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Resumen

El objetivo de este trabajo fue evaluar en campo el efecto de la aspersion de la cepa Serratia marcescens
IBC-CR18 como potencial agente de biocontrol de la roya del café (Hemileia vastratix) en plantas de
café arabe variedad “Marago” de siete meses de edad. Se evalud el cultivo crudo (10° UFC mL' maés
metabolitos) obtenido en caldo nutritivo por 72 h bajo fermentacion estatica a 26 °C (+ 2 °C) y el cultivo
crudo sometido a congelacion por 48 h previamente a la aspersion en campo, con la finalidad de inactivar
las células bacterianas. Se incluyd un tratamiento quimico convencional (oxicloruro de cobre al 85%
como ingrediente activo, a dosis de 5 g L'! de agua), un biofungicida comercial a base de Bacillus subtilis
(Serenade® Opti, 5 g L") y un Control (agua). El analisis de medidas repetidas del indice de infeccién
mostr6 diferencias altamente significativas entre tratamientos (Fs437=4.47; P=0.0015), las cuales se
presentaron al final del ensayo. Después de la aspersion de los tratamientos sobre las plantas de café, el
biofungicida comercial fue el que presentd el menor valor de area bajo la curva del progreso de la
enfermedad (abcpe) con respecto a los demas tratamientos y al Control (F4115=3.00; P=0.02) y caus6
retrasé en la epidemia por 20.3 dias en comparacion con el testigo. Los tratamientos a base del cultivo
crudo de la bacteria y cultivo crudo congelado retrasaron el progreso de la enfermedad por 12.2 y 15.3
dias, respectivamente, con respecto al Testigo.

Field evaluation of Serratia marcescens |BC-CR18 as

biocontrol agent of the Coffee leaf rust

Abstract

The aim of this work was to assess in the field the effect of Serratia marcescens strain IBC-CR18 as
potential biocontrol agent of the coffee leaf rust (Hemileia vastratix), sprayed onto seven months-old
Arabic coffee plants cv. “Marago”. We evaluated the crude culture of the strain (10° UFC mL-! and
metabolites) grown on nutrient broth during 72 h under static fermentation at 26 °C (£ 2 °C) and the crude
culture subjected to freeze-thaw 48 h before field spraying, with the objective to inactivate the bacterial
cells. A conventional chemical treatment (85% cupper oxychloride as active ingredient, at a dose of 5 g
L' of water), a commercial biofungicide based on Bacillus subtilis (Serenade® Opti, 5 g L") and a
Control (water) were included. The repeated measures analysis of the infection indices revealed statistical
differences between treatments (F4437=4.47; P=0.0015), which were noticeable at the end of the field
trial. After spraying of the treatments on coffee plants, the commercial biofungicide accumulated the
lowest amount of disease (area under disease progress curve) in comparison to the rest of the treatments
and control (F415=3.00; P=0.02), and caused a delay of the epidemics for 20.3 days as compared to
Control. On the other hand, bacterial crude culture and freeze-thaw crude culture, delayed the disease
progression for 12.2 y 15.3 days, respectively, in comparison to Control.
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1. Introduccién

A nivel mundial, México se ubica dentro de los primeros diez
paises productores de café (Canet Brenes et al., 2016).
Durante el afio 2021, se produjeron 947 000 ton de café
cereza en una superficie de alrededor de 710 000 ha, donde
Chiapas contribuyd con el 36% de la produccion total (SIAP,
2021). En México, la mayoria de la produccion de café se
obtiene de las variedades arabigas (Coffea arabica L.), las
cuales ofrecen alta calidad de taza pero que en campo son
altamente susceptibles al hongo Hemileia vastatrix, agente
causal de la roya del café¢ (Hernandez et al., 2021). Este
hongo es considerado el patdgeno mas destructivo y de
mayor importancia econdémica para el sector cafetalero a
nivel mundial, el cual puede provocar pérdidas en
rendimiento  superiores al 35% y tener impacto
epidemioldgico poliético en los afios posteriores a su
aparicion en las plantaciones (Talhinhas et al., 2017).

