos las 

defensas sistémicas de las plantas funcionan con mecanismos de secreción de 

sustancias inhibidoras de algunos patógenos como en el caso de las 

interacciones entre las bacterias Geobacillus spp y Staphylococcus cohnii las 

cuales en esta prueba exhibieron una acumulación de cristales salinos en el área 

correspondiente a la inoculación de la gota de la solución bacteriana (Figura 5.8 

C), este tipo de reacciones se ha visto en bioensayos con hongos como Mycena 

citricolor agente causal de la enfermedad de “Ojo de Gallo” en café, el cual 

segrega ácido oxálico sobre el lugar de colonización y este es neutralizado por la 

planta (en algunos materiales aparentemente resistentes) precipitándolo en 

cristales mediante un mecanismo extracelular (Borbón et al., 1997). Un caso 

interesante es que la acumulación de cristales en este ensayo no exhibió una 

correspondencia con regiones necróticas en los tejidos y se presenta en ambos 

lados de la lámina foliar. 

 

En el caso de los hongos ensayados se determinó la colonización del hongo 

Pythium spp ID9 a partir de la identificación del micelio sobre los discos de las 

hojas tanto en la parte abaxial como en el haz de la hoja lo que permite suponer la 

invasión y la alimentación del mismo en los tejidos vegetales considerándose un 

potencial patógeno, esta condición no se repitió para ningún otro aislamiento 

fúngico encontrándose más bien contaminación de epífitos que se potenciaron 

con las condiciones de incubación del bioensayo. 

 

La ausencia general de lesiones y de evidencias para determinar la patogenicidad 

cualitativa de los aislamientos se asocia con las diferencias entre la vigorosidad 

de las hojas, la ausencia de condiciones idóneas para la patogenicidad de los 

mismos, la estimulación de oportunistas que contaminaron las determinaciones, 
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así como la posibilidad de incorporar muy poco inóculo (Sossa-Moss et al., 1997), 

la acumulación de reguladores del crecimiento (Flores, 1999) y de sustancias 

elicitores en forma diferencial en los tejidos por estimulación de la maquinaria 

genética de las defensas sistemáticas de las plantas (Grennan, 2006), la 

presencia diferencial de Especies Reactivas de Oxígeno (ROS) y de antioxidantes 

(Amirsadeghi et al., 2006), la interacción de patógenos avirulentos con materiales 

resistentes y las combinaciones incompatibles de los genes de avirulencia con los 

defensivos de las plantas de donde se tomaron los tejido (Ottado et al., 2007), 

entre otros factores que influencian las relaciones planta-microorganismos. Para 

el caso de los ensayos de pellets sobre las láminas enteras de las hojas se 

contemplan los mismos factores anteriores para la ausencia de crecimiento del 

micelio vegetativo. 

 

BIOENSAYOS DE MICROORGANISMOS SELECCIONADOS PARA SU  

CORRESPONDENCIA CON LA SINTOMATOLOGÍA DE CRESPERA D EL 

CAFÉ. 

 

6.5 Bioensayos en invernadero  

6.5.1 Selección de plantas de invernadero libres de l patógeno Xylella 

fastidiosa para ensayos de infección mecánica y vectorial de bacterias 

aisladas. 

La determinación de la inocuidad de las plantas para el patógeno Xylella 

fastidiosa permitió contar con material para el ensayo de infección mecánica y 

vectorial de los diferentes aislamientos microbianos, condición necesaria para 

discriminar resultados finales y controlar la variable “microorganismos inoculado” 

en el ensayo.    

6.5.2 Determinación de la presencia de Xylella fastidiosa en el material 

vegetal de campo.  

La investigación referente a la distribución de Xylella fastidiosa en los diferentes 

hospederos permite localizar las mayores concentraciones de la bacteria en las 
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regiones medias y superiores de las plantas producto de una distribución 

sistémica en la mayoría de los casos desde el punto de inóculo del patógeno y su 

posterior rastreo por medio de diferentes técnicas (Benetti et al., 2005). En café se 

ha reportado la mayor incidencia de la bacteria en los tejidos maduros de los 

nudos más antiguos de estos estratos mencionados, reportándose valores de 

absorbancia que van desde 0.4000-1.6500nm principalmente en plantas 

sintomáticas pero con ocurrencia en plantas asintomática (Fournier, 2007). 

Debido a esto se escogió el tejido del entrenudo, pecíolo y vena central de lámina 

foliar de las bandolas de los estratos superiores e intermedios para la detección 

de la bacteria en materiales de campo e invernadero.  

 

Los valores obtenidos en el monitoreo de la presencia de X. fastidiosa en las 

plantas de café de la parcela experimental de campo (0.8808nm) se encuentran 

entre el intervalo reportado por Fournier (2007) (0.8000-1.2000nm) para los 

estratos de transición inferiores-medios todos igualmente positivos para la 

incidencia de la bacteria en las plantas muestreadas para el discriminante 1S, sin 

embargo para los discriminadores 2S y 3S solo el 90% de las muestras se 

consideraron infectadas por la desviación estándar de los datos convirtiendo el 

10% en una planta no infectada pero muy próxima al valor límite aún cuando 

todas las muestras provenían de plantas sintomáticas, esto anterior según Benetti 

y colaboradores (2005) se aprecia en plantas infectadas bajo una misma 

condición climática que se diferencian entre sintomáticas y asintomáticas por 

efecto del genotipo, considerándose también que diferentes patotipos de la 

bacteria infectan de forma diferencial los hospederos en diferentes 

concentraciones celulares. 

 

Por otra parte la ausencia de la bacteria en las plantas de invernadero ensayadas 

según la prueba serológica con respecto a las plantas de campo permite suponer 

que factores naturales como los insectos vectores (que presentan gran cantidad 

de hospederos en los alrededores) a los que se encontraron expuestas estas 

últimas aunado a un manejo agronómico deficiente y la posibilidad de la 

transmisión de la bacteria por medio de podas con herramientas contaminadas 
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pudieron ser el vehículo de infección en campo, mismas condiciones ausentes en 

las plantas de invernadero con ambiente semicontrolado (Redak et al., 2004).  

6.5.3 Determinación de la presencia de Xylella fastidiosa en 

cicadélidos.  

