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RESUlllEN 

Los sider6foros'son moléculas microbianas que ~resentan 

una alta afinidad por el ion férrico (Fe+++ ) , tienen ba jo pe

so molecular y se sintetizan cuando en el medio existen c~~ti 

dades limitantes de hierro ( Bezkorovainy, 1980 : y Neilands , 

1982). Estas moléculas forman que latos con el ion férric o , h~ 

ciéndolo soluble y asimilable al microorganismo. ~~ora bien, 

se ha re90rtado que el desarrollo de algunos microor gan ismos 

se ve reducido o inhibido por la presencia de sider6foros de 

otras cepas en el medio (Reeves et al , 1993) ; también se ha 

obse rvado que la producci6n en cultivos como la papa y el ~á

bano , se incrementa el estar presentes , en el rizoplano, ce-

opas de Pseudol!lonas fluorescentes o su sidar'Jforo (la ?seudo-

bactina ) , ya que se inhibe el c r ecimiento de los otros micro

organismos, incluyendo los fito~at6genos es ?ec!fic os de di--

chos cultivos (Kloepper ~ al, 19 aOa y 1980b ) . 

Cons iderando lo importante que sería implementar este ti 

po de control biológico, mediado por sider6foros , en la agri

cultura , los objetivos del trabaja fueron: 1 .- Incrementar la 

evidencia experimental de este fenómeno de inh.ibición : 2.- ~ 

tab1ecer condiciones experimentales económicas y adecuadas p~ 

ra seleccionar microorganismos capaces de L~ibir a otros en 

med ios deficientes en h i erro, simplificando la metodología : y 

3. - furualizar las características generales del mecanismo de 

inhibic i6n. 

Para este trabajo se emplearon originalmente veinticua-

tro cepas de miaroorganismos , de las cuales doce eran fitopa

t6genae. Después de l as pruebas de selecci6n y establecimien-
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to de pares an~~g6nicos, 9610 se siguió trabajando con di ez 

cepas: !. tumeraciens , Q. :ascians. E. s yringae , !. uhaseoli 

cepas C.P. Mex 3 y C. P.Mex ¿Si E. fluorescens 7SRI; y los ai!i 

lamientos AJ, AS, A9 Y AlO; las tres primeras son microorga

nismos fitopa~ógenos. 

Dentro de los resultados se encontraron, pa.!"a algunos cª, 

sos, valores de ir~~ibición arr~ba del 90~" y en once, de las 

quince parejas de organismos antag6nicos, parece ser que la 

inhibici6n es causada por sider6foros, ya que ésta disminuye 

cuando se agrega al medio PeCl) " 

- xiv -



l. INTRODUCCION 

La Organizaci6n de las Naciones Unidas para la Agricul~ 

ra y la Alimentaci6n (FAO), ha esttmado que dos tercios de la 

poblaci6n mundial está subalimentada, por lo que es importante 

aumentar la producci6n agrícola. Para lograr aumentos en la 

producci6n existen dos vías: a) mediante práct icas agrícolas 

óptimas, como son el uso adecuado de los fertilizantes, la 

selecci6n de semillas mejoradas, buen riego, etc .; y b) me--

diante la lucha contra las plagas y enfermedades (Primo y Ca

rrasco, 1981). La diferencia entre l es ?lagas y enfermedades 

consiste en que las primeras son causadas por parásitos ma--

crosc6picos; mientras que las segundas por parásitos ~icrosc~ 

picos, o bien, pueden tener un origen no parasitario causado 

por condiciones desfavorables del medio (Meseiaen y Latan, 

1968). 

Aunque en 1801, Pr~vost ya había demostrado que el car-

b6n apestoso era ocasionado por un hongo, sus descubrimientos 

fueron rechazados por sus contemporáneos, y la ~cci6n pat6ge

na de los hongos fue reconocida hasta 1841. cuendo los traba

jos de los hermanos Tulaane demostraron que los hongos del 

carb6n y de las royas eran parásitos (confirmando las observ~. 

ciones de Prévost). Mientras que l as becterias fueron consid! 

radas pat6genos en 1878, a l 2er estudiada la mancha del fuego 

por atrril (Agrios, 1985; Coronado, 1965b; y '1;alker, 1913). 