La roya del café fue detectada por primera vez en México en
1981, especificamente en el Soconusco, Chiapas (Barrera-
Gaytan y Gomez-Ruiz, 2019), pero durante los subsecuentes
30 afios no se observaron niveles de infeccion
econdmicamente importantes en los cafetales sembrados con
las variedades susceptibles de café arabigo que se cultivaban
tradicionalmente por esos afios (arabe, bourbon, marago,
catuai). Sin embargo, durante el 2012 se presentaron niveles
atipicos de la enfermedad en los cafetales de las regiones
Soconusco y Sierra de Chiapas que oscilaron alrededor del
74% de incidencia y 30% de severidad, lo que causé una
defoliacion promedio de 36% en los cafetos (Barrera et al.,
2013; Libert-Amico y Paz-Pellat, 2018) y pérdidas del 20%
en rendimiento que fueron incrementdndose en los afios
posteriores. Los especialistas han coincidido que los
cambiantes patrones climaticos generados por el
calentamiento global han impactado la dindmica de las
epidemias de roya del café (Barrera et al., 2013; Canet Brenes
et al., 2016; Henderson, 2019; Libert-Amico y Paz-Pellat,
2018). Aunque las variedades arabigas de café “Typica” y
“Bourbon” son las preferidas por los productores, éstas se
han sustituido por la especie tolerante ‘“Robusta” (C.
canephora Pierre ex Froehner) o por variedades e hibridos de
C. arabica resistentes a la roya (Libert-Amico y Paz-Pellat,
2018, Hernandez et al., 2021). Sin embargo, se han
encontrado muchas variantes de H. vastatrix que han llegado
a superar esta resistencia (Talhinhas et al., 2017).

El desarrollo de la enfermedad inicia cuando las
urediniosporas germinan, lo cual ocurre entre las 12 y 24 h
posteriores a su llegada a las hojas y requiere de una pelicula
de agua sobre la superficie foliar. Al cabo de 48 h se generan
los apresorios sobre los estomas e ingresa el micelio al
interior de la hoja. Los sintomas aparecen 14 dias después de
la germinacién y la esporulaciéon ocurre entre los 2 o 4 dias
posteriores a la aparicion de los sintomas. Las temperaturas
de 22 a 26 °C favorecen los procesos del hongo (Barrera-
Gaytan et al., 2014; Toniutti et al., 2017). La roya causa
dafios en las las hojas, las ramas y en casos de alta severidad
también en los frutos del café, ademas de provocar la
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defoliacion total o parcial de los cafetos. Inicialmente la
enfermedad se manifiesta como puntos clordticos que con el
tiempo se vuelven manchas necroéticas, sobre las cuales se
forman esporulaciones polvosas de tonalidad amarillo-
naranja y que finalmente conducen a la muerte del tejido
infectado (Barrera-Gaytan et al., 2014; Toniutti et al., 2017).
El manejo de la enfermedad se realiza principalmente
mediante la aplicacién de fungicidas sintéticos como el
oxicloruro de cobre (de contacto) y triazoles (curativos,
sistémicos) que previenen y eliminan el establecimiento del
indculo del patogeno sobre la superficie de las hojas y tallos
(Talhinhas et al., 2017). Sin embargo, el oxicloruro de cobre
es el preferido por tratarse de un fungicida relativamente
barato, aunque su efectividad es limitada y se requieren
aplicaciones continuas para lograr resultados favorables de
control. Desafortunadamente, el uso continuo de este
fungicida puede llegar a causar problemas de contaminacién
ambiental (Hernandez et al., 2021). Esta situacion ha
propiciado la busqueda de estrategias alternativas de
biocontrol mediante el uso de microorganismos, los cuales
son de bajo riesgo para el ser humano y de bajo impacto
ambiental (Pandit et al., 2022; Rettinassababady y
Jeyalakshmi, 2014).

Los microorganismos ejercen varios modos de accion contra
los hongos fitopatdgenos: induccion de resistencia vegetal,
competencia por espacio y nutrientes, hiperparasitismo y
antibiosis (mediante la produccién de enzimas micoliticas y
metabolitos secundarios) (Kohl et al., 2019). Uno de los
microorganismos ampliamente estudiados como agentes de
biocontrol de fitopatogenos ha sido la bacteria Serratia
marcescens (Enterobacteriaceae), la cual se caracteriza por
tener un variado metabolismo secundario que la hace ser un
potencial candidato agente de biocontrol de H. vastratrix
(Soenens e Imperial, 2020). Por esta razon, el objetivo del
presente estudio fue evaluar en campo los metabolitos
extracelulares y las células bacterianas de S. marcences cepa
IBC-CR18, como agente de biocontrol de la roya del café en
una plantaciéon comercial del Soconusco, Chiapas, México.