Por su parte un resultado obtenido de 100% de incidencia de la bacteria Xylella 

fastidiosa en las poblaciones de cicadélidos y un 90-100% de la incidencia en 

plantas de campo en este ensayo también permite relacionar el comportamiento 

poblacional con la frecuencia de visita de hospederos objetivos como el café y 

suponer la posible transmisión eficiente de plantas de café infectadas a sanas por 

efecto de la actividad de los vectores o bien de forma interespecífica entre la 

vegetación circundante, de manera que ello indica que corresponden a uno de los 

principales medios de diseminación de la enfermedad en campo (Santos et al., 

2004). No obstante no todos los individuos se caracterizan por ser buenos 

vectores para la transmisión del patógeno Xylella fastidiosa ya que dicha cualidad 

está condicionada por la afinidad de colonización de la bacteria en el aparato 

bucal de los cicadélidos lo cual no es generalizado ni constate aún entre una 

misma especie (Redak et al., 2004), además de la frecuencia de alimentación a 

partir de plantas infectadas y de el estado juvenil o senil de los vectores 

(Brodbeck et al., 1995) que pierden la capacidad de infectar cada vez que 

generan una exúbia  (EPPO/CABI, 1996).  

 

Esto se refleja en las diferencias de absorbancias encontradas en la prueba 

serológica en las diferentes poblaciones de cicadélidos, las cuales a excepción de 

C7, C1 y NI no siguieron un patrón de abundancia y alta concentración endógena 

de la bacteria, lo que ha permitido suponer que no necesariamente se requieren 

de altas poblaciones de vectores para promover la enfermedad sino de vectores 

eficientes entendiéndose por eficientes aquellos vectores que presentan alta 

concentración de X. fastidiosa en su intestino anterior, dicha situación se 

evidencia al comparar la baja concentración de la bacteria en C13 (7% 

poblacional) con la alta concentración en C10 (2% poblacional) más de tres veces 

menos abundante esta última pero posiblemente más efectiva al infectar. 
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Poblaciones de microorganismos endógenos en los intestinos de los vectores 

pueden reducir la abundancia de X. fastidiosa al competir por un nicho o bien 

favorecerse por la alta exclusividad en una especie (Redak et al., 2004). También 

la imposibilidad de generar polisacáridos de adhesión o la inactivación de genes 

que permiten la adhesión de los biofilms bacterianos fuertemente a las paredes de 

la cutícula de los insectos son factores que se determinan el éxito de la bacteria 

en el interior de sus vectores (Hopkins, 1977; Newman et al., 2004). 

 

6.6 Infección vectorial de plantas de invernadero e n trampas con cicadélidos 

de campo en condiciones de laboratorio. 

 

La sobrevivencia de los insectos está determinada principalmente por las 

condiciones ambientales donde se desarrollan en conjunto con la disponibilidad 

de alimento, factores que permiten estimar la longevidad de las diferentes etapas 

del ciclo de vida de los mismos cuando están en condiciones idóneas para las 

especies en particular. Existe preferencia además por el lugar de alimentación de 

los insectos según su hábito y capacidad alimenticia. Muchos insectos dependen 

de momentos fenológicos de las plantas, de la secreción de sustancias en estas, 

de estímulos fotosensibles, la temperatura y la humedad que determinan su ritmo 

de alimentación diurno (Gillot, 1980). 

 

En este ensayo la obtención de individuos vivos luego de 15 días de cautiverio 

permite estimar que las condiciones proporcionadas fueron adecuadas para el 

desarrollo y alimentación de los insectos, situación requerida para evaluar la 

función vectorial de los mismos. En investigaciones realizadas por Segnini y 

Montagne (1986) sobre poblaciones de cicadélidos de Empoasca kraemeri 

mantenidos en condiciones de laboratorio (25ºC, 50-70%HR y criados sobre hojas 

de frijoles jóvenes) se reportó una longevidad promedio de los adultos de 42.40-

26.72 días sin diferencias estadísticas significativas entre los sexos, en este 

ensayo se presentan valores de sobrevivencia a los 15 días superiores para los 

machos cuando se crían en bandejas plásticas de mayor espacio y una 

sobrevivencia mayor para las hembras cuando se estiman en botellas de cría, 
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según Angarita y colaboradores (2007) el método de cría (incluyendo los 

recipientes) en insectos puede influir en la mortalidad de los mismos cuando se 

aplican o no factores de controlador sobre ellos. Sin embargo, en el caso de la 

población de edad desconocida empleada en esta investigación se considera que 

el factor determinante en la sobrevivencia fue la diferencia de madurez de las 

hembras y los machos, así como posiblemente factores de estrés diferenciales en 

los diferentes métodos de cría y al momento de la captura.   

 

Referente a la determinación de la presencia de la bacteria Xylella fastidiosa en 

los cuerpos de individuos vivos y muertos recuperados de las jaulas de cría se 

estima que la diferencia entre la absorbancia inferior para los individuos muertos 

es producto del cese de la interacción de la señal bioquímica entre las células de 

la cutícula del aparato bucal e intestino anterior de los insectos con las bacterias y 

su exopolisacárido de adhesión (Newman et al., 2004), además de la muerte 

progresiva del biofilm ante la escasez del alimento dentro del insecto, cuyo 

proceso de descomposición ha sido activado. Sin embargo, las absorbancias 

reportadas en ambos casos son altas y representan la capacidad de la bacteria de 

mantenerse en el interior del insecto por hasta ocho días en concentraciones 

infectivas detectables aún luego de que el insecto deje de alimentarse.  

 

Estas altas concentraciones dentro de los insectos permiten suponer una 

adecuada actividad de transmisión vectorial y una posible infección en los 

hospederos de café del ensayo. En cuanto a los síntomas observados al mes y 

medio en las plantas no se tiene certeza de que fueron producto del proceso de 

aclimatación en condiciones de invernadero que aumentaron la temperatura y 

disminuyeron la humedad relativa del ambiente proporcionando estrés hídrico 

(Salisbury y Ross, 1992) o bien por efecto de algún patógeno, y más bien no se 

descarta el efecto de una visita masiva de insectos chupadores que tienen la 

capacidad de ingerir cien veces su volumen corporal en sabia de sus hospederos 

(Redak et al., 2004).  
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Estos síntomas de estrés hídrico comúnmente son generalizados en la carga 

foliar de la planta, en este ensayo solo se acentuaron en las hojas bajeras donde 

según McElrone y Forseth (2004) se presentan de forma diferenciada los efectos 

de la colonización de los vasos del xilema por parte de Xylella fastidiosa, en 

estudios realizados por estos investigadores en hospederos alternativos del 

patógeno determinaron la diferencia que existe en la disminución de la 

fotosíntesis producto del estrés hídrico provocado por la transpiración excesiva y 

la pérdida de agua vía estomática a diferencia de la disminución de la tasa 

fotosintética producto del bloqueo por Xylella fastidiosa donde los efectos en las 

hojas bajeras se acompañan de acumulaciones excesivas de CO2 en las mismas 

y se progresa a la senescencia foliar por pérdidas no estomáticas. No obstante, al 

cabo de tres meses las plantas mostraron menos quemaduras en las hojas y una 

mayor carga foliar producto posiblemente del acondicionamiento a las condiciones 

climáticas del invernadero o bien de una baja concentración del patógeno que 

expresa síntomas solo ante condiciones extremas de estrés y en etapas del 

crecimiento específicas como lo proponen Feil y colaboradores (2003) apuntando 

más hacia una asociación de condiciones de estrés y deficiencias nutricionales de 

elementos inmóviles. 

