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RESUMEN

Los sideréforos’son moléculas microbianas gue vresentan

una alta afinidad por el ion férrico (Fe**™),

tienen bajo ve-
so molecular y se sintetizan cuando en el medio existen canti
dades limitantes de hierro (Bezkorovainy, 1980; y Neilands,
1982). Estas moléculas forman quelatos con el ion férrico, ha
ciéndolo soluble y asimilable al microorganismo. A&hora bien,
se ha renortado gque el desarrollo de algunos microorganismos
se ve reducido o inhibido por la oresencia de siderdforos de
otras cepas en el medio (Reeves et al, 1983); también se ha
observado que la produccidn en cultivos como la papa y el rd-
bano, se incrementz el estar oresentes, en el rizoplano, ce~-—
pas de Pseudomonas fluorescentes o su siderdforo (la pseudo~--
bactina), ya que se inhibe el crecimiento de los otros micro=-
organismos, incluyendo los fitopatdgenos esvecificos de di-—
chos cultivos (Kloevver et al, 1330a y 1580b).

Considerando lo importante que seria implementar este ti
po de control bioldgico, mediado por siderdforos, en la agri-
cultura, los objetivos del trabajo fueron: l.- Incrementar la
evidencia experimental de este fendmeno de inhibicidn; 2.- Es
tablecer condiciones experimentales econdémicas y adecuadas pa
ra seleccionar microorganismos capaces de inhibir a otros en
medios deficientes en hierro, simplificando la metodologia; ¥y
3.- Analizar las caracteristicas generales del mecanismo de
inhibicidn.

Para este trabajo se emplearon originalmente veinticua--
tro cepas de miaroorganismos, de las cuales doce eran fitopa-

tégenas. Después de las pruebas de seleccidn y establecimien-—
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to de pares antagdnicos, sblo se siguid trabajando con diez

cepas: A. tumefaciens, C. fascians, P. syringse, R. phaseoli

cepas C.P.Mex 3 y C.P.Mex 45; P. fluorescens 7SRI; y los ais
lamientos A3, A5, A9 y AlO; las tres primeras son microorga-
nismos fitopatdgenos.

Dentro de los resultadecs se encontraron, para algunos cz
sos, valores ds inhibicidn arriba del 90%. Y en once, de las
guince parejas de organismos antagénicos, parece ser que la
inhibicidn es causada por siderdforos, ya que ésta disminuye

cuando se agrega al medio Fbcls.
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I. INTRODUCCION

Ia Organizacién de las Naciones Unidas para la Agricultu
ra y la Alimentacién (PA0), ha estimado que dos tercios des la
poblacién mundial estd subalimentada, por lo que es importante
aumentar la produccién agricola. Para lograr aumentos en la
produccidn existen dos viss: a) mediante prdcticas agricolas
Sptimas, como son el uso adecuado de los fertilizantes, la
seleccién de semillas me joradas, buen riego, etc.; y b) me———
diante la lucha contra las plagas y enfermedades (Primo y Ca-
rrasco, 198l1), Ia diferencia entre lss plagas y enfermedades
consiste en que las primeras son causadas por pardsitos ma-——-
croscépicos; mientras que las segundas por pardsitos microsc$
picos, o bien, pueden tener un origen no parasitario causado
por condiciones desfavorables del medio (Messiszen y lafon,
1968).

Aungue en 1807, Prévost ya habfa demostrado que el car——
bén apestoso era ocasionado por un hongo, sus descubrimientos
fueron rechazzdos por sus contemporidneos, y la zaccidén patdge-
na de los hongos fue reconocida hasta 1847, cusndo los traba-
jos de los hermanos Tulasne demostraron que los hongos del
carbén y de las royas eran pardsitos (confirmando las observa.
ciones de Prévost). Mientras que las bacterias fueron conside
radas patdgenos en 1878, al ser estudiada la manchz del fuego
por Burril (Agrios, 1985; Coronado, 1965b; y Walker, 1973).

Los géneros bacteriznos mds importantes en México desde

el punto de vista fitopatoldgico son: Erwinia, Pseudomonas,




Xanthomonas, Agrobacterium y Corynebacterium, respectivamente

(Garcia, 1G67; y Jaimes, 1977); y las enfermedades mds comu—-
nes gue producen en las -plantas son: manchas y tizones, mar—-
chitamientos vasculares, pudriciones blandas, egallas y cénce
res (Agrios, 1985).

Tizones y manchas bacterianas mZs frecuentes:

Erwinia _

Tizén de fuego (E. smylovora) en el manzano (Pyrus malus), el
membrillo (Cydonia oblonga) y el peral (Pyrus communis).

Pseudomonas
kancha angular de la hoja (P. sesami) en el ajonjol{ (Sesamum

indicum); el tizén de halo (P. coronafaciens) en la avena

(4vena sativa); la mancha anguler de la hoja (P. lachrymans)

en la calabaza (Cucurbita sp.); el tizén bacteriano (P. pisi)
del chicharo (Pisum sativum); el tizén de halo (P. phaseoli--
cola) en el frijol (Phaseolus gp.); y el tizén bacteriano (P.
glycinea) de la soya (Glycine sp.)

Xanthomonas

Kancha angular de la hoja (X. malvacearum) en el algodonero

(Gossypium hirsutum); la mancha bacteriana (Xanthomonas sp.)

del srroz (Oryza sativa); la raya roja (X. rubrilineens) de

la cafia de zzucar (Saccharum officinayum); la mancha bacteria

na (X. pruni) del ciruelo (Prunus domestica) y del duraznero
(Prunus persica); la mancha bacteriana de hojas y frutos (X.
vesicatoria) en el chile (Capsicum znnum) y jitomate (Lycoper
sicum esculentum); la menche angular de la hoja (E. fragarie)
en la fresa (Fregeria sp.); el tizén comin (X. phaseoli) del
frijol (Phaseolue ep.); el tizén bacteriano (X. gummisudans)



de la giladiola (Gladiolus sp.); el tizén bacteriano (X. ste--
wartii) del mafz (Zea mays); el tizdén bacterianc (Xanthomonas

sp.) del sorgo (Sorghum vulgare); y la espiga negra (X. franms

lucens) del trigo (Triticum sov.).

Marchitamientos wvasculares bacterianos mds imvortantes:
Erwinia

Marchitez o pudricidén del tallo (E. stewartii) del mafz (Z.
mays); ¥ la marchitez bacteriana (E. tracheiphila) de la cala
baza (Cucurbita sp.).

Pseudomonas

Marchitez bacteriana (P. solanacearum) en el ajonjoli (S. in-
dicum), marchitez © pudricidn suave en el camote (Ipomoes ba-

tatas), la vaquita de la papa (Solanum tuberosum), la enferme

dad Moko del pldtano (Musa sp.) y la marchitez bacteriana del

tabaco (Nicotiana tabacum).

Corynebacterium

Marchitez bacteriana (C. insidiosum) de la alfalfa (Medicago
sativa); y la pudricién anular (g. sevedonicum) de la vapa
(S. tuberosum).

Pudriciones blandas bacterianas mds comunes:

Erwinia

Pudricidén suave (Erwinia sp.) en el aguacatero (Persea ameri-

cana), el alcatraz (2antedeschia aethiopica), el henequén

(Agave sisalana) y el maguey manso (Agave atrovirens); la pu-

dricidén suave (E. carotovora) en el ajo (Allium sativum), el

apio {(A4pium graveolens), la calabaza (Cucurbita sp.), el camgo

te (I. batatas), la cebolla (Allium cepa) y el jitomate (L.

esculentum); la pudricién bland= (E. atrosentica) del girasol




(Eelianthus annus) y de le vpapa (S. tuberosum); y la pudri-—

cidn morenz del fruto (Z. znenas) en la pifia (Ansnas como—-—--
sus).

Pseudomonzas

Pudricidn bacteriana (P. alliicola) de la cebolla (A. cepa);
y pudricién blandz del tallo (Zseudomonas sp.) en:el marga——

ritén (Carysanthemur meximum).

Ejemplos de azellas bacterianas:
Pseudomonas

Enfermedzd del nudo (P. gzvastanoi) en el olivo(Qlea europea)

Lerobacterium

b
{n

z1lz de la coronz (A. turefaciens) en lz alfzlfes (}. sati--

)

y €1
ca), el duraznero (P. persica) , el frijol (Pheseolus spv.),

ciruelo (P. domestica), el chabescano (Prunus armenia-

&

el m2nzano (2. mzlus), el membrillo (C. oblongz), el olivo
(0. eurovea), el peral (E. communie) y el rosal (Rosa sp.);: ¥
la 2g21ls del tallo {%. rubi) en la zarzamora (Rubus sp.)

Corynebacterium

Fascizcidn bacterianz (C. fzscians) del mergaritén {Chrysan--

themvm maximum).

CZnceres bzcteriznos mfs importantes:

Tseudomonss

(]
iy

en el peral (2yrus co--

:K-l
H
5]
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i
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]
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Zz=nthomonssg
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Corynebacterium

Cdncer bacteriano del fruto (C. michiganense) en el jitomats
(L. esculentum).

1l.1. Control de Enfermedzdes en Plantzs

Existen varias formas o tipos de control, los cuzles van
a depender tznto de la cl=ase de cultivo, como de lz naturale-
za de la enfermedad; sin embargo, se pueden clzsificar en dos
tipos: los preventivos y los curztivos y/b de erradicacidn.
En el caso de los hongos, dentro del tipo de los preventivos,
se encuentran: la resistencia genética o inducidz; la protec-
cidén por medios quimicos; y 12 legislacidn parz el estableci-
miento de cuarentenas, medidas regulatorizs y cervicios de
inspeccién sanitaria. Los curativos y/o de erradicacidn son:
eliminacién de los hospederos alternantes; erradicacidén gquimi
ca o por rotacidn de cultivos: y curzcidn guimica. Los que
han tenido mayor €éxito son, en los preventivos, las variedades
resistentes; y en los curativos, los fungicidas (Coronszdo,
1865b).

Con lo gque respecta a las enfermedades producidas por
bacterias, existen también vzrios métodos, entre los preven--
tivos se encuentran: el uso de semillz certificada o tratada
con substancizs gufmicas desinfectantes del tipo del bicloru-
ro de mercurio, formzlina, dxido de zinc, etec.; la desinfec—
cién de las yemes para injertos, las cucles deben ser de €rbo
les aparentemente sanos, 2si como la desinfeccidn de los ins-

trumentos o herramientas a utilizar; la destruccidn de insec-



tos transmisores; y tambidn el uso de variedades resistentes.
Cuando se trata de invernaderos, semilleros o viveros, es rs-—
comendable la esterilizacién del suelo, ya sea por czlor o

vor la apliczcidn de compuestos gufmicos. Dentro de los méto-
dos de tivo curativo y/o de erradicacidn tenemos: 12 rotacidn
de cultivos; lz quema de residuos de cosechss; la aplicacidn
de compuestos yuimicos y zntibidticos, como lz estrentomicina

y tetraciclina (Agrios, 1985; y Coronzdo, 1965b).

Control quimico. Los nlaguicidas son substzancizs que sir

ven para combatir los pardsitos de los cultivos, del gz=n=do,
de los 2nimz=les domésticos y del hombre; y se dividen en: ro-
denticidas, nematicidas, insecticidas, atr2yentes, repelen---
tes, acaricidas, herbicidas, fungicidas y antibidticos ( Primo
y Carrasco, 1977).