2. Materiales y métodos

2.1. Microorganismo

La bacteria Serratia marcences IBC-CR18 (antes FCA-
CR18, en lo sucesivo referida como IBC-CRI18) fue
proporcionada por el cepario del Instituto de Biociencias de
la Universidad Auténoma de Chiapas. La bacteria fue aislada
de rizésfera de plantas de café variedad Bourbon en la
localidad Plan Esperanza de la zona media-alta del municipio
de Tapachula, Chiapas, México (Camposeco, 2017).

2.2. Preparacion del indculo de S. marcescens IBC-CRI18
Después de la reactivacion de la cepa en agar nutritivo, la
bacteria fue cultivada en caldo nutritivo (pH 7) por 72 h bajo
fermentacion estatica a temperatura ambiente (26+2 °C).
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2.3. Tratamientos

Se evaluaron dos tratamientos de S. marcescens: 1) cultivo
crudo (metabolitos y 10° UFC mL™") y 2) cultivo crudo
sometido a congelacion (-8 °C por 48 h), para inactivar las
células bacterianas y evaluar en campo unicamente el efecto
de los metabolitos extraceluares. Los tratamientos se
realizaron durante el afio 2021 en una plantaciéon comercial
de caf¢ arabe variedad Marago, ubicada en el Canton el
Triunfo municipio de Tapachula, Chiapas, México, en el
rancho los Olivos (14°58°34.6”, N 92°13°24.8”, 440 msnm).
El promedio de precipitaciéon oscila alrededor de los 2000
mm y presenta un clima calido-himedo con abundantes
lluvias en verano (INEGI, 2017). Las plantas experimentales
fueron de siete meses de edad. Durante el experimento no se
registraron aplicaciones de herbicidas, insecticidas o
fungicidas, con excepcion de los tratamientos evaluados en
el presente ensayo, el cual se llevé a cabo del 20 de junio al
22 de octubre del 2021. Aparte de los dos tratamientos a base
del ino6culo bacteriano IBC-CRI18, se incluyeron como
tratamientos el oxicloruro de cobre con un contenido de 85%
de ingrediente activo (dosis 5 g L™! de agua), un biofungicida
comercial a base de Bacillus subtilis cepa QST713 con
1.3x10'° UFC g'! de producto formulado (Serenade® Opti,
Bayer CropScience, dosis 5 g L' de agua) y agua como
control (testigo). Para la aplicacion se utilizaron aspersores
manuales de 1 L de capacidad (Klintek modelo ATO-100),
calibrados a un gasto de 200 L ha'!. Se aplicaron soluciones
correspondientes a cada tratamiento de manera uniforme
sobre el haz y envés de las hojas. Los tratamientos se
establecieron bajo un disefio completamente al azar de cinco
tratamientos y tres repeticiones, cada repeticion consistié de
ocho plantas experimentales. Las aspersiones de los
tratamientos se realizaron cada 14 dias y los muestreos de la
enfermedad cada 30 dias.

2.4. Indice de infeccién de las plantas

El indice de infeccion fue determinado mediante una escala
de dafio, establecida de acuerdo al porcentaje de la hoja con
sintomas visibles de la roya: grado 0= sin sintomas de roya,
grado 1= con puntos cloréticos, grado 2: 2-6% con sintomas,
grado 3= 7-19% con sintomas, grado 4= 20-44% con
sintomas, grado 5= 45-70% de la hoja con sintomas de roya,
y grado 6= > 70% de la hoja con roya (Camposeco, 2017).
Se analizaron todas las hojas de las plantas y en base a esta
escala se calcul6 el indice de infeccion (II) para cada planta
de acuerdo a la formula, II (%) = (3;an/6N) x 100 (Carlier et
al., 2002); donde: a es cada uno de los grados de la escala (0-
6), n corresponde al ntimero de hojas presentes en cada grado
y N es el nimero total de hojas muestreadas. Con esta
informacion, se calculd por cada planta el pardmetro area
bajo la curva del progreso de la enfermedad (abcpe),
utilizando la férmula abepe = Y [(III + 112)/2] [t2 — t1]
(Achicanoy, 2000; Mohapatra et al., 2008); donde: 1L y 1I>
son los indices de infeccion acumulados en los tiempos t1 y
t2, respectivamente, siendo t1 y t2 los dias trascurridos entre
dos muestreos consecutivos.

