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Resumen 
El presente trabajo tuvo como objetivo aislar, seleccionar y evaluar en campo los cultivos crudos 
quitinolíticos (CCQ) de cepas de actinomicetos asociados a la rizosfera de plantas de café robusta (Coffea 
canephora), para determinar su potencial como agentes de biocontrol de la roya del café (Hemileia 
vastatrix). Muestras de suelo de rizosfera fueron recolectadas en una plantación de café robusta 
localizada en el municipio de Tapachula, Chiapas, México a 300 msnm. Se obtuvieron 25 aislamientos 
microbianos, de los cuales 11 fueron cepas de actinomicetos y seis mostraron actividad quitinolítica en 
medio M9 más quitina coloidal como única fuente de carbono. Las cepas IBC-CcR1 y IBC-CcR6 fueron 
seleccionadas debido a su mayor actividad quitinasa, por lo que sus CCQ (individualmente o en 
combinación) fueron evaluados en campo como agentes de biocontrol de la roya en plantas de café 
robusta. El análisis estadístico indicó similitud entre tratamientos, pero diferencias con el testigo en 
cuanto al área bajo la curva del progreso de la enfermedad (abcpe). El CCQ de las cepas IBC-CcR1 y 
IBC-CcR6 retrasaron la enfermedad por 34 y 32 días, respectivamente, mientras que el oxicloruro de 
cobre causó un retraso de 20 días en comparación al testigo. 
 
 
Evaluation of actinomycetes associated to Coffea 
canephora as biocontrol agents of Hemileia vastatrix 

 
Abstract 
The objective of this study was to isolate, select, and evaluate in the field crude chitinolytic cultures 
(CCC) derived from actinomycete strains associated with the rhizosphere of Robusta coffee plants 
(Coffea canephora) to determine their potential as biocontrol agents against coffee rust (Hemileia 
vastatrix). Rhizosphere soil samples were collected from a Robusta coffee plantation located in the 
municipality of Tapachula, Chiapas, Mexico, at an elevation of 300 meters above sea level. Twenty-five 
microbial isolates were obtained; of these, 11 were actinomycete strains, six of which exhibited 
chitinolytic activity in M9 medium supplemented with colloidal chitin as the sole carbon source. Strains 
IBC-CcR1 and IBC-CcR6 were selected due to their high chitinase activity, and their CCCs (applied 
individually or in combination) were evaluated in the field as biocontrol agents against rust on Robusta 
coffee plants. Statistical analysis showed similarities among the treatments, but differences compared to 
the control regarding the area under the disease progress curve (AUDPC). The CCC from strains IBC-
CcR1 and IBC-CcR6 delayed disease progression by 34 and 32 days, respectively, whereas copper 
oxychloride caused a delay of 20 days compared to the control. 
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1. Introducción 
El estado de Chiapas es el principal productor de café árabe 
(Coffea arabica L.) en México; con una producción anual de 
104 mil toneladas (40 % de la producción nacional) 
cosechadas en 253 mil hectáreas aproximadamente (SIAP, 
2019). Los cafetos son afectados, entre otros hongos, por 
Hemileia vastatrix Berk & Broome, que produce la 
enfermedad conocida como roya del café. El microorganismo 
ocasiona necrosis foliar, caída prematura de la hojas, 
pudrición de frutos, pérdida de calidad y reducción de hasta 
80 % del rendimiento, cuando no se implementan acciones 
de manejo y control (Henderson, 2019; SENASICA, 2013). 
El proceso infectivo de H. vastatrix inicia con el anclaje de 
las urediniosporas en los estomas o el tejido foliar adyacente, 
la germinación de la urediniosporas (3 h después del anclaje), 
la introducción del tubo germinativo a través del estomas, el 
desarrollo intracelular de micelio y el desarrollo de 
haustorios para penetrar las células (Salcedo-Sarmiento et al., 
2021; Silva-Castro et al., 2018; Talhinhas et al., 2017). 
El manejo convencional de la roya del café es realizado 
mediante la aspersión de fungicidas sintéticos, lo que ha 
implicado riesgos en la generación de resistencia, impacto 
ambiental y riesgos para salud humana (da Costa et al., 2020; 
Zambolim, 2016). Alternativamente existen 
microorganismos con potencial de biocontrol de 
fitopatógenos, tales como los actinomicetos, capaces de 
sintetizar compuestos bioactivos antifúngicos (Qin et al., 
2011) y antibióticos (Chater, 2006; de Lima Procópio et al., 
2012; Watve et al., 2001), además de quitinasas 
extracelulares y otras enzimas micolíticas (Das et al., 2007; 
Herrera-Estrella y Chet, 1999; Vurukonda et al., 2018). 
El uso de microorganismos quitinolíticos como agentes de 
biocontrol es una herramienta que podría sustituir, reducir o 
complementar los programas de manejo químico de los 
fitopatógenos (Brzezinska et al., 2014; Gohel et al., 2006; 
Jackson et al., 2012; Nagpure et al., 2014), por lo que el 
presente estudio tuvo como objetivo aislar, seleccionar y 
evaluar en campo el efecto de la aspersión de los cultivos 
crudos quitinolíticos de cepas de actinomicetos sobre la 
severidad de roya en plantas de café robusta. 
 