 

Otro punto importante en este ensayo de infección vectorial es la detección del 

patógeno en diferentes lugares de las plantas infectadas, ya que los resultados 

mediante la prueba DAS-ELISA muestran incongruencias con la correspondencia 

de los síntomas en las partes bajeras de las plantas donde se dieron 

aparentemente los rasgos iniciales de un posible estrés causado por un patógeno. 

Las absorbancias en los tejidos jóvenes de las plantas indican que la incidencia 

de la bacteria es mucho mayor y frecuente en un 100% de las determinaciones a 

diferencia de los tejidos tomados de los entrenudos más leñosos (33.33% para 

solo una determinación) en contradicción con resultados de investigaciones que 

determinan la menor detección del patógeno en tejidos jóvenes donde el sistema 

vascular es más incipiente (Buzcan y Walker, 2004).  
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La alimentación de los cicadélidos es particular en los tejidos en crecimiento y por 

ende en el más joven, lo que puede justificar la mayor concentración de bacteria 

en las muestras tomadas del entrenudo 3. Existen investigaciones que proponen 

la traslocación del patógeno cuando se inocula en tejidos jóvenes hacia los tejidos 

maduros y la mayor concentración en estos últimos (Buzcan y Walker, 2004); sin 

embargo, en este ensayo el patógeno parece ser poco translocado cuando se 

infecta por medio de vectores y no de forma dirigida. Estas características de 

translocación y de colonización varían con respecto a los hospederos (Alves et al., 

2004) y ello puede ser el resultado del comportamiento en esta etiología, además 

del tiempo de incubación del patógeno, el cual se estima que alcanza 

concentraciones sintomáticas en café luego de 8 meses de incubación 

(EPPO/CABI, 1996). 

 

Se observaron además síntomas de deformación en las láminas foliares de 

algunas plantas, las cuales correspondían a hojas nuevas producidas luego del 

periodo de infección de los vectores y que correspondían a las regiones jóvenes 

de mayor absorbancia para la detección del patógeno lo cual guarda más 

correlación con un posible síntoma de Xylella fastidiosa que las quemaduras 

foliares de las hojas bajeras detalladas anteriormente.  

 

6.7 Infección mecánica de Xylella fastidiosa en plantas de invernadero. 

 

La principal razón que se estima para la ausencia de síntomas confiables y más 

generalizados de la infección de Xylella fastidiosa en las plantas ensayadas para 

ambos métodos de inoculación mecánica, al igual que lo propuesto para la 

infección vectorial, es el periodo de incubación del patógeno con respecto al 

hospedero de café, para el cual se estima que al menos ocho meses tarda la 

bacteria en alcanzar cantidades infectivas sintomáticas (EPPO/CABI, 1996). Este 

patrón varia según el hospedero donde se inocule, Hill y Purcell (1997) realizaron 

investigaciones encontrando en plantas de vid que la bacteria se puede reproducir 

a partir de un inóculo inicial de 5X105 UFC/g alcanzando al cabo de 25 días 5X108 

UFC/g y convirtiéndose en una planta de transmisión potencial, esta condición se 
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alcanza en hospederos de mora a los 22 días y en gramíneas a los 25. Otros 

investigadores han propuesto una infección más lenta donde se requieren al 

menos diez semanas para detectar síntomas en vid y 14 semanas para apreciar 

el cuadro típico de quema y encrespamiento foliar, aún cuando a las dos semanas 

de inoculado el material sea factible detectar al patógeno (Buzcan y Walker, 

2004). 

 

Respecto a los valores de absorbancias generados en este ensayo en las 

muestras de tejidos para ambos métodos de inoculación (valores de 0.202nm a 

0.277nm) se consideran concentraciones bacterianas bajas en comparación con 

el inóculo inicial de 2.0x107 UFC/ml (valores mayores a 2.000nm) y que 

posiblemente estas plantas infectadas no se comporten a este periodo luego de la 

inoculación como eficientes mecanismos de propagación para la bacteria, esto 

como el producto de la variación entre diferentes hospederos que guarda el 

patógeno y de una tasa de reproducción más lenta. 

 

El crecimiento de Xylella fastidiosa está relacionado con la colonización e invasión 

de tejidos adyacentes al inóculo y la formación del biofilm característico que 

afecta el transporte a través del xilema debido a la división anormal de los tejidos 

vasculares y en la corteza del pecíolo, tallo y mesófilo, reduciendo el numero de 

cloroplastos y aumentando la acumulación de cristales de oxalato de calcio en 

estas últimas, a estos niveles de invasión es cuando se permiten ver los síntomas 

de las patologías (Benetti et al., 1998). Según Alves y colaboradores (2004) el 

porcentaje de colonización es variable en los hospederos y en investigaciones 

realizadas en patrones de colonización de melocotón, cítricos y café se determinó 

que la relación de los síntomas expresados si guardan, al menos para el cultivo 

del café, una relación de aumento en el tiempo, ellos reportaron que la presencia 

de la bacteria en plantas con síntomas poco perceptibles es de 26% de 

colonización en los tejidos y alcanza una sintomatología severa cuando 

sobrepasa un 51.6% de la colonización. No obstante, esta condición no se 

mantiene constante entre los materiales que se ensayan ya que se han 
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encontrado concentraciones detectables en plantas asintomáticas (Fournier, 

2007). 

 

Otro factor que influye en la sintomatología y severidad de la enfermedad es la 

época de inoculación, la cual regula inclusive la recuperación de tejidos 

infectados. En ensayos establecidos para vid se ha demostrado que las plantas 

que se inoculan con Xylella fastidiosa ya sea vectorialmente o de forma artificial 

en los meses de crecimiento temprano de las plantas (abril-mayo) no se 

recuperan luego de una sintomatología severa temprana de la enfermedad, 

mientras que las plantas que se inoculan una vez superada la etapa tardía de 

crecimiento (junio-agosto) son recuperables hasta en un 100% (Feil et al., 2003). 