La tasa de infeccion aparente (r) de cada tratamiento se
calculé mediante la formula de Van der Plank (1964); r =
[/(t-t1)]  [In(X2/1-X2)-In(X1/1-X1)]; donde: t1 y t
representan los dias transcurridos (fecha inicial y fecha final
del ensayo), X1 y Xz son la proporcion acumulada de la
enfermedad en t1 y t2. Con esta informacion, se calculd el
factor At entre cada tratamiento y control (Whitney, 1976)
usando la formula At = (1/r) In (xo/x0s); donde: At es el retraso
en el progreso de la enfermedad (en dias) causado por el
tratamiento (xos) en comparacion con el control (xo), r es la
tasa aparente de infeccion de xos calculado con la féormula de
Van der Plank (1964).

2.5. Analisis de datos

El analisis de los indices de Infeccion (IT) sobre el tiempo se
realizé mediante un analisis de varianza de medidas repetidas
(0=0.05) y la separacién de medias de los tratamientos en
cada fecha de muestreo mediante los intervalos de confianza
al 95%. Para el abcpe se realizé un andlisis de varianza de un
factor y la separacion de medias mediante la prueba de Tukey
(0=0.05). Previamente los valores de abcpe se transformaron
mediante la raiz cuadrada para cumplir los supuestos de
normalidad y homocedasticidad. Los analisis estadisticos se
realizaron en el paquete estadistico R (R Core Team, 2021;
ver 4.1.1., https://www.R-project.org) con apoyo de R
Commander (version 2.7-1). El valor del factor At se presenta
como una medida descriptiva general del retraso en el
progreso de la enfermedad causado por cada tratamiento.

3. Resultados y Discusion

El analisis de medidas repetidas revel6 diferencias altamente
significativas entre tratamientos al término de la evaluacion
en campo (Fs437=4.47; P=0.0015). Inicialmente los
tratamientos mostraron indices de infeccion desiguales, los
cuales se homogenizaron hacia el segundo y tercer muestreo,
para finalmente mostrar diferencias significativas en el
cuarto muestreo entre las plantas tratadas y las del Control
(Figura 1).

mControl  wIBC-CR18 OIBC-CRI18 (cong) DOOxic. Cobre  ®Serenade ®

Indice de infeccion (II)

20/Jun 12/Ago 20/Sep 22/Oct
Fecha

Figura 1. Evolucion de los indices de infeccion (II) durante la
evaluacion en campo de IBC-CR-18 como agente de biocontrol de
la roya del café. Las barras de error son los intervalos de confianza
superior e inferior al 95%. Dentro de cada fecha de muestro, barras
con la misma letra son estadisticamente iguales (P>0.05).
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Por otro lado, el analisis de varianza mostré diferencias
estadisticas significativas entre tratamientos en cuanto al area
bajo la curva del progreso de la enfermedad (abcpe)
(F4115=3.01; p=0.02) siendo el biofungicida a base de
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Bacillus subtilis (Serenade® Opti) el que presentd el menor
valor de abcpe, aunque fue similar a los tratamientos a base
de la cepa IBC-CR18 y oxicloruro de cobre (Figura 2).
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Figura 2. Indices de infeccion acumulados durante la evaluacion en campo de IBC-CR18. Se muestran los valores promedio de 4rea bajo
la curva (abepe) + desviacion estandar por tratamiento y el valor de At (dias) por tratamiento en comparacion con el control. Valores con la

misma letra son significativamente iguales (P>0.05).

En cuanto al retraso en el progreso de la enfermedad, los
tratamientos a base del cultivo crudo y cultivo crudo
congelado de la cepa IBC-CR18 mostraron un factor At de
12.2 y 15.3 dias, mientras que el oxicloruro de cobre y el
biofungicida comercial retrasaron la enfermedad por 7.2 y
20.3 dias en comparacion con el control, respectivamente
(Figura 2).

S. marcescens es ampliamente reconocida por tener una
destacada actividad antifingica ante una variedad de
fitopatégenos, lo cual es atribuible a su variado metabolismo
secundario  extracelular que incluye antibidticos
(prodigiosina, carbapenémicos, altiomicina), una maquinaria
quitinolitica altamente eficiente para degradar la quitina
estructural de las paredes celulares fingicas (enzimas
micoliticas), compuestos antifingicos (oocidina A),
compuestos  volatiles  antifungicos  (sodorifeno) y
biosurfactantes (serrawettins), principalmente (Soenens e
Imperial, 2020).