Los géneros ba_cterienos más importantes en MéxiCO desde 

el punto de vista f1topato16gico son: Erwinia, Pseudomonss, 
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Xanthomonas. Agrobacterium y Corynebacter1um, respectivamente 

(García, 19~1; y Jaimes . 1977); y las enfermedadee más corou-

nes que producen en las plantas son: manchas y tizonee. mar-

chitamientos va~culares. pudriciones blandas, egallae y cánce 

. res (Agrios, 1985). 

Tizones y manchas bacterianas m~s frecuentes: 

Erwi.."lia 

Tiz6n de fuego (&. smylovora) en el manzano (~~), el 

membrillo (Cydonia oblonga) y el peral (~ communis). 

Pseudomonas 

~ancha angular de la hoja (P. sesami) en el ajonjolí (Sesamum 

indicum); el tiz6n de halo (~. coronafaciens) en la aveDa 

(Avena sa tiva); la mancha angular de la hoja (E. lachrymans) 

en l a calabaza (Cucurbita ~.); el tiz6n bacteriano (~. pisi) 

de l chícharo (~sativum): el tiz6n de halo (E. pha~eoli-

cola) en el frijol (Phaseolus ~.); y el tiz6n bacteriano (~. 

glycinea) de l a soya (Gl;ycine a.) 

Xantt.omonas 

Mancha angular de la hoja (!. malvacearum) en el algodonero 

( GossyPium hirsutum); la mancha bacteriana (Xanthomonae ~. ) 

del a rroz (Oryza estiva); la raya r oja (X. rubrilineans) de 

la caña de azúcar {Saccharum officina rum}; la mancha bacteri~ 

na (l. pruni) del ciruelo (Prunus domestica) y del duraznero 

(Prunus persica); la mancha bacteriana de hojas y frutos (!. 
ves icatoria) en el chile (Ca ps1cum ~) y jitomate (Lycoper 

sicum esculentum); la manche. angular de la hoja (X. fragarie ) 

en l a fresa (Preg§ria ~.); el t1z6n comdn (1- phaseol1) del 

frijol (PhaeeolUE ep.)¡ el t1z6n bacteriano (l. gummisudBns) 
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de la gladi ola (Gladiolus !2'); el tiz6n bacteriano (!. ste-

wartii) del maíz (Zea mays); el tiz6n bacteriano (X3ntho~o~~s 

~.) del sor go ( Sorgnum vulgare); y la espiga negra (!. t~~1S 

lucens) del trigo ( Triticum ~. ). 

Marchitamientos vasculare~ bacteria~os más importantes. 

Erwinia 

Marchitez o pudrici6n del tallo (!. stewartii) del maíz C~. 

maya); y la marchitez bacteriana (~. tracheioh~a) de la cal~ 

baza (Cucurbita ~. ) . 

Pseudomonas 

Marchitez bacteriana (E. aolanacearum) en el ajonjolí (~ . in

dicum) , marchitez o pudrición suave en el camote ( Icomoea ba

~), la vaquita de la papa (Solanum tuberosum) , la enferm~ 

dad Moko del 9látano (Musa ~. ) y la marchitez bacteriana del 

tabaco (Nicotiana tabacum) . 

Cor,ynebacterium 

Marchitez bacteriana (Q,. insidiosum) de la alfalfa o.~edicago 

sativa) ; y la pudrici6n anular (Q. senedonicum) de la papa 

(§,. tuberosum) . 

Pudriciones blandas bacterianas más comunes : 

Rrwinia 

Pudrici6n suave (Erwinia ~.) en el aguacatero (Persee ameri

~), el alcatraz (Zantedeschia aethiooica), el henequén 

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

drici6n suave (!. carotovora) en el ajo (Alli~~ sativum) , el 

apio (~graveolens ) , la calabaza ( Cucurbita ~. ) . el cam2 

te (1. batatas), l a cebol la (Allium ~) y el ji~omate (1. 
esculentum); la pudrición blanda (!. atroseotica) del girasol 
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(F.",lian t hus a."lIlus) y de l l? napa (S. t u berosum); y la pudri--- - -
ción morena de l fruto (~. en2nas) en la piña (Anenas ~---

~" 
Pseudornones 

?~drición bacteriana (Z. a lliicol a ) de la cebolla (!. cepa); 

y ?U~rici6~ blanda de l tallo (:seudomonas ~.) en : el mar ga-

rit6n (C:"lrysanthe!!lU!r. !lIaximun:) . 