 

Se ha argumentado además que la expresión de los síntomas de la enfermedad 

corresponde muchas veces con las condiciones edafoclimáticas de las zonas 

afectadas funcionando como un detonante o un retardador de los síntomas 

severos, respecto a esto Benetti y colaboradores (2005) determinaron que en dos 

condiciones climáticas diferentes para el cultivo del café en Brasil la expresión de 

síntomas severos se presenta siempre que la planta enfrenta condiciones de 

estrés hídrico sin diferencias significativas en el nivel de ataque según sitio, 

evidenciándose la tolerancia bacteriana a diferentes climas. En esta misma 

investigación se detectaron diferencias por los lugares de preferencia de la 

bacteria dentro de la planta prefiriendo las venas centrales y el pecíolo en un sitio 

y el tallo y el pecíolo en el otro, observándose además que la bacteria no causa 

síntomas aéreos cuando coloniza las raíces en condiciones edafoclimáticas 

diferenciadas, de esta manera se determinó que es más influyente el lugar de 

colonización de la bacteria en la planta para la expresión de síntomas que las 

condiciones edafoclimáticas en si.  

 

Respecto a los resultados de esta investigación y considerando los factores 

anteriores se estima que la aparición esporádica de un posible síntoma de la 

bacteria Xylella fastidiosa (Figura 5.19) reportado para plantas de café en Brasil 

(Barquero, 20072) mediante Xf1 permite suponer un posible efecto del método de 
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inoculación sobre esta evidencia al comparar los datos de la efectividad de los 

métodos para infectar los tejidos. De esta forma la presencia de Xylella fastidiosa 

en cantidades detectables en un 96.7% de las muestras analizadas para el Xf1 

contra un 66.7% para Xf2 muestran que el tejido del pecíolo de las hojas de los 

entrenudos intermedios y sus condiciones morfológica son más favorables para la 

rápida colonización del patógeno, condiciones que no se comparten con los 

tejidos más esclerotizados de las regiones intermedias del entrenudo en el tallo 

contempladas en el protocolo Xf2, resultados que concuerdan con la distribución 

mayor del patógeno en estas regiones de la planta que en el tallo (Krivanek y 

Walker, 2005) y que respaldan en la posición anterior de preferencia por sitios de 

colonización (Benetti et al., 2005).  

 

Por otra parte la aparición de deformaciones en las láminas de hojas nuevas con 

bordes ondulados y levemente alargadas (Figura 5.21) correspondientes a la 

sintomatología reportada para Brasil, se descartan como posibles síntomas del 

patógeno ya que estas mismas deformaciones se observaron en los controles de 

la prueba, los cuales fueron inocuos para Xylella fastidiosa. Dichas 

malformaciones en el material se consideran producto del ambiente donde se 

desarrollan, así como el producto de la ontogenia y la posible invasión de otros 

patógenos virales característicos de ese tipo de malformaciones (Salisbury y 

Ross, 1992).  

 

Un aspecto importante de esta prueba es la absorbancia reportada en tejidos 

generados a partir del crecimiento posterior a la inoculación de las plantas, se 

considera que los valores positivos son producto de la traslocación de la bacteria 

por efecto de la potencial hídrico de la planta que permite llevar de forma 

sistémica las células bacterianas tanto de tejidos jóvenes a maduros como de 

estos últimos a jóvenes (Buzcan y Walker, 2004). En el caso de este ensayo solo 

se pudo medir con certeza la traslocación de tejidos maduros a jóvenes más no 

se descarta que la translocación general sea el resultado de encontrar cantidades 

proporcionales en tejidos maduros inoculados y en jóvenes no inoculados.  
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Según Krivanek y Walker (2005) la translocación bacteriana se puede comportar 

de forma diferente en tejidos resistentes y susceptibles inoculados artificialmente, 

mediante sus investigaciones realizadas en plantas de vid lograron determinar 

que luego de 12 meses en los materiales resistentes hay más concentración 

bacteriana en las hojas que en el tallo mientras que en materiales susceptibles la 

invasión sistémica es alta en ambas partes y esto es la diferencia entre las 

sintomáticas y asintomáticas infectadas.  

 

Relacionado a esto también se considera que las diferencias obtenidas en la 

absorbancia para los tejidos muestreados bajo un mismo método Xf1 o Xf2 son 

causa de la penetración heterogénea y parcial de la gota de inóculo, posición que 

según Buzcan y Walker (2004) tiene relación con la morfología y madures 

diferencial del lugar donde se inocule, ellos consideran que los tallos más suaves 

son más difíciles de inocular que aquellos tejidos más leñosos y maduros; sin 

embargo, en ambos tipos una vez inoculada al menos una pequeña concentración 

de bacteria se establece el patógeno en cantidades detectables. En ensayos 

realizados sobre plantas de vid se demostró la afinidad de colonización por 

lugares más específicos de las plantas como el segundo y tercer entrenudo 

localizados a distancias de 20-25cm del inóculo inicial (Buzcan y Walker, 2004), lo 

que además de exponer la translocación ya comentada de la bacteria en la planta 

permite suponer que las diferencias mostradas en las absorbancias entre sitios de 

la misma planta en este ensayo con hospederos de café es producto de la 

afinidad propuesta.       

 

También un elemento que influye en la determinación de las cantidades en 

plantas infectadas es el tipo de muestra que se utilice para detectar el patógeno, 

en ensayos realizados por Bextine y Miller (2004) determinaron que en tejidos 

igualmente infectados las muestras de savia exhiben mayores absorbancias (más 

del doble) para la detección de Xylella fastidiosa que las muestras de tejido 

macerado tanto en vid como en adelfa en plantas asintomáticas.  
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6.8 Infección mecánica de Geobacillus spp y Pseudomonas fluorescens en 

plantas de invernadero. 

 

La ausencia de sintomatología de la enfermedad de “Crespera” reportada para 

café en las plantas ensayadas permite suponer que factores como el poco tiempo 

de incubación de las bacterias para alcanzar las concentraciones sintomáticas 

(Hill y Purcell, 1997), las condiciones ambientales (Benetti et al., 2005), el poco 

éxito de los protocolos para incorporar los posibles patógenos en las plantas 

(Buzcan y Walker, 2004) así como la posible inocuidad de los microorganismos 

ensayados son factores que intervienen en los resultados mostrados en esta 

prueba los cuales no son concluyentes ni excluyentes al nivel del tiempo en que 

se evaluó (Figura 5.22 y 5.23).  