El uso y el tivo de compuestos quimicos hzn ido evolucio
nzndo a través del tiempo ; h=sta 1867, los compuestos guimi
cos que se usaron fueron: el azufre, la rotenona y los acei--—
tes. A pvertir de 1868 y hesta aproximzdamente 1940, se 2grega
ron 2 los antes mencionados el verde de Paris, zrceni=to de
plomo, dcids cirnhidrico, paradiclorobenceno, pirpura de Lon-
dres, =2reénico blanco, arsenizto de calcio, clorztos de sodio
y calecio, crinlitz, estricnine, etec.; ademfs se utilizaron in
secticidzs de origen vegetal como el eléboro, la nicotina o
el sulfato de nicotins activo, la piretrina y l= ceusia. La
aplicacidn y descubrimiento de estos productos =ze debid a
que algunas plagrc estaban causando estragos en la praduccidn

agricola, entre ellas l2 catarinita de la papa (Levtinotarsa



iecsrlineata), zue en 1358 se extendid del Colorszdo al Este

de los Zstedos Unidos (Coron=dc, 1965b; y National Academy of
Sciences, 1%7Z), Desde 1940 y hasta la fecha, los nuevos plz=-
guicid=s descubiertos han czusado una revolucidn en el control
de las plagae, y2 nsue nuncz antes habizn cido tan potentes, es
te veriodo emnezd con el DDT, =21 cual le siguieron otros del
rismo tipo, gue por derivzrse de combinaciones de hidrégeno,
czroono y cloro se les conoce como hidrocarburos clorados;

por otraz parte, en la décadzs de 1641 a 1950, también fueron
ruy usados los dinitrocompuestos, como ejemplo tenemos al efu
san 34-36. Otro tipo de compuestos orgdnicos sintéticos deri-
vados del fésforo, llemsdos en general organofosfatos o fosfg
rzdos, se empezaron 2 utilizar después de la Segunds Guerra
¥undizl, entre sllos tenemos =21 paratidn., Los compuestos qui-
micos usados en el Ultimo perfodo contra lsze plagas son: bro-
marc de metilo, diclorurc de etilo, tetracloruro de etano,
etc. (Coronado, 1581).

Control bioldgico. En la naturzleza existe un equilibrio,
resultado de miles de 2fios de evolucidén, en el cual unas espe
cies se zlimentzn de otras o l=s afectan de una u otre forma,
el hombre ha utilizado esto para destruir o controlar a las
voblaciones de las especies que dafian sus intereses. las noti
cias mfs antiguss de este tipo de control se remontan hasta
los =zfios de %00 a 1200 A.C., con el uso de hormiges paras des-
truir tanto las plagas de los citricos, como 2 otras hormigas
que ataczban los drboles. & este tipo de control, por medio

de enemigos natureles de las especies perjudicisles, se le



llama "Control Eioldgico", "Combate Bioldgico™ o "Biocontrol™
(Coronado, 1865z). : veszr de ser tan antiguo este control,
10 cobra verdaderz impnrvancis hasta el ario de 1832, cuando la

esczm2 algodonosa Icerya purchasi se convirtié en Califormia,

E.U.4., en un rerio problema al presentar resistencia a todos

los insecticidzs; fue entonces cuando la catarina Vedslia car
dinalis se utilizé, =czbando pricticamente con la escama algo
donosa (Coronzdo, 19653).

En Y¥éxico este tipo de control se inicid en el =2fio de
1300, 21 fundasrse la "Comisidn de Parasitologis Agricola". Eg
ta comisidn hizo 2lguncs estudios, como por ejemplo el de los

hongos sntoméfegos y el de 12 hormigz PFormica fusca perpilo—

sz, predadora del picudo del algodonero (Coronado, 19652).
Z1 control bioldgico ha tenido éxito contrz el piojo ha-
riniso de los citricos, la escamz roja de Czliformia, la mos-

cz prieta de los citricos, el oulgdn manchado de 1= alfslfa,

0]

la escama purvura, ete. Lctualmente se cuenta con 17 centros
de Reproduccidn Nseiva de Incectos Benéficos (Coronado, 1981).
Con respecto al control biolégico de enfermedades, este
ha sido mds reciente v consiste bfsicamente en la reduccién
de la densidad del indculo o actividad del patégeno, en su eg
tado zctivo o de latencia, vor uno o mds organismos acompafian
tes, y2 sea por manipulacidn a2 través del medio, del hospede-
ro o del antagonista; o por la introduccidn en masa de uno o
més antagonistas [ Burges, 1Sf1). Existen varias formas de ee-
te tipo de control, dependiendo de si se trata de patégenos
de 12s rafces o 2éreos. Zn el primer caso los métodos que e

usan son los siguientes: z) preparacién de semillas; b) pre—



inoculacidn de plantas y/o inoculacidn del suelo con antago—
nistas y ¢) competidores en los rzigones de los “rboles.

a) Preparzcidén de semillas.- Junto con las semillas se intro-
ducen antagonistas de los patdgenos, como en el caso de l2s

semillas de mafz protegidas con Bacillus subtilis o Chaeto---

miun globosum contra Pusarium roseum f.ep.' cersalis (Bur---
ges, 1981).

b) Preinoculacidén de plantas y/o inoculacién del suelo con an
tagonistas.=- Existen vzrios ejemplos: en unos c2sos se sumer—
gen las estacas o rafces en una suspensién, como se ha hecho
con el clavel para evitar la pudricidén del tallo causada por
P. roseum f.sp. cerealis, en donde las estacss se sumerzgen en

una suspensién de Bacillus subtilis o bacteriss del suelo co-

mo Pseudomonas. En otros casos se preinoculan l2s raices con
organismos avirulentos relacionados con el patézeno, por ejem
vlo, las plintulas de tomate son preinoculzdas con Cephzlos—-—

porium sp., para reducir la infeccidén de Fusarium oxysporum

f.sp. lycoversici, el cual produce marchitez; mientras mayor
cea el intervzlo entre las dos inoculaciones, la proteccidn
es mejor ( Burges, 1981).

¢) Competidores en los raigones de los 4rboles,- 3ste método
se utiliza para eliminar el materisl infectado con hongos. EZn

California se control2a a Armillariella mellez en citricos, re

moviendo mecdnicamente la mayorfa del material infectado y fu
migando el suelo con bisulfuro de carbono; vero, ademds el

suelo es tratado con Trichoderma wviride, la cual reemplazs a

A. mellea en los fragmentos de los raigones que aun puedan

+ f.sp. = forma especial



quedar (Burges, 1981).

En el caso de los patdégenocs aéreos, son mds vulnerables
a las medidas de control durante el proceso de establecimien-
to de nuevas infecciones, ya que una vez dentro del tejido ve
getal estdn frecuentemente protegidos de los compuestos gquimi
cos y de la microflora, por lo que los métodos que sSe usan en
el biocontrol son los siguientes: a) destruccidén del indculo
en el suelo; b) vreinoculacién y c¢) proteccién de heridas.
a) Destruccidn del indculo en el suelo.- Debido a que algu-—-
nos pvatdgenos aéreos pasan parte de su ciclo en el suelo, so-
bre hojas muertas u otros desechos vegetales, es ahi donde
pueden ser ampliamente destruidos por la microflora del suelo
(Burges, 1981).
b) Preinoculacidén.=- Es un caso similar al que ocurre con patd
genos de la raiz; se utilizan uno o mds antagonistas contra
el patdgeno de las partes aéreas de la planta. Por ejemplo,
se inoculan hojas de tabaco con Alternaria sp. no patogénica,

antes de la inoculacidn con la patdgena Alternaria altermata,

con lo cual se reduce la enfermedad de la mancha café del ta-
beco por cerca del 65%. Otro caso es el del tizén del fuego
causado por Erwinia amylovora, en el cual se utiliza una cepa
avirulenta de la misma especie o cepas de Pseudomonas saprofi
ticas o fitopatdégenas (para otros cultivos), las cuales inter
actian inhibiendo solamente en dosis altas o en un numero re-
lativamente mayor que el del patdégenc (Burges, 1981).

c) Proteccidén de heridas.= Algunos patdgenos invaden los reto
fios a través de lesiones hechas cuando se podan las yemas o

se deshojan los drboles. En el caso de Nectria galligena gue
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produce el chancro sobre el manzano, se utilizdé B. subtilis y
a diversos organismos aislados del tejido ulcerado, los cua—--
les redujeron (independientemente) el mimero de infecciones

( Burges, 1981),

1.2 Compuestos Orgdnicos Relacionados con la

Asimilacién y Transporte del Hierro

Existen distintos compuestos orgénicos relacionados con
la asimilacidn y el transporte del hierro. En animales, fue
hasta entrado el siglo veinte cuando los detalles del metabo-
lismc del hierro empezaron a aclararse gracias a la cristali-
zacién de la ferritina, al primer modelo ferrocindtico en
1937 (que involucraba plasma, médula Ssea e higado), y al des
cubrimiento de la transferrina y su funcidén en los cuarentas
( Bezkorovainy, 1980).

La ferritina es una proteina compleja formada por 24 sub
unidades idénticas, que tiene un peso molecular de 450000 d.
y cuya funcidén es ayudar a la absorcidn del hierro; asi come
el almacenamiento de este elemento. La transferrina es aparen
temente una sola cadena polipeptidica de peso molecular apro-
ximado de 80000 d., y su funcién es transportar al hierro
(Brwery, 1977).

Lz absorcidén del hierro ocurre preferentemente en la par
te superior del intestino delgado, en donde en estado ferroso
(Pe®™) se absorbe mids fdcilmente que en forma férrica (Pe'*™),
por lo gue los agentes reductores como la cisteina o el dcide

ascdérbico suelen sumentar su absorcién. Ias células de la mu-



cosa pasan parte del hierro directamente a la szngre, pero la
mayor parte se combina con la avoferritina (meolécula libre de
hierro) para formar ferritina (molécula asociadz al hierro),
la cusl libera al hierro zan el plasma, en donde es atrzpado
por la transferrina (Emery, 1377: y G2nong, 1276) o puede var
ticiper en la biosintesis de una variedad de proteinas hemo.
Las transferrinas estdn presentes en fluidos bioldgicos como
es el torrente sanguineo (serotrznsferrina), 1z leche (lacto-
ferrina) y la clara del huevo de las aves (conzlbumina) (3ez-
xorovainy, 1980).

Las principales proteinas aue almacenzn el hierro en los
mamiferos son la ferritina y la hemosiderina, estz ultima es
un=z ferritina parcialmente degradadz (3ezkorovziny, 13980C; y
32znong, 1276). Cuando existen los niveles normzles de este
zlemento en el orgznismo, hay mds ferritina que hemociderina,
pero cuzndo 2umenta la cantidad de hierro absorbide, la ferri
tina se incrementa en el higado y mucha es convertida a hemo-
siderina (3ezkorovainy, 1280). la ferritina se ha encontrado
tanto en animz=les vertebrados e invertebrados como en zalgunzs

olantas y honges (Bezkorovainy, 1980; y Richter, 1978).

Aun cuando casi todos los suelos contienen hierro en can
tidades suficientes, éste se encuentra en formz no z2similable
a las vplantas, formando dxidos como la hematita (Fezo3), la
magnetita (Fe304), la siderosa (FeCOS), lz pirita (FeS2),
etc., por lo que uno de los problemzs gue con mayor frecuen—-—
cia enfrentan los vegetal=s es la baja asimilacién del hie-—

rro, que trae como consecuencia clorosis (Brown, 1976; Page,



1966; y Teuscher y Adler, 1965). Este problema se debe a que
la solubilidad de las sales de hierro estd en estrecha depen-—
dencia con el pH del suelo; en suelos z2lcalinos la solubili--—
dad disminuye, esvecialmente en donde el pH puede 2lcznzar va
lores de 10; y por otro lado, la presencia de elementos como
el cobre, manganeso, niquel y zinc, interfieren fisioldgica--
mente en el aprovechamiento del hierro, dando como resultado
que el elemento llege a ser inaccesible vzrz la olanta ( Srown,
1976; Emery, 1977; y Teuscher y Adler, 1965).