De manera general, los trabajos de investigacion en campo
sobre la evaluacion de agentes de biocontrol de H. vastatrix
son relativamente pocos (Hernandez et al., 2021). A pesar de
que es un hongo parasito obligado que no puede cultivarse en
el laboratorio, se han reportado algunos trabajos que
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muestran porcentajes de inhibicion in vitro en la germinacion
de las urediniosporas de H. vastatrix entre el 50-100%,
ocasionados por Bacillus spp. y Pseudomonas fluorescens
(Bettiol y Varzea, 1992; Daivasikamani y Rajanaika, 2009;
Shiomi et al., 2006). Algunas cepas de hongos también han
sido reportadas como micoparasitos potenciales agentes de
biocontrol de H. vastatrix, principalmente Lecanicillium
spp., Simplicillium spp., Calcarisporium sp., Trichoderma
spp., Fusarium spp., Penicillium spp., Acremonium sp.,
Cladosporium sp. y Aspergillus sp. (Hernandez et al., 2021).
En el presente trabajo se encontrd que las plantas que fueron
asperjadas con los cultivos crudos (metabolitos y células) de
la bacteria IBC-CR18 mostraron valores de severidad
similares a las plantas tratadas con el oxicloruro de cobre,
ademas de causar mayor retraso en el desarrollo de la
enfermedad que el fungicida quimico. Similarmente, Haddad
et al. (2009) encontraron que la aspersion en campo de
plantas de café variedad Mundo novo con una suspension
bacteriana de la cepa B157 de B. subtilis mostrd valores de
severidad de roya similares a las plantas tratadas con
hidréxido de cobre. Estos resultados ponen de manifiesto la
posibilidad de que estos biofungicidas sustituyan a futuro,
reduzcan o complementen a los fungicidas quimicos, debido
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a su actividad quitinolitica sobre las paredes celulares
fungicas (Swiontek et al., 2014) o a la alteracion de procesos
metabdlicos fungicos que causan los metabolitos
extracelulares de la bacteria (Soenens e Imperial, 2020).

Por otro lado, la efectividad de los tratamientos don se uso
IBC-CR18 pudo haber sido afectada durante la temporada de
lluvias, ocasionando que el tratamiento se haya dispersado en
eventos de lluvia intensa que pudiesen lavar el in6culo de las
hojas antes de que las bacterias puedan colonizar los tejidos
vegetales, considerando que las aplicaciones en campo se
realizaron en los meses de junio-octubre. La formulacion de
estos bioproductos juega un papel clave para poder garantizar
resultados favorables de control en el campo, tal como ocurre
con los biofungicidas disponibles comercialmente. Por
ejemplo, el biofungicida comercial recomendado para roya
del café¢ y formulado a base de extractos botdnicos de
Melaleuca  alternifolia  (Timorex  Gold®) redujo
significativamente en casi 50% la tasa de infeccion aparente
(r) de la roya y el abcpe en 14% en relacion al Testigo
(Fajardo-Franco et al., 2020). En el presente estudio, el
biofungicida comercial a base de B. subtilis (Serenade®
Opti) presentd los valores mas bajos de abcpe y causoé el
mayor retraso de la enfermedad con respecto al control (20
dias). Con los resultados obtenidos en esta investigacion se
muestra el potencial de la cepa IBC-CR18 como agente de
biocontrol de la roya. Sin embargo, investigacion
complementaria es requerida para validar los resultados
obtenidos, asi como también definir las metodologias que
permitan escalar su produccion y disefiar una formulacion
adecuada que permita dar mas estabilidad y sobrevivencia a
la cepa y sus metabolitos en el campo.

4. Conclusion

Los cultivos crudos de la cepa IBC-CR18 de Serratia
marcescens tienen potencial como agentes de biocontrol de
la roya del café y podrian a futuro reducir, sustituir o
complementar las aplicaciones de oxicloruro de cobre en el
campo.

Los tratamientos a base de la cepa IBC-CR18 (metabolitos
mas células) y cultivo crudo congelado (metabolitos),
retrasaron la enfermedad por 12 y 15 dias, respectivamente.
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