Ejemplos de ag~ llas bacterianas: 

PseudolI'onas 

Enfermedsd del nudo (l. savastanoi) en el olivo(~ europea). 

A"jrobacteriUll! 

AS~lla de l a corona (A. ~efaciens) en l a alfalfe (~. ~--

Y2:.) , 

~) , 

el ciruelo (E. dome~tica) , el chabacano (Prunus armenia-

el duraznero (f. ~ e r~ica) , e l 

e l membrillo 

frij ol (Fna seolus ~.). 

(Q. oblonv.a ), el olivo el ~~n2ano (~. ~) . 

(g. eurooea ). el pe r al (E.. communiE) y el rosal (~ ~. ) ; y 

l~ agall~ del tallo (l. ~) en la zarz~ora ( Rubus ~.) 

Corynebacterium 

Fasci~ci6n bacteriana (Q. fes ciane) del margarit6n {Chrysan-

the:num :!'-::xuum} . 

c4nceres ba cterianos $2S importantes: 

:f:eUdO!I!On lO S 

C2:;.cey de- jlem: .s "Y r :-.(r.s-s CZ. s~Tinp.~e) en el pera l (?yrus E..Q.-

"''''·unis) • 

:':ncer (;. ~) lel :!un,ne r") (l:. ue~~ica);y c1n.cer b:lc t e-

r: -.;;; (Z;. U!ti) ¿=.: !"t ::2. r=.njc :hüce ( Citrul! aura!"l tiac'.lru ) . 
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Corynebacterium 

Cáncer oo.cteriano del fruto (,9.. michiganense) eo el jitomat= 

(~. escu1.entwn) . 

1.1 . Control de Enfermedades en Planta~ 

Existen varias formas o ti~os de control, los cuple~ van 

a depender t~nto de la cl~se de cultivo, como de ~~ naturale

za de l a enfermedad; sin embargo, se pueden cla~ificar en do~ 

tipos: los preventivos y los cur~tivos ylo de erradicación. 

En el caso de los hongos, dentro del tipo de los preventivos, 

se encuentran: la resistencia genética o inducida; la protec

ci6n por medios químiCOS; y l e legislación para el estableci

miento de cuarentenas, medidas regulB.tori~ s y servicios de 

inspecci6~ sanitaria. Los curativos ylo de erradicación son : 

elL~inación de los hospederos alternantes; erradic~ci6n qUlmi 

ca o por rotación de cultivos ; y cur~ción qu Í!nica. Los que 

han tenido mayor éxito son, . en los preventivos, l as variedades 

resistentes; y en los curativos, los fungicidas (Corons do, 

1965b). 

Con lo que respecta a las enfermed~des producidas por 

bacterias, existen también vgrios métodos , entre los preven-

tivos se encuentran: el uso de semilla certifica da o tratada 

con substancis.s ~uimic a.s desinfectantes del tipo del bicloru

ro de mercurio, forma lina, óxido de zinc, etc.; la 1e~infec-

ci6n de 1~9 yemes para injertos, l as cu?les deben ~er de érbo 

les aparentemente sanos, ~s í como l a desinfecci6n de los ins

trumentos o herramienta~ a utilizar; la destrucci6n de insec-



tos transmisores; y también el uso de varied~des resistentes. 

Cuando se trata de ül ..... e,rnaderos, semilleros o v i ver:JS , es re 

comend~ble la esterilizaci6n del suelo , y3 sea ~or cal~r o 

po r l a apl ic?ción de com?ue~tos ~u~icos. Dentro de los méto

dos de ti ?o curativo y/o de errgdicaci6n tenemos: la rotsción 

de cultivos; l a quema de residuos de cosechas ; la aplicaCión 

de c ompuestos qu ímico;; y a.."1tibió tic os , como l e estre?tomicina 

y tetraciclina (Agrios, 1985: y Coronado, 1965 b ) . 