 

Al igual que en las malformaciones presentadas en el ensayo de inoculación de 

Xylella fastidiosa en las plantas inoculadas con Geobacillus spp y Pseudomonas 

fluorescens (Figura 5.24) se repitieron dichos síntomas en los controles de la 

prueba por lo que se consideran el efecto de la expresión del ambiente y el 

genotipo de las plantas que influyen la ontogenia normalizada, sin descartar la 

posibilidad de infección viral que provoque los síntomas (Salisbury y Ross, 1992).  
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CAPÍTULO 7 
 

CONCLUSIONES 
 

El protocolo C a diferencia del A y B mostró ser el más apto para la obtención de 

endófitos y microorganismos asociados de lento crecimiento y de baja densidad 

en los tejidos, el protocolo D para la obtención de microorganismos a partir de 

cicadélidos permitió obtener alta diversidad en los aislamientos.  

 

La temperatura de 28ºC y la incubación en ausencia de luz para los aislamientos 

de Xylella fastidiosa en BCYE, mostraron ser adecuados para obtener el 

crecimiento moderado a los 22 días de inoculación del patógeno mayormente 

asociado a la enfermedad de “Crespera”.  

 

Xylella fastidiosa se puede mezclar en cultivos de endófitos que crecen más 

rápidamente y cuya morfología colonial es más evidente que la del patógeno.   

 

Las pruebas bioquímicas preliminares en agar TSI contribuyeron con el patrón 

metabólico de la prueba BIOLOG para dirigir con mayor exactitud la identificación 

de microorganismos bacterianos en cultivos puros. 

 

Salvo el aislamiento Serratia marcenses ID 1, que se encontró tanto en 

cicadélidos como en plantas, el resto de los microorganismos no correspondieron 

entre si, suponiendo una barrera biológica de penetración en las plantas para la 

mayoría de microorganismos endógenos en cicadélidos.  

 

No hay certeza que los resultados obtenidos en la prueba serológica DAS-ELISA 

correspondieron a deficiencias en la sensibilidad de la misma, sin embargo se 

debe acompañar dicha prueba con la validación mediante PCR para asegurar la 

identidad de los aislamientos. 

 

La acumulación de cristales foliares ante la presencia de Geobacillus spp y 

Staphylococcus cohnii, así como, la proliferación de Pythium spp ID9 en las hojas, 
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permitió discriminar la patogenicidad cualitativa de estos microorganismos. La 

contaminación de los ensayos distorsionó el efecto real de los microorganismos al 

igual que la madurez diferencial y el estado fisiológico del tejido.  

 

Los cicadélidos C07 mostraron ser un vector eficiente para la transmisión del 

patógeno Xylella fastidiosa en tejidos jóvenes de plantas de café cuando se 

mantuvieron en laboratorio a 23ºC y 70% de humedad relativa. 

 

Generalmente las poblaciones más abundantes de cicadélidos colectados 

presentaron las concentraciones más altas de Xylella fastidiosa. 

 

El método de inoculación mecánica en pecíolos de hojas intermedias, mostró ser 

más adecuado para incorporar a Xylella fastidiosa en cantidades detectables en 

las plantas que el método de puntura en la región del entrenudo. Ambos métodos 

determinaron la capacidad de la bacteria de translocarse dentro de la planta.  

  

El periodo de observación para la producción de posibles síntomas de la 

enfermedad “Crespera en café” en los bioensayos de infección con el patógeno 

Xylella fastidiosa y los endófitos Geobacillus spp y Pseudomonas fluorescens se 

consideró insuficiente.  
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CAPÍTULO 8 
 

RECOMENDACIONES 
 

Combinar protocolos de aislamiento de endófitos, medios de cultivo más 

estádares y condiciones de incubación variables para acumular mayor número 

obtenciones y evaluar la relación que pueden tener estos con la enfermedad de 

“Crespera en Café”. 

 

Aplicar técnicas moleculares de mayor especificidad y confianza que las pruebas 

bioquímicas para la identificación de endófitos y patógenos a nivel de especie, 

para mantener una base de datos microbiana más específica. 

 

Mantener bioensayos de los endófitos obtenidos sobre material vegetal a 

diferentes condiciones ambiéntales para determinar la posible estimulación 

patogénica estacional de las obtenciones. 

 

Enfocar investigaciones en los aislamientos diferenciales de microorganismos en 

plantas y cicadélidos, considerando a los primeros como posibles barreras 

biológicas de entrada y control biológico de otras especies potenciales 

fitopatógenos presentes en los segundos.   

 

Realizar investigaciones enfocadas en la capacidad metabólica de Xylella 

fastidiosa de convivir por mecanismos sintróficos o mutualista con endófitos para 

avanzar en su biocontrol. 

 

Mantener en observación las plantas asintomáticas en las cuales se detectó 

Xylella fastidiosa ante el posible crecimiento reducido y lento metabolismo de este 

patógeno, antes de alcanzar cantidades infectivas sintomáticas. 

 

Ensayar diferentes combinaciones y cultivos puros de microorganismos en 

conjunto con el patógeno Xylella fastidiosa para dilucidar una posible interacción o 

la acción singular en hospederos seleccionados.  
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CAPÍTULO 10 
 

APÉNDICES 
 
 

Apéndice 1. Detalle de inoculación en protocolo A d e obtención de 
endófitos. 
 

 
Microsoft Paint 5.1 

Diagrama de inoculación según protocolo A de tejidos en placa de medio 
semisólido BCYE a 31ºC para determinar el crecimiento microbiológico y la 
posibilidad de obtención de bacterias de lento crecimiento asociadas al hábito 
endófito. 
 
 
Apéndice 2. Detalle de inoculación en protocolo B d e obtención de 
endófitos. 
 

 
Microsoft Paint 5.1 

Diagrama de distribución aleatoria de puntos de savia para el Protocolo B 
inoculado en medio semisólido BCYE a 24ºC para determinar el crecimiento 
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fúngico y la posibilidad de obtención de bacterias de lento crecimiento asociadas 
al hábito endófito..  
 
Apéndice 3. Detalle de inoculación en protocolo C d e obtención de 
endófitos. 
 

 
Microsoft Paint 5.1 

Diagrama de distribución de inoculación para el Protocolo C inoculado en medio 
semisólido BCYE a 26ºC para determinar el crecimiento microbiano y la 
posibilidad de obtención de bacterias de lento crecimiento asociadas al hábito 
endófito. 
 
 
Apéndice 4. Registro fotográfico de las bacterias a isladas mediante los 
diferentes protocolos de extracción ensayados.   
 