2. Materiales y Métodos 
2.1. Aislamiento de microorganismos 
Las cepas de actinomicetos se obtuvieron de una plantación 
de 10 años, proveniente de la finca de café (Coffea 
canephora) “Los Olivos” (-92.2235° N, 14.97628° W). Las 
condiciones de la finca son: suelo de tipo luvisol, textura 
franca, capa arable de aproximadamente de 50 cm, localizada 
en la comunidad cantón “El Triunfo”, municipio de 
Tapachula Chiapas (-92.222500°N, 14.988333°W). Diez 
plantas de café dentro de la plantación fueron seleccionadas 
bajo un modelo de selección en “zig-zag” (López-Cruz et al., 
2014), de las que se colectaron 10 g de suelo de rizosfera por 
cada planta, submuestras que se depositaron en bolsas 
plásticas estériles que fueron colocadas en refrigeración (4 
°C). Veinticuatro horas después, las submuestras fueron 

mezcladas y homogeneizadas en el laboratorio. De la muestra 
compuesta y bajo condiciones estériles, se obtuvieron 10 g 
de suelo que fueron disueltos en 100 mL de buffer de sodio 
fosfato 0.1 M + Tween 80 (pH 7) 0.1 %, para luego ser 
puestos bajo agitación a 170 rpm por una hora y a 
temperatura ambiente (Ceballos et al., 2012). La mezcla fue 
serialmente diluida hasta 10-6, para luego tomar alícuotas de 
20 µL y distribuirlas por triplicado en placas de agar nutritivo 
(AN). Las placas se incubaron por 4 d a 30 oC (Moreno et al., 
2016), para posteriormente seleccionar e identificar las cepas 
de actinomicetos por la presencia del micelio característico. 
 
2.2. Ensayo de actividad quitinasa 
Las cepas seleccionadas en el procedimiento anterior fueron 
cultivadas durante 5 d a 30 ºC y 130 rpm en medio mínimo 
M9, adicionado con 1 % de quitina coloidal como única 
fuente de carbono. La quitina coloidal se preparó siguiendo 
el método reportado por Gómez-Ramírez et al. (2004). La 
actividad quitinasa del sobrenadante fue determinada con el 
sustrato cromogénico 4-nitrofenil N-acetil-β-D-
glucosaminida (PNG), siguiendo el método descrito por 
Moreno et al. (2016), con ligeras modificaciones. 100 µL de 
sobrenadante se adicionaron a 100 µL de 4-PNG (Sigma 
Aldrich - N9376) en 300 µL de buffer sodio-fosfato 0.1 M 
(pH 7.0). Las reacciones se incubaron a 37 °C por 4 h y se 
detuvieron adicionando 500 µL de Na2CO3 1 M. La actividad 
quitinasa relativa se midió a 405 nm, reacción caracterizada 
por una coloración amarilla que indicó la liberación del 
subproducto 4-nitrofenil. 
 
2.3. Preparación de los tratamientos 
Las dos cepas seleccionadas como las mejores productoras 
de quitinasas fueron cultivadas nuevamente en el medio M9 
bajo las mismas condiciones descritas previamente. Después 
de la incubación, el CCQ (quitinasas, metabolitos 
extracelulares y aproximadamente 1x106 UFC mL-1) fue 
filtrado en tres capas de tela tipo “cheesecloth” para eliminar 
los residuos de quitina coloidal, mismos que fueron 
posteriormente evaluados individualmente y en combinación 
1:1 (V: V) como tratamientos en el ensayo de campo. 
 