Acerca del mecanismo molecular de la absorcién y trans--
porte del hierro en plantas, no se conoce ninguna teoria s4éli
da (Zmery, 1977).

Zntre los métodos pars controlzr la clorosis el mds usado
es el de los quelantes quimicos, que son compuestos organicos
como el dcido etilendiaminotetraacético (ZDTL), que tiene afi
nidad por metales como el hierro, mangzneso, magnesio, cobre,
zine y aluminio, es decir no son especificos; 2l unirse con
ecstos metales los hacen asimilables a las vlantas (Brown,
1976; y Teuscher y Adler, 1965)., Por otra parte, l=s vlantas
producen dcidos himicos y se ha especulado su papel en la so-
lubilizacidén del hierro. El 4dcido humico es una mezcla mal de
finida de varios dcidos carboxilicos, tales como el citrico,
fumdrico, oxdlicc y succinico; la excresidn de tales substan-
cias al suelo disminuye el pH, y consecuentemente el hierro
ce solubiliza. El dcido citrico forma quelatos estables que

incrementan los procesos de solubilizaeiédn (Emery, 1977).
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1.2.1. Siderdéforos, moléculas microbianas que intervienen en

la asimilacidn del hierro.

Siendo el hierro el cuarto elemento mds abundante en la
bidsfera, es extremadamente dificil de adguirir por la mayo—--
ria de las células, czobre todo en medios aerdbicos (Emery,
1977; v Neilands, 1982). Parz superar tales obstdculos la ma-
yoria de los microorgznismos z2erdbicos y anzerdbicos faculta-
tivos hzn desarrollado la habilidad de sintetizar sideréforcs
( 3ezkorovainy, 1920; Dzvis et al, 1978; Neilands, 16£2; y
Stuart st 21, 1832). Los sijerdéforos son moléculas orgdnicas
2ltzmente sspecificas vzra zsociarse =1 Pe+++, oroducidas por
los miercorgznismos cuzndo en el medio sxisten condiciones 1li
mitantes de hierro, ¥ oue tienen un veso moleculsr =lrededor
de los 1000 d. (Armstrong y Baalen, 1S79: 3Bezkorovainy, 1880;
3urnhzm y Neilands, 19€61; Zmery, 1977: Veilands, 1957, 1281 y
12°2; y Reeves st al, 1G83). =1 término siderdéforo, propvuesto
vor lLankford en 1573 pzrz substituir los primeros norbres tri
vizles como siderccromo, denota la moléczulz libre de hierro,
mientreas que lz forma asocizda 21 hierroc es referidz como fe-
rrisiderdforo (Yeilends, 1681 y 1982). Quimicamente estos com
vuestos son fundamentzlmente catecoles o dcidos hidroxZmicos.
31 prirer zideréforo tipo fenol-cztecol gue se aisld fue el
deido itoieco en 1952; y el primero del tipo hidroxamato cuyz
estructura se conocid fue el desferal en 1260 ( Bezkorovainy,
1¢20; y Neilands, 1¢81).

Clasificacidn. Auncue los =iderdéforos como entidedes quimi---

cas despliegan unz variacién estructural considerable, lz ma

yoria de ellos pueden clasificarse como compuestos tivo hidro



xamato, ECO—-N( 0-)-] y 0 compuestos tipo fenol-catecol,

" OHE

>

donde R q, OH
L=0, N
(Bezkorovainy, 1980; Zmery, 1977; Mullis et al, 1971; Neilands,

2

.-RI

121 y 1582; Reeves et al, 1623); sin embargo, hay siderdforcs
aue no corresponden a estas clasificaciones, como es el casc

de lz esquizoguinonz vroducida por Bacillus megaterium (Nei--

lands, 1%81) y 21 siderdforo de Rhizobium nhaseoli (Peralta,

1936).

Sideréforos tino fenol-catecol. EL miembro mejor concci-
do de este gruvo fue aislado en 1870 de cultivos pobres en

aierro de Salmonellz typhimurium y Zscherichia coli, y se de

nomind enterobactina y :nteroquelina re=pectivamente (Bezkorg
vainy, 1380; y Neilznds, 1681). Este compuesto parece ser co-
in a2 todas las enterobacterias y es considerado el prctotino
del siderdforoc %ipo fenol-catecol (Neilands, 1¢31).
Siderdforos tipo hidroxamzto. Existen diversss clases de
sideréforos tivo hidroxzmato, las cuzles , segun 3Sezkorovai--
ny, »ueden clasificz2rse en:
[a fzmilia de las Perrioxszminas. Comvuestos caracterizados
oor la opresencia de e-amino-w -hidroxiaminoalcano, gque vueden
ser tanto ciclicos como lineales, estdn presentes en los cul-
tivos de los actinomicetos.
Ia familia de los Ferricromos. Un aminodcido comin a2 estos
compuestos es la I~ornitina. Se encuentran en los ascomicetos
(Neurosvora), basidiomicetos (Ustilago) y hongos imperfectos
(2enicillium).

Lz familia del Acido Rodotorilico. Son péptidos cfclicos {(di-
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cetopiverazinas) de &N-hidroxi~I-ornitina substituida; son
oroducidos por Neurospora, varias esvécies de levaduras y Ze-
nicillium.

Ia familia de las Aerobactinas. Compuestos caractarizados por
contener citrato, estdn representados por la aerobactina (ie-

robacter aerogenes).

Ia familia de las Micobactinas. Siderdforos gue estructural--
mente comprenden elementos tive hidroxamato,como el fenolato,
y tienen dcidos grasos substituyentes, vor lo que son liposo-
lubles; son oroducidos por varias especies de micobacterias.

La familis de las Zxoquelinas., Ju estructura no ha sido toda-
via definide, pero se piensa jque son hexapéptidos ciclicos cu
yo orincival componente es la €-zcetil-8-Y-hidroxilisina; se

descubrieron en Nycobacterium smegmatis; ozrece jue interaec——

tdan con l2s micobactinas {que est#n restringidas a la membrz
na celular o capa cerosa asociada con ella) sediéndoles el
hierro que transportan desde el exterior.
La familiz de las Pusarininas., Compuestos consistentes de uni
dades fusarinina {complejo de &-N-hidroxi~L-ornitina y dcidoc
cis-#-metilzlutacdnico), vresentes en cultivos de PFusarium £D.
Existen otros compuestos tipo hidroxamatc cuyo »apel en
el metabolismo del hierro es incierto (Bezkorovziny,l1l28C).

Propiedades gquimicas y fisicas. Ia solubilidad de los side---

réforos es variable, los compuestos fenol-catecol son solu-=-
bles en compuestos orgdnicos tipicos (etilacetato), o en sol-
ventes como la aceton= y el etanol a vH 2 o meros. Mientras

que los compuestos tipo hidroxamatc son hidrosolubles, excep—

to las micobactinzs que, como yz se indicé, se disuelven en
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compuestos orgdnicos ( Bezkorovainy, 1980; Zmery, 1%77; y Nei-
lands, 1981).
Ias constantes de estabilidad del comdlejo siderdforo-

Fe'** se encuentran en el rango de 1020~1050

¥ (¥eilands,
1082),muy superiores a las presentadas en dcidos orgdnicos
naturales (citrato férrico 1012 ¥), fenolatos (p-hidroxiben--

15

zoatoférrico 107~ M) y diversos auelantes sintéticos, sunjue

26 .
¥, no pue=

el EDT: tiene una constante de estabilidad 4= 10
de retener el hierrc a un pH arriba de 6 por lz comnetencia
con otros cationes; mientras aue los siderdforos hidroxamatos
juelan hierro tanto en medios dcidos como zlczlinos (Powel et
21, 1980; y Cline et al, 1983).

Todos loes siderdforos tienen 2bszorcidn mixim= en =21 »ran-
go de luz ultravioleta y en el visible cusndo ce coordinsn
con hierro ( 3ezkorovainy, 129%0).

¥ecanismos de la asimilacién del hierroc. Con resgecto 2l trang

porte de hierro mediad» por siderdforos, existen esencialmen-
te tres mecanismos; el primero estd ejemnlificado vor la ente
robactina, en donde ésta adquiere el nierro del medioc, lo in-
troduce a 1z célula y 2ll{, por hidrélisis, lo libera; con lo
que el siderdforo sdlo vuede ser utilizado uns vez. n el se-
gundo, el ferrisideréforo también es introducido 2z 1z célula,
vero el hierro es liberado por reduccidn (del estado Fe+++al
Fe++), con lo que el sideréforo puzde ser reexcretado al medio;
es el caso de los ferricromos. E1 tercer mecanismo ocurre en
las micobacterias y organismos que utilizan Zcido rodotorili-

c0. Bn las micobacterizs el hierro del medio es secuestrado

por 1as exoquelinas, que posteriormente lo seden a las mico—-—
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bactinas (loczlizadas en las porciones lipofilicas de lz su—-
perficie celular), las cuales lo translocan al interior de la
célula, en donde es reducido (re*™) para ser removido de las
micobactinas (3ezkorovainy, 1980).

Por otra varte, es interesante not=r jue aungue les ente

robacilos {coms S. iyohimuriur y 3. coli) no droducen sidersd-

[tal

foros tipo hidrox=zm=2to, rusd=a 2dgquirir hierro de compusstos
tales como el ferricrcmo, ya aue voseen receptores de membra-
na para tzles siderdforos, 2asi como para el citrato, lo aue
apzrentemente 25 unz ventaja evolutiva ( Bezkorovainy, 13880
Emery. 1%77; Leong y Neilsnds, 1376; y Pollack et al, 197C).
Iz obtencidn del nierro por estos mecanismos es un vro--
ceso Jue requiere energia {Zmery, 13577: lMeyer y Hormsverger,
157%; y Peters y Varren, 1S€S), lo cual se dewostrd usandc in

hibidores metabsdlicos (dinitrofensl) y condiciones anaerdbi--—

-

cas en Z. coli y M., smegm=tis { Bezkorovziny, 1380).

A

3iocintesis de siderdfores. i mediados de los cincuenta se

descubrid sue 1z biosintesis de los s=iderdforos es usualmente
inducidz en medios deficientes en hierro {¥eilands, 1271), 1o

cual induce l2 formacidn de sistemas enzimdticos v proteinas

mn
B
s
m

receptoras de membrans relacionados con el proceso de 3
¢cidn de hierro { 2ezkorovairy, 1290;.

En la biosintesis de los siderdforos tipo fenol=-cztecc
el comouesto srecurszcr es 21 dcido corismico, el cuzl a
vezr es un intermeZizrio en lz biosintesis de la ferilzalznins
¥ tirosima. “izatras ou2 1z tilos

D0 nidroxamats, debe 2xzrinsrese scbre la base de cada czso e

B

particular, debido =z lz gran variedad 3e estos comrruestos, e



ro se cree en general que la hidroxilacién de los grupo:z ami-
no ocurre enziméticamente usando como sustrato aminodcidos b B
bres y oxigeno. Los N-hidroxiaminodcidos y otros hidroxsmatos
pueden entonces formar union=ss veptidicas, aunque 21 mecznis-
mo de sintesis no es ribosdmico (Bezkorovainy, 1980).