 

ID Microorganism
o Colonia en medio BCYE Objetivo de 

Observación 

1 Serratia  
marcenses 

 

 
 

4.0X 

2 Geobacillus 
 spp 

 
 2.0X 
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3 Enterobacter 
 spp 

 

 
 

2.5 X 

4 Pseudomonas 
fluorescens 

 

 
 

4.0 X 

5 Raoultella 
 terrigena 

 

 

2.0X 
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6 

 
 
 
 
 

Raoultella 
planticola 

 

 
 

 
 
 
 
 
 

2.0X 

7 Staphylococcus 
sciuri 

 

 
 

3.0X 

8 Enterobacter  
spp 

 

 
 

2.5X 
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9 Serratia 
 marcenses 

 
 

2.0X 

10 Enterobacter 
aerogenes 

 

 
 

3.0X 

11 Bacillus 
 spp 

 

 
 

2.0X 
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12 Sphingomonas 
paucimobilis 

 
 

4.0X 

13 Klebsiella 
 spp 

 

 
 

3.5X 

14 
Bacillus 

amyloquefacien
s 

 

 

2.0X 

15 Carnobacterium 
mobili 

 
2.0X 
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16 Phantoea 
 spp 

 
 

2.0X 

17 Raoultella 
 terrigena 

 
 

2.0X 

18 Streptococcus 
sobrinus  2.0X 
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19 Bacillus 
 spp 

 
 

2.0X 

20 Staphylococcus 
cohnii 

 
 

2.0X 
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21 Xylella 
 fastidiosa 

 

 

3.5X 

 
Microsoft Paint 5.1 
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Apéndice 5. Registro fotográfico de hongos aislados  mediante los diferentes protocolos de extracción e nsayados. 
Aislamientos fúngicos no levaduriformes. 
 

ID Microorganismo Crecimiento 
en placa Micelio Obj  Estructuras 

reproductoras Obj 

1 Phytium spp 

 

 
 

 

 

40X 

  

 

40X 

2 No identificado 

 

 
 

 

 

40X 

 

No encontradas ___ 
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3 

 
 

No identificado 

 
 

 

 
 
 

40X 

 
 
 

No encontradas 

 
 
 

___ 

4 Aspergillus spp 

 

 
 

 

 

40X 

  

 

40X 

5 Cladosporium 
spp 

  

40X 

 

 

100
X 
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6 Paecilomyces 
spp 

  

40X 

 

 

40X 

7 Cladosporium 
spp 

 

 

 

 

40X 

  

 

100
X 

8 Beauveria spp 

 

 

 

 

100
X 

  

 

100
X 
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9 Phytium spp 

  
 

40X 

 

 

100
X 

11 Noidentificado 

 

 
 

 

 

40X 

 

No encontradas ___ 

12 Aspergillus spp 

 

 

 

 

40X 

  

 

40X 

. 
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Apéndice 6. Registro fotográfico de hongos aislados  mediante los diferentes 
protocolos de extracción ensayados. Aislamientos le vaduriformes. 
 
 

ID Microorganism
o Colonia en agar BCYE Objetivo de 

Observación 

10 No identificado 

 

 
 

3.0X 

13 No identificado 

 

 

2.0X 
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CAPÍTULO 11 
 

ANEXOS 
 

 

Anexo 1. Reactivos para la elaboración del medio de  cultivo Agar Triple 
Azúcar TSI (1L) y su nomenclatura de interpretación . 
 
 

Reactivo Cantidad  
Extracto de Carne 3.0g 

Extracto de Levadura 3.0g 
Peptona 15.0g 

Proteosa peptona 5.0g 
Lactosa 10.0g 

Sacarosa 10.0g 
Glucosa 1.0g 

Sulfato ferroso 0.2g 
Cloruro de Sodio 5.0g 

Tiosulfato de Sodio 0.03g 
Agar 12.0g 

Rojo de Fenol 0.024g 
Agua destilada 1L 
Fuente: Rodríguez., 20051. 

 
 
Se ajusta el pH a 7.4 unidades y se autoclave a 121ºC por 15 minutos. Se 
dispensa el medio en tubos inclinados. A continuación las posibles reacciones y 
su interpretación para la prueba de fermentación de carbohidratos en agar TSI.  
 
 
 
Nomenclatura  Interpretación 

K/A Fermentación única de glucosa, utilización de peptona 
A/A Fermentación de Glucosa y Lactosa/Fructuosa 
K/K Utilización de peptona sin fermentación de carbohidratos 

K/NC Utilización de peptona exclusiva aerobia sin fermentación de 
carbohidratos 

NC/NC Nulo o poco crecimiento, no catabolismo de peptona ni de azúcares 
A/A, G A/A y producción de gas 

A/A, H2S A/A y producción de H2S 
A/A, G, H2S A/A y producción de gas + H2S 

K/A, G K/A y producción de gas 
K/A, H2S K/A y producción de H2S 

K/A, G, H2S K/A y producción de gas + H2S 
 
Fuente: Rollins y Joseph, 2000. Summary of Possible TSI Reactions. 
<http://life.umd.edu./classroom/bsci424> (25/05/2008). 
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Anexo 2. Clasificación según ID de insectos cicadél idos para evaluación de 
colectas. Documento Interno Centro de Investigación  en Café de Costa Rica 
CICAFE. 
 
 
 
 

Nombre común Código C 
 

Registro Fotográfico 
 

Rayado 01 

 

Rayado Celeste 02 

 

Rayado Amarillo (1) 03 

 

Rayado Amarillo (2) 04 
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Rayado Amarillo (3) 05 

 

Cabeza Manchada 06 

 

Manchado sin anillo 07 

 

Manchado con anillo 
(Marrón) 08 

 

Manchado con anillo 
(Marrón oscuro) 09 
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Manchado con anillo 
(Café) 10 

 

Rayado Verde amarillo 11 

 

Manchado 2 12 

 
 

 
 

Cabeza Manchada 2 13 

 

Cabeza Manchada 3 14 

 

Manchado 15 

 
Liso Rojo 16  
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Liso Naranja 17 

 
 

 
 
 

Alas Fuego 18 

 
 

 
 
 

Alas Fuego 19 

 
 

 
 
 

Liso Verde Claro 20 

 

Liso Verde 21 
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Liso Verde Oscuro 22 

 

Alas Mosaico 23 

 

Tipo Avispa 24 

 

Tipo Saltamontes 25 

 

Tipo Saltamontes Oscuro 26 

 
 
 
 

Microsoft Office Excell 2003 
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Anexo 3. Reactivos para la elaboración del medio de  cultivo BCYE (1L). 
 