2.4. Ensayo de campo 
El ensayo se estableció bajo un diseño completamente al azar 
y los tratamientos evaluados fueron 1) CCQ cepa IBC-CcR1, 
2) CCQ cepa IBC-CcR6, 3) CCQ IBC- CcR1 + IBC-CcR6, 
4) Oxicloruro de cobre (5 g L-1) y 5) agua (control). Los 
tratamientos preparados en fresco fueron asperjados cada 15 
días durante seis meses (septiembre del 2021 a febrero del 
2022) sobre 12 plantas de café robusta por tratamiento, las 
cuales fueron seleccionadas al azar en la finca “Los Olivos” 
(-92.2235° N, 14.97628° W). Para la aspersión se utilizaron 
aspersores manuales (Klintek modelo ATO-100), 
dirigiéndose el rocío hacia el haz y envés de las hojas hasta 
alcanzar el punto de goteo. 
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2.5. Medición de la severidad y parámetros epidemiológicos 
de la roya del café 
Para monitorear y medir la severidad de la roya se calculó un 
índice de infección basado en una escala de daño de ocho 
grados establecida por López et al. (2018), de acuerdo al 
porcentaje foliar con síntomas visibles de la enfermedad: 
grado 0 = sin síntomas, grado 1 = con puntos cloróticos o 1 
% de la hoja con síntomas, grado 2: hasta 2 % del área foliar 
con síntomas, grado 3 = hasta 4 % con síntomas, grado 4= de 
5-8 %, grado 5 = de 9-16 %, grado 6 = 17-32 % y grado 7 = 
más de 33 % de la hoja con roya. Se muestrearon seis ramas 
por planta, dos inferiores, dos medias y dos superiores 
(Rivillas et al., 2011; 2017) con lo que se calculó el índice de 
infección por planta mediante la fórmula II (%) = (∑an/7N) 
x 100, donde a es cada uno de los grados de la escala (0-7), n 
corresponde al número de hojas presentes en cada grado y N 
es el número total de hojas muestreadas (Carlier et al., 2003).  
Con los índices de infección acumulados se calculó el área 
bajo la curva del progreso de la enfermedad (abcpe) 
(Achicanoy, 2000; Godínez-Paoli et al., 2020) utilizando la 
siguiente fórmula: abcpe = ∑ [(II1 + II2)/2] x [t2 – t1], donde 
II1 y II2 son los índices de infección acumulados a los tiempos 
t1 y t2, respectivamente, siendo t1 y t2 los días en que se 
hicieron los muestreos después de la aplicación inicial. 
También se calculó la tasa de infección aparente (r) de cada 
tratamiento (Granados-Montero et al., 2020; Van der Plank, 
1963): r = [1/(t2-t1)] [ln(X2/1-X2) – ln(X1/1-X1)], donde t1 y t2 
representan los días transcurridos entre el muestreo inicial y 
el final, respectivamente. X1 y X2 son la proporción 
acumulada de la enfermedad en t1 y t2, mientras que ln es el 
logaritmo natural. 
Por último se determinó el factor Δt, el cual es un parámetro 
descriptivo que mide el retraso en el desarrollo de la 
enfermedad causado por un tratamiento con respecto al 
testigo, mediante la siguiente fórmula (Whitney, 1976): Δt = 
(1/r) ln (x0/x0S), donde Δt es el retraso en el progreso de la 
enfermedad (en días) causado por el tratamiento (x0S) en 
comparación con el testigo (x0), r es la tasa aparente de 
infección de x0S calculado con la fórmula (3) de Van der 
Plank y ln es el logaritmo natural. 
 
2.6. Análisis estadístico 
Para monitorear la evolución de los índices de infección en 
el tiempo, se realizó un análisis de medidas repetidas y una 
separación de medias por el intervalo de confianza 95% 
(Fajardo-Franco et al., 2020). Los valores transformados del 
abcpe elevado al cuadrado se analizaron mediante un 
ANOVA y una separación de medias mediante la prueba de 
Tukey (nivel de significancia de 0.05). Previo al ANOVA se 
verificaron los supuestos de normalidad y homocedasticidad 
(Shapiro-Wilk y prueba de Levene, respectivamente). Los 
análisis se realizaron en el software R (R Core Team, 2026 
ver 4.6.1., 2026-06-24 “Happy Hop”) con apoyo del paquete 
Rcommander (v. 2.13.0). 
 