Control bioldgico mediado por siderdforos. EL papel del hierro

en el desarrollo de ciertas enfermedzdes animales se empezd a
estudiar a mediados de los cincuentas (Kochan. 1973); en mami
feros se conoce un mecanisme llamado "inmunidad nutricional",
el cual coansiste en"retirar" el hierro 2 los microorganismos
invasores vor medio de las transferrinas, y de sstz forma de-
tener su crecimiento (Bezkorovainy, 1920; Xochan, 1973; Yur—-
phy et al, 1376; Stuart et al, 1282; y “einberg, 1971 y 1S78).
Ciertos microorganismos superan tal inhibicidn »roduciendo si
deréforos czpaces de combinarse con el hierro de las transfe-
rrinas (Bezkorovainy, 1930). 3sta competenci2 vor el hiasrro
se presenta en una amplia variedad de organismos; se hza encon

trado que la cianoficea Anabaena flos-aquae, que oroduce sgide

réforos, vuede inhibir el crecimiento de la cloroficea Scene-

desmus basiliensis en un 20% (Emery, 1577; y iurohy et al,
1376). Tambidn se ha reportado que el crecimiento de algunos
microarganismos (Legionella) es inhibido completamente cuando
se adicionan sideréforos de otras especies (enterobactina, e
rricromo, etc.) 2l medio, y que 21 crecimiento de éstos se re
cupera al agregar sulfato ferroso (Reeves et 2l, 1923).

El incremento en lz produccidn de cultivos, como la papa
v el rfbano, se ha relacionado con la presencia de Pseudomo——

nas fluorescens y Pseudomonas putida en el rizoplszno, las cug

-lg_



les inhibieron el crecimiento de otros microorganismos (hon--
2os y bacterias) en esta zona, por lo que al interferir tam--
bpién en el desarrollo de agquellos microorganismos fitopatdge-
nos esvecificos, los cultivos se desarrollan en mejores condi
cicnes fitosznitarias {Burr et 2l, 1578; y Kloepper et al,
1650a). Aungue en 10S vrimeros trabajos no se conocia la cau-
sa de tal inhibicidn (Burr et 21, 1978), estudios posteriores
revelaron que la presenciz del sideréforo de estas Pseudomo--
nas (oseudobsctina), imvedia el crecimiento de la microflora
nativa, al orivarla del hierro (Kloepper et al, 198Ca y
1S20b). Otrc interesznte trabajo orobd jue en suelos represi-

vos de enfermedzdes ccusadas »or hongos, como FPusarium oxys—-

Jorvm ¥y Fzeumannomyces graminis var tritici, se encontraban

oresantes ceoas de Pseudomonas fluorescentes, y aue la avlicz
c¢idn de estzs bacterias o el siderdforo especifico en suelos
conductores de la enferwedad , los convertian en suelos repre
sivos; con la =2dicidén de hierro se transformaron suelos repre
sivos en conductores (Xloepcer et al, 1980b; y Teintze et al,
1381). Esto parece indicar gue los microorgaznismos inhibidos
son incapaces de obtener hierro en cantidades esenciales vara
crecer, lo gque vuede deberse a tres razones: gque éstos no pro
ducen sideréforos; que vroducen comparativamente menos gue
los otros microcrganismos; y/o que son menos potentes que los
de l2s especies competidoras (Kloepper et al, 19802; y Murphy
et al, 1976). En base a lo anterior y considerando la impor—
tancia que este mecanismo de inhibicién tendrfia en el control
de lz2s enfermed=zdes en la zgricultura, los objetivos del tra-

bajo fueron: l.- Incrementar la evidencia experimentzl de ez=-



te fendmeno de inhibicidn. 2.~ Zstablecer condiciones sxveri-
mentales econdmicas y adecuadas para seleccionar micrcorganig
mos capaces de inhibir a otros en medios deficientes en hie--
rro, simplificando la metodolozia. 3.~ Analizar las caracte--

risticas generales del mecanismo de inhibicidn.

- 21 =



II. MATZRIALES Y METODOS
2.1. Rezctivos

Para el deszarrecllo de 2ste trabajo se utilizaron sales
inorszdnicas de grade analitico compradss en las casas XYerci,
Baker y Técnica Quimica. Las substancies orgdnicas vara fines
biogquimicos se obtuvieron de las casas Zastman, ICN, MNerck,
Baker y Sigma. Con respecto a los antibidticos, la Kanzamicina
(Xantrex) se adgquirid de la casa Bristol; el 4cido nalidixico
(Wintomylon) en The Sydney Ross; y lz tetraciclina en Carlo
Srba. Z1 agua tridestilada asue se utilizd fue de lz casa Sig-
ma, y el agua deionizadz se obtuvo de un deionizador Water I

modelo 15200,
2.2. Material Bioldgico

Zn este trzbajo se utilizaron 24 cepz2s de microcrganis--

mos, las cuales se mencionan a continuacidn:

Cepas de orgz2nismos fitopatbgenos.

Agrobacterium tumefaciens (Smith y Townsend) Conn

Corynebacterium fascians (Tilford) Dowson

Erwinia atroseptica (vsn Hall) Jennison

. carotovora (Jones) Holland

[[S3]

. nerbicola (Lohnis) Dye

[S]

Pseudomonas syringae van Hall

Xanthomonas campestris (Pezmmel) Dowson
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X. phaseoli (Erw. Smith) Dowson; cepas CBP~123, C3P-14C y
CBP-147
Pusarium oxysporum f.sp. lycopersici (Sacec.) Snyder y Hansen

(fsp. = forma especial)

Phytophthora cavsici Leonian, cepa 6554

De las cuales las primeras siete y los hongos fueron donados
por el Centro de Fitovatologia del Colegio de Postgraduados
(c.P.) Montecillos, México. Las cepas de X. phaseoli fueron
enviadas del Centro Internacional de Agricultura Tropical

(CIAT) Cali, Colombia.

Cepas de organismos no fitopatdgenos

.
Pseudomonas fluorescens Migula, cepa 7SRRI

Rhizobium phaseoli Dangeard, cepas C.P.Mex 3, C.P.Mex 7 ¥
C.P.Mex 46
Aislamientos: A3, A4, AD>, A6, AT, AB, A9 y AlO

Las cepas de R. phaseoli se adquirieron en el Centro de Edafo
logia del C.P.; la cepa P. fluorescens y los aislamientos for
man parte de la coleccidn del cepario del laboratorio de Gené

tica Molecular del Centro de Genética del C.P.
2.3. Medios de Cultivo

Los medios de cultivo utilizados en este trabajo fueron
preparados fundamentalmente para conservar, determinar y ca-=—
racterizar a los microorganismos en estudio,

Medios para la conservacidn de microorganismos:

Medio de caldo levadura manitol (CILM) y medio agar leva-
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dura maritol (ilM).

ledios para la determinacidn de siderdforos:

Medio minimo parz Rhizobium (M); medio M sin FeCl3
(M-Fe); medio M con el triple de la concentracidn de FeCl,
(M+3lFe); medio M con glucosz (MZ): medio MG sin FeCl, (MG—ge?:
medio MG con el trinle de la concentracidn de FeCl3 (MG+3Fe};
medio M con sobrenadante gastado (SGXM); medio M—-Fe con scobre
nadznte gastads (SGKM—Fe); medio M+3Fe con scobrenadante gasta
do (SGXM+3Fe); en donde el subindice x corresponde a la cepa
de la iue se obtuvo el sobrenadante gastado.

Medios para la determinacién de cepzs:

Medio extracto de levadura-dextrosa—carbonato de calcio
(EDC): medio B de King (3K): medio de Hugh y Leifson (HL); me
dio pars produccidn de levana; medio Thornley; y medio ALMW
con antibidticos: ALV con kanamicina (ALM Kn), AIM con 4cido

nalidixico (ALK Nal) y ALM con tetraciclina (2L¥ Tc).

Para la preparacidén de los medios de cultivo, asi como
para la esterilizzcidn de los mismos, de las soluciones y del

material, consultar el Apéndice I.
2.4. Métodos

Existieron una serie de procedimientos rutinariocs que
fueron practicados a lo largo del desarrocllo del trzbajo, los
cuales se anotan a continuacidn:

Los cultivos se incubzron durante 24 6 48 h, a una tempe

ratura de 28 *1° ¢. Ia agitacién, para los cultivos en medios
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o
El material
determinzcidn de

gdénicos, se lavé

[

2 al término

-]

lenaron con uns=
h,

100 oscilaciones por minuto, con un desvlaza

de vidrio que se usdé en las pruebas para la
sideréforos y establecimiento de grupos anta
de la siguiente manera: tubos y matraces se
solucidn de HC1 1Y y se dejaron reposar por

de este tiempo se enjuagaron diez veces con

de la ll=ave

El grado ds

y dos con z2gua destilada.

ague
desarrollo de los cultivos en medio licuido
se cuantificd por el método turbidimétrico, en un espectrofo-
témetro Coleman Jr. 2 una longitud de onds de 66C nm.

Para la preparzcidén de los sobrenadantes de medio gasta-
do, el cultivo se 2justd a2 pH 7 ¥y se centrifugd a 25200 g, du
rante 15 minutos 2 40 C. La esterilizacidn del sobrenadante
se 1llevd a cabo por filtracidn a través de unz membrana Milli

pore con un didmetro de poro de 0.45u m.

2.4.1. Pruebas para la determinacidn de siderdéforos y estable

cimiento de grupos antagdnicos.

Las siguientes son pruebas generales que ayudan a deter-
minar lz presencia de siderdéforos en el cultivo, y para esta-
blecer pares de org=z=nismos antagénicos, mediante la determinz
cidén del grado de desarrocllo del organismo a prueba, en pre—-—
sencia de la solucidn que contiene el siderdéforo.

2.4.1.1. Prueba para evaluar la capacidad del microorganismo

de asimilar hierro en medios con deficienciz de este elemen--

to. Con el fin de uniformizar las condiciones experimentales,
se seleccionaron a aquellos micrcorganismos capaces de desarrp

llarse en los medios M y M-Pe (este dltimo unz modificacidn
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del primero), por tener una comvosicidén quimica 3definida. Pa-
ra esta prueba los microorganismos inicialmente se crecieron
en tubos con 5 ml de medio CLM, durante 24 h con agitacidn;
luego se tomaron 0.1 ml de estos cultivos ¥y se agregaron a
los tubos con 3 ml de medio M, dejindose en agitacidn vor 24 n
2l término de las cuzles se tomd 0.1 ml de indculo para cada
tubo con 5 ml de medio M y M-Pe. A estos dltimos tubos se les
tomé la lectura inicial de absorbencia, antes y desoués del
indculo, se utilizdé como blarco un tubo con medio N-Fe; la lec
tura final se obtuvo despuéds de 72 h de incubacidn en 2gita——
cidn (Pigura 1). Se hicieron tres ensayos para cada cepa, con
los cuales se sacd el promedio (la media X), la desviacién es
tédndar (S) y el coeficiente de dispersién (V = S/X + 100). Es
te Ultimo se utilizd vara descartar aguellas cevas con un po-
bre crecimiento o cuya viabilidad se fue perdiendo, lo cue se
vié reflejado en un coeficiente de dispersidn (V) mayor o
igual al 80%.

0.1 ml 0.1 ml
/___\m
5 ml 3 ml 5 ml 5 ml
CLM M M M-Fe
24 h 24 h 72 h 72 h

Figura l.- Prueba para evaluar la cavacidad del microcorganis-

mo de asimilar hierro.
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2.4.1.2. Obtencién de sobrenadante gastado (SG). El procedi--

miento para obtener el SG fue el siguiente:

a) Con cultivos desarrollados en cajas con medio ALM, se ino-
cularon tubos con 3 ml de medio M y se dejaron crecer durante
24 h, para obtener el primer inéculo.

b) De los cultivos anteriores se agregd 0.1 ml de indculo a
cada tubo con 5 ml de medio M~Pe y se incubaron durante 24 h.
¢) Del tubo anterior se tomaron 0.75 ml por cada 25 ml de me-
dio M-Pe y se incubaron en matraces por 24 h, o hasta que el
cultivo alcanzd la fase exponencial tardia.

d) El cultivo se ajustd a oH 7, se centrifugd y el sobrenadan

te se esterilizé por filtracidn (Figura 2).