Reactivo Cantidad  
Extracto de Levadura 10.0g 

Carbón Activado 2.0g 
L-Cisteina HCl 0.4g 

Pirofosfato Férrico 0.25g 
Buffer Aces 10.0g 
Bacto Agar 17.0g 

H2O 970ml 
KOH 1N 30ml 

Fuente: Wells et al., 1987. 
 

Elaboración: Se calienta el buffer Aces in 500ml de agua destilada a 50ºC. Se 
adiciona 30ml de KOH 1N en 440ml de agua destilada y se agregan 2.0g de 
carbón activado y se mezcla con el buffer Aces. Se le agrega el extracto de 
levadura y se regula el pH a 6.85. Se le adiciona el agar y se autoclava por 20min 
a 1atm. Luego de esterilizado se deja enfriar la solución a 50ºC y se agregan la L-
cisteina y el pirofosfato férrico, ambos previamente disueltos en 30ml de agua 
destilada y filtrados en filtros millipore de 0.22um (Wells et al., 1987). Se 
dispensan por el método de vaciado en placa (Montero, 2006). 
 
 
Anexo 4.  Preparación de solución de ensayo e inter pretación de la Prueba 
de KOH  
 
Se prepara una solución de KOH al 3% y se colocan dos gotas en un 
portaobjetos. Se toma una asada de un cultivo joven (24-48 horas de crecimiento) 
y se expone disolviéndose en las gotas, la reacción positiva (KOH +) evidencia la 
presencia de bacterias Gram negativas con la formación de un hilo que se adhiere 
al asa cuando esta se retira de las gotas de KOH que tienen las bacterias 
disueltas. Este hilo es el ADN resultante de la disolución de la membrana celular 
de las bacterias. La reacción KOH- corresponde a las bacterias Gram positivas las 
cuales no pierden la integridad con una exposición leve al reactivo (Villalba, 
2007).     
 
 
 
Anexo 5.  Preparación de solución de ensayo e inter pretación de la Prueba 
de Catalasa 
 

Se coloca una gota de peróxido de hidrógeno concentrado en un portaobjetos. Se 
toma una asada de un cultivo bacteriano joven (24-48 horas de crecimiento) y se 
expone a la gota. La presencia de burbujas producto de la acción de la enzima 
catalasa sobre el sustrato peróxido indica la presencia de bacterias catalasa 
positivas, la ausencia de dichas burbujas se considera catalasa negativas 
(Villalba, 2007).  
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Anexo 6.  Aplicación e interpretación de la Prueba Tinción de Gram.  
 
 
Consiste en la identificación de bacterias Gram positivas y negativas. Se aplica 
sobre un rayado concentrado de colonias de cultivos jóvenes (24-48 horas de 
crecimiento) disueltas en una gota de agua destilada estéril y fijada con calor al 
portaobjetos. Se aplica por 1minuto una solución de cristal violeta y se realiza 
luego un lavado con agua destilada, luego se aplica por un minuto el reactivo lugol 
seguido de otro lavado, posteriormente se decolora la fijación con decolorante 
(alcohol 90%: Acetona (1:4)) por cinco segundos y se realiza un lavado. Por 
último la placa se expone a una solución de safranina por un minuto y 
posteriormente se realiza un lavado con agua destilada. Se deja secar la lámina. 
Se visualiza al microscopio y se consideran positivas aquellas células que 
retengan el cristal violeta y la safranina en su membrana celular, visualizándose 
células moradas. Las bacterias Gram negativas no retienen el cristal violeta, solo 
lo hace con la safranina viéndose de color rosado (Villalba, 2007). 
 
 
Anexo 7. Reagent Set. DAS ELISA, Peroxidase Label. Agdia Inc. 2008 2. Ficha 
Técnica del Protocolo de Detección para eL Patógeno  Xylella fastidiosa (m 
17.3). <http://www.agdia.com/doc/m17.3.pdf > (Consultado 14/07/2008). 
 
 
Variaciones en el protocolo 

 

A continuación se detalla el proceso según etapas y la formulación de 

amortiguadores y conjugados requeridos, así como, las variaciones que se 

permitieron durante la prueba. 

 

Materiales adicionales 

 

Caja pequeña de polietileno con tapa 

Servilletas de papel toalla 

Tijeras metálicas 

Microtubos eppendorf estériles 2ml 

Puntas micropipeta estériles (10, 100 y 1000ul) 

Micropistilos plásticos 

Placa de microtitulación 

Soporte contenedor de nula interacción de 20ml 
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Reactivos proporcionados 

 

Dilución concentrada anticuerpo de captura Agdia 1:200 

Solución MRS 5X 

Dilución concentrada anticuerpo de conjugación Agdia 1:200 

Solución de sustrato Peroxidasa TBM 

 

Equipo requerido 

 

Lector Espectrofotometro de Microtitulados calibrado 650nm 

Equipo de refrigeración estable a -5ºC 

pH metro 

Micropipetas 10, 100 y 1000ul 

 

A Procedimiento 

 

Se prepararon cámaras húmedas confeccionadas con cajas plásticas de 

polietileno semitransparente con tapa con una servilleta limpia de papel 

humedecida con agua destilada en el interior de cada caja. Se rotularon según el 

día inicial de proceso de las muestras. Las pruebas se documentaron en mapas 

de detección según la nomenclatura propuesta por la casa comercial en la hoja de 

control de la prueba. La cantidad de pozos para volúmenes efectivos empleados 

en cada prueba se determinó según el número de muestras a analizar sumando 

los controles negativos, controles positivos y la validación dedicada al sustrato 

además de la suma del 10% de la cantidad total de pozos como factor de error y 

estimación para margen de holgura de trabajo. 

 

 

• Recubrimiento inicial de la placa 
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Se preparó el Amortiguador Carbonato de Recubrimiento (Carbonate Coating 

Buffer 1X) empleando 0.16g de Carbonato de Sodio (anhidro) y 0.29g de 

Bicarbonato de Sodio disueltos en 100ml de agua destilada estéril. Se prescindió 

del reactivo Azida de sodio de la formulación original (Véase anexo 1, Buffer 

Formulations). La solución se calibró a 9.6 unidades de pH y se almacenó a 4ºC. 

Se preparó una dilución del anticuerpo de captura (Anti-Xf) en soportes de nula 

interacción utilizando el buffer de recubrimiento a razón de 1:200 (ul anticuerpo: ul 

buffer) de manera que el volumen resultante satisficiera la cantidad total de 

muestras a analizar según 100ul por cada pozo requerido.  