 

3. Resultados y Discusión 
Se obtuvieron un total de 25 aislamientos microbianos 
asociados a la rizosfera de plantas de café robusta, de los 
cuales 11 fueron identificados como actinomicetos de 
acuerdo a su morfología colonial y la presencia de micelio 
(Parada et al., 2017; Pérez-Corral et al., 2017; Zanane et al., 
2018). Seis cepas fueron seleccionadas por su rápido 
crecimiento en agar nutritivo y por su capacidad de producir 
pigmentos en el medio de cultivo, las cuales fueron 
codificadas como IBC- CcR1, IBC-CcR2, IBC-CcR3, IBC-
CcR4, IBC-CcR5 y IBC-CcR6. Después de cultivar las seis 
cepas en medio mínimo M9 + 1 % de quitina coloidal como 
única fuente de carbono, se seleccionaron las cepas IBC-
CcR1 y IBC-CcR6 como las mejores productoras de 
quitinasas extracelulares, ya que mostraron la mayor 
absorbancia (405 nm), después de degradar el sustrato 
cromogénico 4-PNG (Cruz-Ortiz et al., 2020; Moreno et al., 
2016). Los actinomicetos son microorganismos que se han 
reportado como agentes de biocontrol de diferentes 
fitopatógenos, cuya capacidad antagónica se atribuye a sus 
hábitos micoparásitos, competencia, antibiosis y a la 
producción de enzimas micolíticas que degradan la quitina 
estructural contenida en la pared celular de los hongos. Estas 
enzimas hidrolizan los enlaces glucosídicos β (1,4) entre 
monómeros de N-acetil-glucosamina (GlcNAC) que son 
utilizados como fuente de carbono en el metabolismo 
bacteriano (Fajardo-Franco et al., 2020; Sharon et al., 2007; 
Toniutti et al., 2017). A diferencia del control químico, el 
cual puede ofrecer resultados rápidos en el control de hongos 
fitopatógenos, el control biológico suele ofrecer resultados 
más lentos pero más consistentes y perdurables en el tiempo, 
sin el riesgo de generar resistencia (Hernández-Martínez y 
Velázquez-Premio, 2016). 
En el ensayo de campo, el análisis de medidas repetidas 
mostró diferencias altamente significativas entre 
tratamientos (F4,319 = 121.3; P < 0.01; Figura 1). A partir del 
segundo mes de iniciado el ensayo de campo, se empezaron 
a observar diferencias entre los tratamientos, siendo las 
plantas asperjadas con el CCQ de las cepas IBC-CcR1 y IBC-
CcR6 de manera individual, las que presentaron los menores 
índices de infección por roya. Al final del experimento, las 
plantas asperjadas con el CCQ de la cepa IBC-CcR1 fueron 
las que mostraron los índices de infección significativamente 
más bajos en comparación con el testigo y los demás 
tratamientos. La mezcla de CCQ mostró valores de infección 
superiores al tratamiento individual IBC-CcR1, lo que 
probablemente indicó una interacción negativa entre ambos 
CCQ, probablemente debido a interacción entre las células 
de las diferentes cepas o incluso sus metabolitos. Aun así, la 
mezcla fue estadísticamente similar al oxicloruro de cobre 
hacia el último muestreo del experimento de campo. 
Diferentes trabajos han dado cuenta de la efectividad de los 
metabolitos extracelulares de diversas cepas de 
actinomicetos. El-Shatoury et al. (2020) evaluaron dos cepas 
de Streptomyces (MG788011, MG788012) contra Botrytis 
cinerea agente causal de la mancha de chocolate en plantas 
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de habas (Vicia fabae L.), quienes al aplicar los metabolitos 
crudos y células de ambas cepas obtuvieron una severidad 
inferior al 8 % en comparación con el testigo (33 %). Li et al. 
(2011) evaluaron in planta el potencial de biocontrol de los 
metabolitos extracelulares de Streptomyces globisporus JK-
1 contra el hongo del tizón del arroz Magnaporthe oryzae, 
obteniendo una reducción significativa de la enfermedad 

(88.3 %) en comparación al testigo. Widyantoro et al. (2020) 
demostraron que un biofungicida elaborado con metabolitos 
de Streptomyces mostró la menor tasa de infección aparente 
(r = 0.06) y acumuló la menor cantidad de enfermedad (abcpe 
= 991.7) ocasionada por Fusarium oxysporum en 
plantaciones de banano. 
 