0.1 ml 0. 75 ml
. l Se ajustd Se este
a pH T % rilizé

—
por fil
5 ml tracién

M M-Fe 25 ml Se centrifu-
24 h 24 h M-Fe g6 25900 g
24 h 15 a 4%

Figura 2 .- Obtencidn de sobrenadante gastado (SG).

2.4.1.3. Preparacidn del indculo de las cepas fitopatdégenas.

Cultivos desarrollados en cajas con medio ALM se pasarcon a tu

bos con 3 ml de medio CIM y se mantuvieron en agitacién cons-
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tante de 24 a 48 h (Pigura 3).

ALM 3ml
24 h CLM
24-48 h

Figura 3.—- Preparacidn del indeulo de las cepas fitopatdgenas.

coorgzanismos. Para definir el grado de inhibicién czusada

por los sobrenadantes de medio gastado sobre los microorganis
mos, se prepararon tubos con 5 ml de los medios N-Fe y SGXM-
Fe. A cada tubo se le tomé la lectura de absorbencia inicial
utilizando como blanco un tubo con medio M—-PFe; después fueron
inoculados con 0.1 ml del cultivo del organismo fitopatdgeno,
haciéndose la lectura de absorbencia tan pronto los medios
fueron inoculados (t = 0) y las siguientes a las 24, 48 y T2 h
(Pigura 4), tomando la dltima lectura para calcular los por—-
centajes de inhibicibén de la forma siguiente:

a) Se tomd como 100 por ciento el crecimiento (absorbencia)
alcanzado por el ‘cultivo en el medio M-Pe.

b) Se obtuvo el por ciento de crecimiento (absorbencia) alcan
zado por el microorganismo en el medio SG_¥-Pe.

c) Al 100 se le resta el valor calculado en el paso anterior
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Y nos da el por ciento de inhibicidn.

Se obtuvo el promedio (X) y la desviacidn estdndar (S) de
tres experimentos independientes; y se selecciond a los pares
de organismos antagdénicos cuyo grado de inhibicidn fue de un
40% o mds.

0.1l ml
/"’_"’\—,\*
3ml 5 ml 5 ml
CLM M-Fe SGXM“' Pe
24-48 h 72 h T2 h
(organismo
fitopatdgeno)

Figura 4.- Prueba para determinar inhibicién.

2.4.1.5. Prueba para determinar la reversién de la inhibicién.

En esta prueba se utilizarcn tubos que contenian 5 ml de los
medios M-Fe, SGKM—Fe, SGXM Ng SGXM+3Fe (Pigura 5). Se siguid
el mismo vrocedimiento que en la prueba anterior, vero ya no

hubo seleccidn de organismos.

2.4.1.6. Prueba para determinar efecto bacteriostdtico o bac-
tericida del SG. Para el cultivo fitopatdgeno se usaron cua—-
tro tubos con 5 ml de medioc M-Fe. A cada uno se le tomé la

lectura de absorbencia antes de inocularlos con 0.1 ml del

-29_



cultivo del fitopatdgeno. Se incubaron con agitacién durante
24 h, se tomé la lectura de absorbencia, se centrifugaron y
se retird el sobrenadenfe, esto Ultimo en condiciones estéri-
les. Después se agregaron 5 ml de los medios SGxM+3Fe y k-Fe,
‘dos tubos por cada medio, se resusvendieron las células se to
mé la lectura de absorbencia inicial (blanco M-Fe) y se hicie

7 v 10-8) a partir de uno de los dos tubos,

ron diluciones (10
para determinar la viabilidad utilizando cajas con medio ALM.
El otro tubo se dejé en agitacibn durante 37 h, 2l término
de las cuales se se volvieron a tomar las lecturas de absor——
benciz y hacer las diluciones. Se comparzron las lecturas de
absorbencia y el numeroc de colonias del tiempo O con las de
37 h después (PFigura 6). Se hicieron dos repeticiones en las
lecturas de absorbencia obteniendo el promedic (X) v 1la des—-

viacidén estdndar (S) para cada caso.

3 ml 5 ml 5 ml 5 ml

CLi M-Fe SG_N~-Fe SG_ M SG_M+3Pe
x X x

24-48 h 72 h 72 h 72 h 72 h

(orzanismo

fitopatdgeno)

Figura 5.- Prueba para determinar reversién en la inhibicién.
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0.1 ml

{
0

A
u

——~
b=t

1 C

3Iml CL¥ 5 ml y-Fe Centrifugacidn
| R || 3G WedPe o Ni-Fe
|| ' ! - —»
. o) =& Le)

24-48 n 24 a
Se retira el sobrenadante

= JUJUU
I esme J -
' |
;L

1 C

=

(2)\) (2)

=) =Fe

I
1

r
— e
l

Se resusaendsn

— ibsorhencia {t = 2)
iy
(1)
Sme+3?e Diluciones
(t = 0)
(cajas con ALN)
-z _,
(2)
5G M+3Fe Diluciones
37 h (£ = 37 h)
Absorbencia (cajas con AINM)

Figura 6.- Prueba para descartar efecto bactericida del SG.
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2.4.1.7. Curvas de crecimiento. EIl procedimiento para determi
nar las cinéticas de crecimiento fue el siguiente:

a) Se sembraron los cultivos en cajas con medio AIM y se incu
baron.

b) De estos cultivos se inocularon tubos conteniendo 3 ml de
medio M, y se dejaron en agitacién constante por 24 h.

¢) De los anteriores cultivos desarrollados se tomaron indcu-
los de 0.1 ml para cada tubo conteniendo 5 ml de medio M o
¥-Fe, y se incubaron con agitacidn durante 24 6 48 h.

d) En matraces de tubo lateral con 25 ml de medio M, MG, N—Fe
0 MG-Pe, se agregd el volumen de indculo necesario para alcan
zar una absorbencia inicial de 0.04. Se agregd indculo proce=-
dente del medio M a los matraces con medio M ¥y ¥G; y el indcu
lo procedente de M-Pe para los medios M-Fe y MG-Fe. Se toma=—
ron lecturas de absorbencia cada 2 h, hasta llegar a la fase
estacionaria (Figura T); se hicieron tres repveticiones, y las
curvas de crecimiento fueron orimero linealizadas y luego
ajustadas por minimos cuadrados, para voder calcular el valor
de la pendiente (m} ¥y dar la ecuacidn que representa el creci
miento de la poblacidn, antes de llegar a la fase estaciona=-
ria.

2.4.1.8. Andlisis espectrofotométrico. Después de crecer las

cevas no fitonatdgenas en los medios: M, N~Pe, MG y MG—Pe; se
obtuvo el SG de la forma antes mencionada, peroc sin ajustar
el pH (Ver 2.4.1.2); ademds de SG autoclaveado, proveniente
del obtenido en el medio M=Fe (NM-FeA). A cada muestrz del SG
ge le tomé el espectro de absorcidn desde los 330 nm hasta

los 840 nm, con intervalos de 10 nm.
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AIN 24 h

Ol ml 0.1 ml
—
5ml M 5 ml M-Pe
24-48 h 24-48 h

25 ml ¥ 25 ml KG 25 ml M-Fe 25 ml MG-Fe

Absorbencia inicial 0.04

Iectura de absorbencia cada 24 h hasta llegar a la

fase estacionaria

Pigura 7.~ Curvas de crecimiento.
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2.4.2, Pruebas para la identificacién de los aislamisntos,

Ias pruebas a las gue se sometieron los aislamientos (zue
inhibieron el desarrollo de las cepas fitopatdgenas) para su
identificacién , fueron las siguientes: morfologia de lzs co-
lonias; tincién de Gram; fluorescencia; medio selectivo vara
Xanthomonas; éxido-fermentacidn; tincién de flagelos; hiper——
sensibilidad; pudricidén de papa; hidrolasa de arginina; oxida
sa; produccién de levana; y respuesta a antibidticos, esta dl
tima como complementaria. La cepa testigo fue P._fluorescens
7SRI, Para revisar la elaboraciédn de cada una de estas prue--—

bas, ver apéndice I varte 2,
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III. RESULTADOS

3«1l. Capacidad d=1l Microorganismo para Asimilar Hierro

en Medios con Cantidades Limitantes de este Elemento

En el cuadro 1 aparecen los resultados de esta vrueba,
las cepas con un coeficiente de dispersidn (V = S/X +« 100)
igual o mayor al 80/ (en cualquiera de los dos medios) se eli
minaron, ya que, como e menciond en el método, este coeficien
te refleja tanto la vérdida de viabilidad como un pobre creci
miento en el medio. En el vrimer caso tenemos a E. carotovora
¥ a 3. herbicola, lo cual se nota mds claramente si compara--—
mos la media (X) y la desviacién estdndar (S) junto con el coe
ficiente de disversidén (V) (Cuadro 1). En el segundoc caso te-
nemos 2 E. atroseptica, X. campestris, X. phaseoli CBP-123,
CBP-140 y- CBP-147, los aislamientos 6 y 8 (el aislamiento 6

ni siquiera mostrd un minimo de crecimiento, por lo cue no se
pudo sacar el coeficiente de disversién), y el hongo P. cap--
sici (Cuadro 1). Ademds, este ultimo y P. oxysporum, el otro
hongo, presentaron el problema de que su crecimiento no se pu
do medir con orecisidn utilizando el espectrofotémetro, por
lo que también se eliminaron.

Los microorganismos con los que se siguid trabajzndo avz
recen en el cuadro 2, el cual muestra el por ciento de creci-
miento en el medio M-Fe en comparacién con el medio M; las
tres cepas con los mds altos porcentajes fueron: C. fascians

¥ los aislamientos 4 y 7.

- 35 =



Cuadro 1. Crecimiento alcanzado por los microorganismos, =2
las 72 h de incubacién, en los medios ¥ y M-Fe.
(X = promedio; S = desviacién estdndar; y V = coel:

ciente de dispersidn)

Medios de cultive

Cena M i-Fe

X s v z 5 7
A. tumefaciens 0.79 0.04 5 0.66 0,21 32
C. fascians 0.74 9.18 24 0.69 0.08 1z
E. atroseptica 0.06 0.10 167 0,06 0.03 133
2. carotovora 0,28 0.24 36 0.27 D.24 8s
E. herbicola 0.24 0.23 36 0,08 2.0B 10C
P. syringae 0.60 0.12 20 0.50 .14 28
X. campestris 0.05 0.04 30 0.06 0.04 87
£3P-123 0.09 0.12 133 0.04 0.06e 15C
C3P-140 0.08 0,11 138 0.0 0.11 122
C3pP-147 0.07 0.06 86 0.04 0.04 100
F. oxysporum 0.22 0.06 27 0.35 0.2¢8 T4
P. capsici 0.02 0.03 150 0.04 0.02 50
C.P.Mex 3 0.50 0.0 16 0.38 90.13 34
C.P.Mex 7 0.47 0.05 11 0.36 0.06 LT
C.P.Mex 46 C.66 0.08 12 0.40 C.C2 >
7SRI 0.44 0.14 32 0.31 0.12 39
A3 0.38 0.06 16 0.20 0.02 10
A4 0.47 0.07 15 0.48 0.02 &
A5 0.38 0.05 13 0.26 0.05 15
A6 0.00 0.00 e 0.00 0.00 -
A7 0.47 0.0¢6 13 0.44 0,04 S
a8 0.02 0,02 100 0.01 0.01 100
AS 0.39 0.17 44 0.27 0.14 52
A 10 0.38 0.02 5 0.26 0,01 4
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Cuzsdro 2. Listz de microorganismos seleccionados, en base 3l
cuadro 1L, ¥ por cisnto de desarrollo alcanzado en el

medio M-Fe, en comparzcidn con el medio M.