 

Se depositó con ayuda de una micropipeta de puntas estériles un volumen de 

100ul por pozo de la dilución del anticuerpo de captura según el mapa de 

localización de las muestras. La placa una vez cubierta se colocó en una cámara 

húmeda y se incubó por 4 horas en un cuarto regulado a 24ºC y 67% HR. Cuando 

la prueba se inició en el transcurso de la tarde se colocó en refrigeración a 4ºC 

por un periodo de 12-18 horas en un proceso homólogo de incubación conocido 

como overnight avalado por el protocolo en cuestión.   

 

Luego de la incubación de la placa se decantó la solución de recubrimiento de la 

placa de microtitulación mediante un movimiento de inversión rápido y se lavó con 

el Amortiguador de Lavado PBST 1X preparado mezclando en 1000ml de agua 

destilada 8.0g de Cloruro de Sodio, 1.15g de Fosfato de Sodio Dibásico (Anhidro), 

0.2g de Fosfato de Potasio Monobásico (Anhidro), 0.2g de Cloruro de Potasio y 

0.5g de Tween-20 ajustando el pH a 7.4 unidades y almacenándose a 

temperatura ambiente (Véase anexo 1, Buffer Formulations). Dicho buffer se 

empleó el mismo día de su elaboración. Se realizaron cuatro lavados en total para 

este paso. El exceso de buffer de lavado PBST 1X se secó mediante inversiones 

repetidas de la placa sobre papel toalla seco. 

 

• Montaje de las muestras 
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Las muestras se procesaron previamente de forma rápida empleando 

micropistilos para macerar 0.1g de tejido seleccionado en 1ml de Buffer de 

Extracción General GEB el cual se preparó mezclando 1.3g de Sulfito de Sodio 

(Anhidro), 20.0g de Polivinilpirrolidona, 2.0g de Leche descremada en polvo y 

20.0g de Tween-20 por cada litro de solución disuelta en el Buffer PBST 1X 

preparado previamente. Se prescindió del reactivo Azida de Sodio de la 

formulación original y se sustituyó la Albúmina de Huevo pulverizada Grado II 

(pollo) por la leche descremada en polvo. El pH del buffer se reguló a 7.4 

unidades y se almacenó en refrigeración a 4ºC (Véase anexo 1, Buffer 

Formulations). Una vez macerada cada muestra se colocó en una gradilla de 

tubos rotulada y se congeló el macerado resultante para su posterior procesado. 

 

Cada muestra se descongeló a temperatura ambiente y se centrífugo por 2min a 

6000rpm luego de una breve agitación en vortex que incluiyó los controles de la 

prueba. Una vez sedimentados los sólidos de cada muestra se recuperó un 

volumen de 300ul de la solución para análisis con una micropipeta de puntas 

estériles y se colocó 100ul por pozo para un total de tres pozos por cada muestra 

según el mapa de localización específico para la prueba. La placa se cubrió con 

cinta adhesiva superficialmente y se incubó en una cámara húmeda a 24ºC y 67% 

HR durante dos horas. Cuando la incubación inició en el transcurso de la tarde la 

placa se colocó en refrigeración a 4ºC por un periodo de 12-18 horas en un 

proceso homólogo de incubación conocido como overnight avalado por el 

protocolo en cuestión. 

 

Luego del periodo de incubación se eliminó la solución de cada muestra mediante 

una rápida inversión de la placa y se realizaron 6 lavados adicionales con el buffer 

PBST1X preparado previamente. La placa se secó como se indicó anteriormente.    

 

• Adición del conjugado de la enzima peroxidasa 

 

En un periodo previo de 10min antes de finalizar la preparación de la placa para la 

adición del anticuerpo conjugado con la enzima peroxidasa de reacción se 
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preparó una solución del reactivo Diluyente de la Enzima Conjugada empleando 

el reactivo MRS Componet proporcionado por el kit de detección y un volumen del 

buffer PBST 1X a razón de 1:4 v/v. A este diluyente se le adicionó el conjugado de 

la enzima peroxidasa a razón de 1:200 según volumen enzima: diluyente acorde a 

la cantidad de muestras a analizar según 100ul por pozo empleado en la prueba. 

 

Una vez seca la placa y posterior a los 10min de incubación del conjugado 

enzimático se procedió a colocar 100ul del mismo por pozo según el mapa de 

localización de muestras empleando una micropipeta de puntas estériles. La placa 

se tapó superficialmente con cinta adhesiva y se incubó en una cámara húmeda a 

24ºC y 67% HR durante dos horas.  

 

Luego de la incubación se decantó el conjugado y se realizaron seis lavados 

adicionales con el buffer PBST 1X como se indicó anteriormente y se secó el 

exceso con papel toalla.   

 

• Aplicación del Sustrato TBM peroxidasa y lectura de  la 

absorbancia de la reacción 

 

Se colocó un volumen de 100ul de la solución del sustrato TBM para peroxidasa 

proporcionado por el kit de detección mediante una micropipeta de puntas 

estériles según los pozos indicados en el mapa de localización. En este paso se 

evaluaron tres pozos controles neutros que contenían solo el volumen del sustrato 

TBM peroxidasa. Se realizó en una cámara con luz tenue y se incubó a 24ºC y 

67% HR durante 15-20 minutos.  

 

Posterior al periodo de incubación se colocó la placa en el soporte del aparato 

espectrofotómetro: Original Multiskan (Modelo 355) de Thermolab System © 

calibrado a 650nm de longitud de onda y se obtuvieron los datos de la 

absorbancia para cada muestra. 
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• Interpretación de resultados 

 

Las absorbancias reportadas para cada muestra se sumaron y promediaron para 
obtener un valor absoluto de análisis el cual se comparó con el parámetro 
evaluador específico para cada detección. Este último fue obtenido mediante la 
suma de una, dos y tres desviaciones estándar al promedio de absorbancias (3 
sigma) de los controles negativos. Para aceptar la prueba dentro de los límites de 
confianza se consideró como valida la determinación si el sustrato evaluado 
presentó nula o mínima absorbancia y el control negativo presenta una 
absorbancia menor al control positivo. 
 
 
 
Anexo 8. Reactivos para la elaboración de un litro de medio de cultivo Papa 
Dextrosa Acidificado (PDA).  
 

 
 Reactivo Cantidad  

Puré de papa 200g 
Dextrosa 15g 

Agar 17g 
Agua destilada 1L 

Fuente: Villalba, 2007. 
 

Se hierve un litro de agua y se coloca el puré de papa hasta que la masa se 
ablande. Luego se filtra el cocido y se afora el volumen del recuperado a 1L con 
agua destilada. Se agregan la dextrosa y el agar y se agita vigorosamente hasta 
disolver. Se autoclave el medio por 15 minutos a 121ºC (Villalba, 2007). 
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