 
Figura 1. Índices de infección de roya del café (Hemileia vastatrix) en plantas de Coffea canephora. Ensayo realizado de septiembre de 
2021 a febrero de 2022 en la Finca “Los Olivos”, Cantón el Triunfo, Tapachula, Chiapas, México. Barras con la misma letra en la misma 
fecha son estadísticamente iguales. Las barras de error representan los intervalos de confianza (95 %) de la media en cada evaluación. 
 
Al final del presente estudio, las plantas tratadas con el 
sobrenadante de IBC-CcR1 mantuvieron alrededor de un 43 
% la severidad de roya, mientras que las plantas asperjadas 
con IBC-CcR6, la combinación de ambas cepas y el 
oxicloruro de cobre finalizaron con 54, 61 y 59 %, 
respectivamente (Figura 1). 
El análisis de varianza del abcpe indicó diferencias 
significativas entre tratamientos (F4,55= 13.3; P < 0.05), 
mientras que la separación de medias indicó que todos los 
tratamientos fueron iguales entre sí, pero diferentes al abcpe 
promedio del testigo (Figura 2). Fajardo-Franco et al. (2020) 
evaluaron el efecto de biofungicidas elaborados con 
Azadirachta indica, Melaleuca alternifolia y Bacillus subtilis 
más A. indica más Syzygium aromaticum, para el control de 
la roya del café en plantaciones de Coffea arabica var. 
Garnica y Typica, donde M. alternifolia acumulo la menor 
enfermedad (abcpe = 61.8) y la menor tasa aparente de 
infección (r = 0.028). 
Con relación al retraso en el progreso de la roya del café (∆t), 
se estimó que las cepas IBC- CcR1y IBC-CcR6 retrasaron 34 
y 32 días el progreso de la enfermedad, respectivamente. La 

combinación de ambas cepas causó un retraso de 23 días en 
comparación con el testigo, mientras que el fungicida 
químico retrasó 20 días la enfermedad (Figura 2). Estos 
resultados sugieren que los tratamientos a base de las cepas 
(solas o en combinación) tuvieron efecto inhibitorio sobre la 
cantidad de inóculo producido en el sitio experimental o 
proveniente de otras plantaciones (Talhinhas et al., 2017), lo 
cual pudo deberse a la acción quitinolítica del sobrenadante 
de las cepas sobre las urediniosporas de H. vastatrix (Bhatti 
et al., 2017; Sharon et al., 2007). 
 
4. Conclusiones 
Se aislaron 25 cepas microbianas provenientes de la rizosfera 
de plantas de Coffea canephora, donde 11 fueron 
actinomicetos y de las cuales seis cepas mostraron actividad 
quitinolítica sobre quitina coloidal. 
Las cepas IBC-CcR1 y IBC-CcR6 fueron seleccionadas para 
ser evaluadas en campo debido a la mayor actividad quitinasa 
y por haber mostrado abundante cantidad de esporulación y 
rápido crecimiento en agar nutritivo. 
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Figura 2. Índices de infección acumulados de roya del café (Hemileia vastatrix) en plantas de Coffea canephora. Ensayo realizado de 
septiembre de 2021 a febrero de 2022 en la Finca “Los Olivos”, Cantón el Triunfo, Tapachula, Chiapas, México. Valores promedio de área 
bajo la curva del progreso de la enfermedad (abcpe ± error estándar) con la misma letra son estadísticamente iguales. Se muestran los 
valores del retraso en el progreso de la enfermedad (Δt) con respecto al testigo (control). 
 
Los resultados en campo indicaron que el CCQ de la cepa 
IBC-CcR1 tiene potencial como agente de biocontrol de la 
roya del café, ya que generó un retraso de la enfermedad por 
34 días, superando al oxicloruro de cobre (20 días), además 
de acumular la misma cantidad de enfermedad (abcpe) que el 
fungicida químico. 
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