Medios de cultivo

Cepa M M-Fe
A. tumefaciens 100 84
C. fascians 100 93
P. syringae 100 83
C.P.Yex 3 100 76
C.2.Mex 7 100 76
C.P.Mex 4¢ 100 61
TSRI 100 70
A3 100 53
A4 100 102
A5 100 68
AT 100 94
A9 100 69
A10 100 68

3.2. Prueba Microbioldgica para Establecer Grupos

Antagénicos

Con los microorganismos seleccionados se tratd de deter—

minar cuales de las cepas de R. phaseoli, P. fluorescens 7SRI

y los aislamientos causabar: inhibicidn del desarrollo de los

organismos fitopatdgenos A. tumefaciens, C. fascians y P. =y-

——e
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ringae. Los resultados aparecen en el cuadro 3, en donde podz
mos apreciar que las cepas con mayor capacidad de inhibicidn
fueron los aislamientos A3, A5, A9 y Al0, mientras gque los de
menor capacidad fueron la cepa C.P.Mex 7 y los z2islamientos
A4 y A7; también se puede observar que sélo en 15 de los 30
casos (1la mitadl la inhibicién fue mayor del 40%. En el cua-—-

dro 4 aparecen estos 15 pares de organismos antagénicos.
3.3. Prueba de Reversidn de la Inhibicién

En el cuadro 5 aparecen la media y la desviacién estdn——
dar de tres ensayos independientes, aunque parza los casos de
R. phaseoli sélo se tiene los datos de dos experimentos, debi
do a la vresencia de mucilago en el sobrenadante de medioc gas
tado, especialmente en 2l caso de C.P.Mex 46, lo que hizc di=-
ficil la esterilizacidn gor filtracidn. Los casos en donde se
vié reversién de la inhibicidén fueron: A. tumefaciens con el
SG de A5, A9 y Al10; C. fascians con el SG de C.P.Mex 46, TSRI
¥y A5; y P. syringae con 21 SG de C.P.Mex 3, A3, A5, AS y AlO.
Como puede apreciarse en el cuadro 5, en la mayoria de los ca
sos esta reversidén es ‘gradual, observdndose la mayor inhibi--—
cién en el medio sin F9013 ¥y la menor en el medio con el tri-
ple de Pecl3. También tenemos los casos en donde no hubo re—
versifén: A. tumefaciens con el SG de A3; y C. fascians con el
SG de A3, A9 y AlO.
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Cuadro 3. Efecto inhibitorio causado a2 A. tumefaciens, C. fas
cians y P. syringse, por la oresencia de 3G en 2l
medio M-Pe., Los datos (X y S) se obtuvieron del vor
centaje de inhibicidn en dichos medios en relacidn
al desarrollo de los cultivos en el medio M-Fe.

Medios Cepas fitovatdgenas
de cultivo A. tumefaciens C. fascians P. syringae
X S X S X S
SGJMPFE 37 8 20 1 56 10
SGTM—?E 7 5 30 12 2¢ 6
SG46M-Fe 30 13 64 4 31 Q
SG?SRIM—FE 36 15 70 8 ) 34 14
g
56, M-Pe s I 98 s W g3 4
- 2 8
SGA4ﬁ Fe 24 2 15 T 6
SG, s M-Pe 56 7 37 3 85 4
SGATRPPE 6 5 14 6 1 5
o g a1l
SG ,qgm Fe 69 10 58 4 a3 5
- 8
SGAlOM Fe 60 16 92 8 72 T

Nota.~ Los SG de las cepas de R. phaseoli C.P.Mex 3, C.P.Mex 7
y C.P.Mex 46, aparecen sélo con el mimero como subindi
ce (los tres primeros medios).
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Cuadro 4. Pares de microorganismos antagdénicos determinados

por una inhibicién mayor o igual al 40%, causada
por el SG sobre los organismos fitopatdgenos.

Medios

Cepas fitopatdgenas

de cultivo A. tumefaciens C. fascians P. syringse
SG3M—FE - - X
SG, (N-Fe - X =
SG‘?SRIM_FE = X -
SGA3M-Fe X X £
SGA5M-Fe X X X
SGAgM—Fe X X X
SGAlOM_Fe X X X

3.4, Prueba vara Definir el Efecto Bacteriostdtico o

Bactericida del SG

En los cuadros 6 y 7 podemos notar gue el SG de los

aislamientos A3 y AS, presentd un efecto bacteriostdtico so--

bre A. tumefaciens; ya que hubo un aumento en las lecturas de

absorbencia (Cuadro 6) y en el mimero de colonias (cuadro 7).
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Cuzdro 5. Comparacidn del efecto inhibitorio en los medios
SG_it-Fe, SG ¥ y 3G M+3Pe. Los datos (X y S) se obtu

visron del vor ciento de inhibicién en relacién con
el medio M-Fe .

Vedios Cepas fitovatdgenas
de cultivo A. tumefaciens C. fascians P. syringae
X s b S 4 5
SG3M-FE - - - - 46 10
SG3M = s - = 44 12
3G3E+3Fe - - - o 18 8
SG46M-P9 - - 62 6 - -
3%, gk “ = 36 = -
SG46M+3FE - = 31 5 - =
SGTSRIM—PG e = 62 10 - -
SGTSRIM - = 43 = =
SGTSRIM+3?9 - e 40 6 - -
SG&BM‘FE 81 3 100 0] g2 1
56, ;M 80 6 100 0 87
SGA3M+3Fe 84 3 93 1 69 1
SGA5M-FE 61 2 96 2 85 2
SGA5M 59 6 S0 4 81 10
SGA5M+3FE 46 4 75 6 34 9
SGAQM—Fe 62 5 99 1 893
SGAQM 56 8 99 2 88
SGA9M+3F9 37 10 g¢& 3 76 11
SGAlOHFPe 65 12 94 5 84 &
SGAlOm 60 6 95 5 62 15
SGAIDM+3FE 44 S 96 5 47 20
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Cuadro 6. Determinacidén del efecto del SG de A3 y A5 sobre =l
desarrollo de A. tumefaciens. Los resultados estédn
dados en valores de absorbencia a 660 nm.

Medios A. tumefaciens

de cultivo tl =0h t2 =3Th
X S x S

SGA3M+3Fe 0.24 0,01 0.48 0,08

SGA5M+3Fe 0.25 0.01 0.64 0.03

M-Fe 0.24 0.00 0.75 0.01

Cuadro 7. Determinacidn del efecto del SG de A3 y AS sobre el

desarrollo de A. tumefaciens. Los resultados se dan

en células ml-lo
Medios A. tumefaciens
de cultivo tl =0h t2 = 3T h
6 7
SGA3M+3F8 6.9 X 10 3 X10
S, gH+3Pe 6.9 x 10° 32 x 107
M-Pe 6.4 x 10° 32 x 107

3.5 Cinéticas de Crecimiento

Se determinaron las cinéticas de crecimiento de las ce——

pas R. phaseoli C.P.Mex 46, P. fluorescens 7SRI, y los aisla-
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mientos A3, A5, AS y 410, en los medios de cultivo: ¥, N-Fe,
MG y MG-Fe; as{ como las curvas de crecimiento de los culti-=-

vos fitopatdgenos A. *umefaciens, C. fascians y P. syringae,

en los medios M y M-Fe. Los resultados de las primeras cepas
.avarecen en las figuras 8 y 9, en donde se puede observar gue
hubo una disminucidén en la velocidad de crecimiento (m) en
los medios deficientes en FeClB; ademds, en estos medios se
presentd una marcada produccidn de pigmento. En las cepas

P. fluorescens 7SRI y los aislamientos A3, A5, A9 y Al0, el
pigmento fue fluorescente: amarillo~-verdoso vara 7SRI, A ¥
Al10; y azul-verdoso para A3 y 49. En la cepa C.P.Mex 46, el
pigmento fue 4mbar,

Analizando gridficamente cada caso, y comparando los va-—-—
lores de la pendiente (m), tenemos gue en las cepas C.P.Mex
46, 7SRI y Al0 no hubo diferencias debidas a la fuente de car
bono (glucosa o manitol); en cambio, en los aislamientos A3,
A5 y A9 si las hubo, y se presentaron en los medios deficien=-
tes en Pe013 (¥M-Fe y MG-Pe). En los dltimos tres casos la ve-
locidad de crecimiento (m) fue menor en el medio sin glucosa
(M-FPe).

En el caso de las cepas fitopatdgenas (Figura 10), tam——
bién observamos una disminucién en la velocidad de crecimien-
to en el medio M-Fe; y P. syringae ademds, present$ produccidn

de pigmento fluorescente amarillo-verdoso en este medio.

3.6. Anflisis Espectrofotométrico del SG

En las figuras 11 y 12 aparecen 1las grdficas del andli-
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sis espectrofotométrico de los SG de las cepas no fitopatdge-
nas; si comparamos estas grificas podemos dividir a los SG en
dos grupos, los que muestran la absorcidn méxima antes de los
370 nm y los gue la muestran después; en el primer grupo sélo
tenemos a la cepa R. phasecli C.P.Mex 46, en el aue los picos
se encuentran entre los 340 y 350 nm, y los mds altos son los
de los SG obtenidos en los medios sin Fecl3 (V-Fe, NG-Fe y

M-FeA). Todos los restantes son del segundo grupo, en general
podemos decir que tiende a haber dos picos: unc 2 380 nm, mds

pequefio, ¥y otro entre los 410 y 430 nm.
3.7. Identificacidn de los Aislamientos
El conjunto de pruebas (Cuadro 8) reveld gque los aisla--
mientos pertenecen a cepas saprofiticas del zénero Pseudomo—--

nas, cuya especie puede ser P. fluorescens o P. putida, segin
la guia del manual de Bergey (Krieg y Holt, 1584),
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Cuadro 3. Resultados de las pruebas para identificar los ais-

lamientos.
Prueba Cepas
A3 AS A9
Morfologia
colonial:
Olor sosa leche sosa
Color verdoso blanguecino- verde—azuloso
verdoso
Forma circular circular circular
3orde ondulado ondulado ondulado
Elevacidn plana plana vlana
Suverficie brillante brillante brillante
volvosa polvosa polvosa
Didmetro 4 mm 3=4 mm 3-5 mm
Morfologia
bacteriana bacilo bacilo bacilo
Tincidn de Gram - - -
Xanthomonas - - -
Fluorescencia + + +
Oxido=-fermentacidn - - -
Tincidn de
flagelos:
Nimerec 3 = 3
Posicidn polar - polar
Hiversensibilidad = = =
Pudricidén de papa - - -
Hidrolasa de
arginina + + +
Oxidasa + + +
Produccidn
de levana - - -
Respuesta a
antibidticos:
Ac. Nalidixico + + +
Kanamicina - - -
Tetraciclina + + +
+ = resultado positivo; - = resultado negativo; y + = resultz

do intermedio.
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Cuadro 8. Continuacién...

Prueba Cepas
AlO TSRX
Morfologia
colonial:
Olor leche inoloro
Color blanguecino-verdoso verde brillante
Forma circular circular
Borde ondulado entero
Elevacién plana convexa
Superficie brillante polvosa brillante polvosa
Didmetro 2 mm 3 mm
Morfologia
bacteriana bacilo bacilo
Tincién de Gram - -
Xanthomonas - =
Fluorescencia + %
Oxido~fermentacién - -
Tincién de
flafelos:
Nimero - 3
Posicidn - polar
Hipersensibilidad - =
Pudricidén de papa - -
Hidrolasa de
arginina + +
Oxidasa + +
Produccién
de levana - +
Respuesta a

antibidticos:
Ac. Nalidixico
Kanamicina
Tetraciclina

+
+

i+

:

+ = resultado positivo; = = resultado negativo; y + = resulta
do intermedio.
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Iv. DISCUSICN DE RESULTADOS

En los resultados de los cuadros 1 y 2 observamos que la
mayoria de los microorganismos crecieron mejor en el medio U,
a excepcibn de los aislamientos 4 y 7 y la cepa C. fascians,
que prdcticamente crecieron igual en ambos medios; lo que ogue
de indicarnos la posible presencia de un mecanismo altamente
eficiente en la asimilacién del hierro (siderdéforos), o ague
existe un requerimiento diferencial de este elemento vor los
diversos microorganismos, dado que algunos podrian hacer un
uso mds eficiente de €1 que otros. ELl hecho de gque las otras
cepas tengan un crecimienfo menor en el medio M-Fe, no indica
que no produzcan sideréforos, ya aque todas mostraron un creci
miento arriba del 50%, el cual ha sido reportado para algunas
cepas productoras de sideréforos en medios carentes de hierro
(Meyer y Abdallah, 1978). La cepa control P. fluorescens 7SRI,
productora de siderdéforos, crecié un 70% en el medio J~Fe (Cua
dro 2); ademfs, se han reportado como cepas productoras de si
deréforos,; entre otras, a A, tumefaciens ( Bezkorovainy, 1S80;
y Ong et al, 1979), P. syringae (Meyer y Abdallah, 1978; y
Philson y Llinas, 1982) y R. phaseoli (Peralta, 1986), que al
canzaron valores de crecimiento entre el 61% y 84% en el medio
deficiente en F9013 (Cuadro 2). Si bien los resultados nos
dan cierta idea sobre la capacidad de los microorganismos de
producir sideréforos, entonces se deberia esperar que las dos
cepas que tuvieron el mds alto desarrollo en el medio M-Fe
(A4 y A7) causaran una marcada inhibicién en los organismos

fitopatégenos, cosa que no ocurrié (Cuadro 3), mientras que
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A3, que mostré el menor crecimiento (53%),los inhibié fuerte-
mente (Cuadro 3); lo cual no quiere decir que A4 y A7 no pro-
duzcan sideréforos, sino simplemente que éstos no interfieren
con la asimilacidén del hierro de los organismos fitopatégenos
probados.

En el cuadro 3 se muestran los diferentes grados de inhi
bicidén de los microorganismos fitopatdgenos, provocados por
los SG. La inhibicidn alcanzd valores arriba del 90% en los
casos de C. fascians con los aislamientos A3, A5, A9 y AlO;
Yy P. syringae con los aislamientos A3 y A9; mientras que en
otros casos, prdcticamente no hubo inhibicién, como occurrid a
A. tumefaciens con la cepa C.P.Mex 7 y el aislamiento A7, o0 a
P. syringae con los aislamientos A4 y A7. Como puede observar
se un mismo SG presenta diferente grado de inhibicién con los
diferentes microorganismos probados; esto concuerda con lo
mencionado por algunos autores (Neilands, 1981), de que la
respuesta particular a los sideréforos (estimulacidn, innhibi-
c¢ién o no interferencia del crecimiento) es consecuencia del
grado de especificidad de estos compuestos.

Existe la evidencia para creer que el fendmeno de inhibi
c¢idn observado en las pruebas anteriores es causado, en algu-
nos casos, por sideréforos, esta evidencia estd representada
en el cuadro 5, en donde el grado de inhibicidén estd relacio-
nado con los niveles de Fe013 en el medio, como se observa,
por ejemplo en A. tumefaciens con A9; y en P. syringae con A5
y 410 (Cuadro 5); este fendmeno ha sido reportadc ampliamente
(Kloepper et al, 1980a y 1980b; Murphy et al, 1976; y Reeves
et al, 1983), ya que al agregar un exceso de hierro al medio,
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se saturan los sideréforos y cesa su biosintesis, quedando el
hierro restante libre para ser utilizado por todos los microor
ganismos.

En los cuadros 6 y 7, podemos ver que el efecto de los SG
de A3 y A5 no es letal para A. tumefaciens, por lo que no se
descarta que los sideréforos sean los causantes de la inhibi-
cidn, dado que el mecanismo que utilizan es por competencia
nutricional, y en los casos en donde no disminuyd al agregar
FeCl3 pudo deberse a que no fue suficiente para saturar a los
sideréforos presentes en el medio.

Mientras que las cinédticas de crecimiento son mds lentas
en medios deficientes en hierro, en contraste, la produccidn
de pigmento es muy marcada, e independiente de la fuente de
carbono, en las cepas P. fluorescens 7SRI, Pseudomonas fluo——
rescentes A3, A5, A9 y 410, y R. phaseoli C.P.Mex 46; lo que
concuerda con lo ya reportado por algunos autores (Meyer y Ab
dallah, 1978; Teintze et al, 198l; y Peralta, 13986), que indi
can que la produccidn de pigmentos estd relacionada, en algu-—
nas cepas, con la produccidn de siderdforos, vor lo que se
presenta en medios deficientes en hierro y es independiente
de la fuente de carbono, u otros elementos, que lo tnico que
hacen es disminuir los requerimientos de hierro, ya que por
ejemplo, la glucosa al ser la fuente energdtica bdsica, es
utilizada por los organismos directamente, mientras que otros
azicares , o compuestos, necesitan ser transformados por enzi
mas, algunas de las cuales pueden requerir hierro para su fun
cionamiento. Esto explica también que las cepas A3, AS y A

crecieran mejor en el medio MG-Fe que en el M-Pe.
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El andlisis espectrofotométrico del SG de las cepas (Pi-
guras 11 y 12) reveld la presencia de los siderdforos, tanto
en el caso de las Pseudomonas fluorescentes (7SRI, A3, A5, A9
y A10) como en el R. phaseoli (C.P.Mex 46); ya que las prime-
ras mostraron el patrén determinado por Meyer y Abdallah en
1978, y la segunda el reportade por Peralta en 1986; asi como
los picos mds altos en los medios deficientes en FeClB. .

Ia identificacidén de los aislamientos revel$ aue pertene
cen al género Pseudomonas, son cepas saprofiticas y la espe--—
cie estd entre P. fluorescens y P. putida; es interesante no-
tar que los cuatro aislamientos; aun perteneciendo a2 la misma
especie, presentaron algunas diferencias, como en el caso de
los flagelos,en donde A3 y A9, al igual que la cepa F. fluo--
rescens 7SRI, presentaron tres flagelos en vposicidén polar;
mientras que los aislamientos A5 y Al0, no los presentaron;
sin embargo, pudo deberse a que los flagelos se pierden con
mucha facilidad durante la manipulacidén de las cepas para su
tincidn. Otra diferencia entre los aislamientos se encuentra
en la forma e intensidad de inhibir a las cepas fitopatdge---
nas, mostrando diferencias entre s{ y la cepa P. fluorescens
7SRI (Cuadro 5). Ya que, aungue se comporten en forma pareci-
da con una o dos de las cepas fitopatdégenas, no ocurre lo mis
mo con la tercera; como es el caso de loe aislamientos A3 y
A8, en donde inhiben en forma muy similap a C. fascians y P.
syringae, pero a A. tumefaciens (Cuadro 5); por lo que el com
portamiento inhibitorio de los cuatre aislamientos es diferen
te. Tomando en cuenta esto Wltimo, si se gquisiera, por ejem—--

plo, prevenir o controlar la agalla de la corona (A. tumefa--
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ciens) podrfan utilizarse los aislamientos A3, A5, A9 & Al0,
en donde la eficiencia de inhibicién de los tres Ultimos de--
penderia de la disponibilidad de hierro em el medio, y la del
primero serfa independiente de los niveles de este elemento;
de esta forma, tomando en cuenta el tipo de suelo, podria ele
girse el mejor organismo, o combinacidén de organismos, a uti-
lizar para el control de esta enfermedad; lo mismo ocurriria
en los casos del cdncer de yemas y ramas (P. syringae) y la
fasciacidén (C. fascians), en donde se tomaria en cuenta que
cepas inhiben el desarrollo de los patégenos, en gque grado y

si la inhibicidn depende de los niveles de hierro.
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V. CONCLUSIONES

l.- La metodologfa empleada aqui es suficientemente sen
Sible para identificar microorganismos capaces de causar in--
terferencia sobre otros, y permite diferenciar, con cierta se
guridad, cuando dicho mescanismo de inhibicidn estd mediado
por siderdéforos.

2.= La inhibicién observada en 11 de los 15 casos fue me
diada vor siderdéforos, lo cual hace pensar que este mecanismo
de interferencia estd muy generalizado entre los microorganis
mos.

3.~ La magnitud de la inhibicidn de microorganismos fito
patdégenss, en algunos casos, puede alcanzar valores arriba
del 90%,

4.- BEs factible,por consiguiente, el control de enferme-
dades bacterianas en la agricultura empleando cepas de micro-
organismos saprofiticos o no fitopatdgenos capaces de causar

inhibicidén en los primeros.
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APENDICE 1
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PARTE I
Preparacidn de Medios de Cultivo y Esterilizacién

Pzra la preparacidn de los medios de cultivo se siguie—-
ron los procedimientos generales que a continuacidén se ano—--
tan: se utilizaron matraces del doble de la capacidad, en re-
lacidén a la cantidad de medio; los componentes sélidos y el
agar se pesaron y depositaron en el matraz y a continuacidn
se le agregd el volumen correspondiente de zgua, la cual fue
destilada, excepto en los casos del medio M y sus modificacio
nes, en donde se utilizé agua tridestilada o deionizada.

I2 esterilizacidn de las soluciones de glucosa y manitol
se efectud en autoclave eléctrica de vapor a 0.7 Kg em-2 du--
rante 15 minutos; la de las soluciones de vitaminas, antibid-

ticos, PeCl. y HCl se efectud por filtracién utilizando mem—-

branas Millipore de 0.45 um; el agua, los medios, las solucio
nes restantes y el material de vidrio se esterilizaron a 1.05
Kg cm_2 durante 15 minutos.

Para la preparacién de los medios que requerisn la zdi--
cidén de soluciones previamente esterilizadas, asi como el cer
vido de los mismos a cajas de Petri (100 X 20 mm con aproxima
damente 25 ml de medio), tubos (15 X 125 mm, con tapdn de roc
ca) y matraces (125 ml con 25 ml de medio), se realizd en la
campana de flujo laminar Veco.

Medio CINM y modificaciones.

las cantidades expresadas a continuacién estdn dadas en

relacidén a 1000 ml de medio.
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El procedimiento para la preparacidn de este medio fue el
siguiente: 10 g de manitol y 1 g de extracto de levadura se
mezclaron en el matraz con un litro de agua. Una vez estéril
se agregaron 0.8 ml de la solucidén de C-z y 10 ml de la solu-
cidn C-b (Ver apéndice II), después el medio se sirvid en tu-
bos estériles.

Modificaciones: medio AIM, junto con la levadura y el ma
nitol se agregaron 18 g de agar, este medio se usé para prepa
rar cajas y tubos con medio inclinado; medio ALWM En, una vez
preparado el medio ALM se agregaron 5 ml de la solucién de ka
namicina (Apéndice II), que dan una concentracidén final de
50 mg 1-1; medio ALM Nal, a2l medio ALM se le agregaron 16.5 mg
de la pastilla finamente molida de ¥intomylon, que da una con
centracidn final de 11 mg 171 ge dcido nalidixico; AIM Te, al
medio ALM se le agregaron 5 ml de la solucidn de tetraciclina
(Apéndice II), que da una concentracién de 5 mg 1_1, estos tres
medios con antibiéticos se sirvieron en cajas.

Medio M y modificaciones.

A 900 ml de agua deionizada estéril, se agregaron 10 ml
de cada una de las soluciones M-z a N-h (Apéndice II), se sir
vié en tubos y matraces.

Modificacioness: M-PFe, al agua se le agregaron las solu-—
ciones omitiendose la M-g, en su lugar se agregé la solucidn
M-i (Apéndice II); medio N+3Fe, en este medio en lugar de la
solucidn M-g se agregd la M-j (Apéndice II); medios MG, MG-Fe
v MG+3Pe, en estos cases la solucidn ¥=b se sustituyé por 5 ml
de la solucién de glucosa {Apéndice II); medios SGxM, SG_li-Fe

¥ SGxM+3Pe, en estos medios el volumen de agua fue sustituido



por el sobrenadante de medio gastado (SG) esterilizado por
filtracién.

Medio EK.

En un matraz que contenia 200 ml de agua, se agregaron en
-el siguiente orden y disolviendo cada reactivo: 1.5 g de
KéHPOa, 1.5 g de MgSOd, 10 ml de glicercl y 20 g de polipepto
na, aforando a continuacidén a un litro de agua. Posteriormen-
te se agregaron 15 g de agar, se esterilizd y sirvié en cajas.

En un matraz con 200 ml de agua se disolvieron 10 g de

extracto de levadura, 20 g de dextrosa y 20 g de CaCoO y des

’
pués de aforar a un litro, se agregaron 15 g de agar.BLuego
se esterilizd, se agitd y se sirvié en las cajas.

Medio HL.

A un matraz se le agregaron 2 g de peptona, 5 g de NaCl,

0.3 g de KQHPO 0.03 g de azul de bromotimol y 10 g de gluco

4'
sa. El medio se aford a un litro y se sgregaron 3 g de agar.
Después se esterilizé y sirvid en tubos.

Medio para produccidn de levana.

Se agregaron a un matraz 3 g de extracto de carne, 10 g
de peptona, 50 g de sacarosa y se aford a un litro. A la pre-
paracidn se le adicionaron 20 g de agar, la cual a continua--
¢ibn se esterilizd y sirvié en cajas.

Medio Thormley.

En un matraz se agregaron: 1 g de peptona, 5 g de NaCl,
0.3 g de K HPO , 0,01 g de rojo de fenol y 10 g de L-arginina
acidificada con HCl; se aford a un litro y se agreg=ron 5 g
agar. Después de esterilizarse se sirvié en tubos.
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PARTE II

Elaboracién de las Pruebas para la Identificacidn de

los Aislamientos

En las siguientes pruebas todos los indculos iniciales
se tomaron de cultivos de 24 h desarrollados en el medio BK.

Morfologia de las colonias.

Ias cepas problema fueron sembradas en el medio AIM e in
cubadas por 72 h; despuéds, las colonias desarrolladas, se ob-
servaron al microscopio esterecscdpico y se identificé el co=
lor, la forma, el borde, el tamafio, el olor, la elevacidén y
la zpariencia de la superficie.

Tincidn de Gram.

A partir de cultivos crecidos en el medio BK se prepara-
ron frotis bacterianos, los cuales se fijaron a2l calor; sobre
el frotis se agregaron unas gotas de la solucién de cristal
violeta (Ver apéndice II) dejdndolas en contacto por un minu-
to, los portaobjetos se escurrieron y sobre el frotis se adi-
ciond la solucidn de lugol (Ver apéndice II). La solucién se
dejé un minuto y a continuacidbn se decantd, se lavé con eta-—
nol al 70% y se agregaron unas gotas de la solucién de safra-—
nina (Yer apéndice II). Al cabo de 30 segundos, las prepara——
ciones se lavaron con agua de la llave, se secaron y se obser
varon al microscopio con el objetivo de inmersidn. Reaccidn
positiva, se tifien de violeta; reaccidn negativa, se tifien de
rojo.
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Prueba de fluorescencia.

Esta prueba es especifica para Pseudomonas fluorescentes.
Las cepas se sembraron en el medio BK, se incubaron y a las
24 h se hizo la observacidén directa para determinar fluorescen
cia.

Prueba de Sxido-fermentacidn.

Dos tubos con medio HL se inocularon mediante puncidn, a
uno de ellos se le agregd 1 ml de aceite mineral estéril, se
incubaron y a las 72 h se hicieron las observaciones.

Tincién de flagelos.

Ia tincidén se efectud segin el método de Peppler: en un
tubo de ensayo con 5 ml de agua estéril se introdujo el asa
de siembra con bacterias, la cual se gird "muy suavemente";
se siguid agregando inéculo hasta que la suspensién fue apro-
ximadamente de 3 X 106 células por ml (método nefelométrico).
Una gota de esta suspensiédn se colocd sobre un portaobjetos
limpio y se dejd secar 2l aire, se adicioné el mordente (Ver
apéndice II) dejdndolo 5 minutos, después la superficie se la
vé con agua destilada, se le adicionaron unas gotas de la so-
lucibn de cristal violeta (Ver apéndice II) dejéndolas 2 minu
tos. A continuacién la preparacidn se lavé con agua destilada,
se dejé secar al aire y se observé al microscopio con el obje
tivo de inmersidn.

Prueba de hipersensibilidad.

En el envés de una hoja de tabaco sana, se inyectdé aproxi
madamente 0.5 ml de suspensién bacteriana (108 células por mi),

con ayuda de una jeringa de insulina estéril.
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Prueba de pudricién de papa.

Se utilizé una papa variedad "Alpha" de apariencia sana,
la cual se desinfectd lavando la superficie con estropajo y
jabén. Ia papa se enjuagd con agua corriente, pasando a conti
nuacién un algodén empapado con hipoclorito de calcio al 3%
(Ver apéndice II), el cual se retird$ mediante enjuage con agua
destilada estéril. En condiciones de esterilidad se cortaron
rodajas de aproximadamente 5 mm de espesor; tres se colocaron
sobre papel filtro en cada caja Petri (150 X 20 mm). A cada
rodaja se le hizo en el centro una incisién con un bisturi; en
dos de ellas se untaron tres asadas de un cultivo, distinto
para cada rebanada, y al control se le pasdé el asa de siembra
sin bacterias. Los resultados se obtuvieron a las 24 6§ 48 h.

Prueba de hidrolasa de arginina.

Utilizando tubos de medio Thornley, se hicieron inocula-
ciones mediante puncién por duplicado, uno de ellos se cubrid
con aceite mineral estéril y ambos se incubaron por 72 h. la
prueba es positiva cuando el medio cambia de rosa a rojo.

Prueba de oxidasa.

Se preparé una solucidn al 1% de monoclorhidrato de N=N-
dimetil-p-fenilenediamino (Ver apéndice II), con la cual se
mojaron, utilizando unas pinzas, trozos de papel filtro de 2
X 5 cm. Inmediatamente después con una asa de siembra se unté
sobre el papel una muestra del cultivo, anotando a los 10 se-
gundos si el papel habia virado a rojo—-negrigo.

Prueba de produccién de levana.

Se tomé una muestra de cada colonias utilizando palillos
estériles y se inocularon, tocando con la punta del palillo,



enn 21 medio para produccidn de levana. Desvués de 24 h se ob=-
servaron los resultados; si la colonia se presentaba convexa,
amarilla y musilaginosa, la prueba era positiva.

Respuests 2 antibidticos.

Zst2 prueba se hizo para determinar el tipo de resisten-
cia que vresentaban las bacterias al ser crecidas en el medio
AL¥ con los antibidticos: Kanamicina (En), Acido nalidixice
(Nal) y Tetraciclina (Tec). Sobre la superficie del medio se
extendid, con la ayuda de una varilla de vidrio, 0.1 ml de

— ety =
las diluciones 10 & v 10 ~ de los cultivos bacterianos.



APENDICE I1I
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PREPARACION DE SCLUCIONES

Lzs cantidades estdn consideradas para preparar 100 ml
de solucidn. Las soluciones se esterilizaron en la forma sefia

ladz en el apéndice I.
Soluciones para £l Medio CINM y Modificaciones

Solucién C-a: Contiene 12.03 g de ¥gso,
Solucidn C~b: Contiene 5 g de K2HP04 ¥y 1 g de NaCl

Soluciones para el Fedio M y Modificzsciones

Solucidn M-a: 10 g de dc. I-glutdmico se disolvieron uti
lizando una solucidn 5 N de KOH, ajustando
el pH a 6.5, después se 2foré con agua deio
nizada.

Solucidén M-b: Contiene 10 g de manitol

Solucién W=-c: Contiene 3 g de KH2P04 ¥y 3 g de Na

Soluecidn M-d: Contiene 1 g de mg304-7H20

Solucidn M—e: Contiene 5 g de CaClz'2H20

2HPOd

Solucidn M-f: Para la solucién de elementos traza, prime
ro se prepard una solucidn con 1 g en 100
ml de agus de cada uno de los componentes
por separado: H3303; Zn504-7H20: Cuscﬁ-

5H20: Mncle-dﬂzo; Na2M004° 2H,0; y se este

rilizaron. A parte se esterilizd 88 ml de

agua para luego agregarle las soluciones

.y



en la siguiente proporcidn: 10 ml de E.BO

1 ml de ZnSOd'THQO; 0.5 ml de Cu804'5H20:

0.5 ml de MnCl,_"4H.C; ¥y 0.1 ml de Na_.McO,

2

Solucidn M—-g: Contiene 10 mg de FeCl
C.1 N

3;

3 en 100 m1 de HCL

Solucidn W-h: Esta solucidn se prepard disolviendo cada
una de las vitaminas por separado, en un
poco de aguz, excepto la Biotina, a la que
se le agregaron dos gotas de NaOH 1 N y
luego un poco de zaguz. Se vesaron 10 mg de
Biotina, se disolvieron; 1C mg de Tiamina,
se disolvieron; y 10 mg de Pantotenato de
Calcio, se disolvieron; se reunieron en un
sélo matraz y se aforaron = 100 ml.

Solucidén M-i: Esta solucidn contiene HCL 0.1 ¥

Solucidn M=-j: Contiene 30 mg de FeCl, en HCL 0.1 N

3

Colorantes y Reactivos

= Cristal violeta: Se pesaron 0.25 g de cristal violeta
v 1.25 g de fenol,a los cuales se les agregaron 10 ml de eta-
nol al 974 y 40 ml de glicerina; se aford con agua.+

- Iugol: Contiene 0.1 g de yodo y 0.2 g de KI.+

—- Mordente: 20 g de dcido tdnico se disolvieron en 80 ml
de agua destilada caliente, se adicionaron 15 ml de la solu—-—
cién de tridxido de cromo; se dejd reposar 4 dias a 18°C y se

filtrd, utilizando papel 7iltro.+
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= “3lyecadn Je trijdxidc 3e cromo: Contiene 2.5 z de sri-

a8

Vs Jde o
{

= Regctivo carz sruebs 4= oxidasa: Contiene 1 de mono-

03

clornhidrato ds N-N-dimetil-pn—fsnilenediamino.+

- Safranina: Contiene 1 g de safranina.-

luccsza: Conticsne 20 z de glucosa
- Solucidn szlina: Sontisne 0.85 g de NaCl
2 Xanamicina: Contisne 1 g de Kanamicinz.++

2 Tetraciclina: Contisns 1 g de Tetracicli--

- : 2 : - k! . Vo - - 3
- 3Solucidn dzsinfaciante: “Yontiene ) g de hipocloritoc de
i

, midxime de 3 Qiss.+

+ = soluciones jue no se esterilizan
++ = soluciones jue se renuevan cads 30 dias
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