Control químico. LoS' 9la.guicidas son substancias que si!:. 

ven para c ombp.tir los ?ar ásitos de los cultivos, del ganado , 

de los ?nimales doméstic os y del hombre: y se dividen en : rc

denticidas , nematicidas, insecticidas. atr~yentes, repelen--

tes , acaricidas , he rbic ida::, fungicidas y antibióticos (Pri.;no 

y Carrasc o, 1977). 

El u~o y el tipo de compuestos qu ímicos han ido evolucio 

nando a· tr:";!vés del tiempo ; h?s t a. 18.67, los com"pu~stos qu!:ni 

cae que !;e usaron fueron: el azufre, l a rotenona y lo!; acei-

tes. A partir de 186e y h?sta aproximadamente 1940, se agreg~ 

r on a los antes mencionados e l verde de Par í s , a~eni?to de 

plomo , ác id, c il'nh.!drico, paradiclorobenceno, púrpura de Lon

dres , ? r~énic o "blanco. a r S!enia to de calcio, cloratos de sodio 

y calcio, cri .... lit~ . estricnina, etc.; además lOe utiliza r on ~ 

sectici1~~ de origen vegetal c omo el el~boro, l a n icotina o 

el sulfa to de :1icotina 9.ctivo, l a piretrina y 19. c?usia.. La 

aplicaci6n y ~¿scubrimiento de e~tos productos ee debi6 a 

que algunas pl ag?$ es t~ban causando estragos en l a producci6n 

agr íc ola, entre e llas 19 catarinita de la ~apa (Le~tinotarsa 
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<"iec =:t 1 ~"1e9.t3), :,!ue en 1?58 se extendi6 del Colo~do al Este 

dl;: l os ::::st E_d os Unidos (Coron? do, 1965b¡ y National Academy 0f 

Sc:'e:",ces , ! S7E) . De s>d e 1940 y M.sta la fecha, los nuevos p12 -

guicid~s des cubiertos han c9u~ado una revolución en el control 

de la ~ plaga$ , ya que nunca antes ha bían ~ ido tan potente~, e~ 

te ?eríodo ec,e z6 C0~ el DDT, al cual le siguieron otros del 

mismo tipo, que por deriv~rse de combinaciones de hidr6geno, 

ca r bono y cloro se les conoce como hidrocarburos cloradosi 

por otra parte, en la décad? de 1941 a 1950, también fueron 

!ruy usa dos los di..""litrocompuestos. como ejemplo tenemoe al ef"!;! 

sa..""l 34- 36 . Otro tipo de compuestos orgá.nicos sintéticos deri

v~dos del f6s f oro, ll?mados en general organofosfatos o fo~f~ 

r a dos, ~ e empezaron e utilizar después de la Segund9 Guerra 

:Í;undi:ü. entre ellos tenemos al paratión. Los compuestos quí

mico1'2 U5f'.dos en el último período contra les plegas son: bro

mure ie metilo, dicloruro de etilo, tetracloruro de etano, 

etc. ~Coronado, 1581). 

Control bioló,s:ico. En la na tur:?leza existe un equilibrio, 

resul tado de miles de ~!'l.os de evolución, en el cual UD.ae e!;y~ 

cies ,e a liment:::.n de otra!; o l s s afectan de una u otra forma, 

el hombre ha utilizado esto pa.l'8 destruir o controlar a lae 

90bl?ciones de 1 ·"35 especies que dañan sus intereses_ Úl!I not! 

cia8 m{s antigues de este tipo de control se remontan hasta 

los eños de 900 a 1200 A.C., con el uso de hormigas para. des

truir tanto las plaga~ de los cítricos, como a otras hormigas 

~ue atacaban los árboles. A e~te tipo de control, por medio 

de enemigos natureles de 126 e~pecies perjudiciales, ~e le 

- 7-



:l¿lm8 "Contr ol Biológico". "Combate Biológ ico" o "Biocontrol" 

(C0r on?.do, 1965&). _'_ gesé..r de ser tan antiguo es te control, 

:la c?or s_ verdader~ i:r:p0r"'t:mcie hasta el año de lE92, cuando l a 

esc~ma 3.1god::mosa ! cerya. ourchas i se convirtió en California, 

·E. V. A., en un ~ erio pr oblema al presentar resistencia a todos 

loe ins. ecticid.:? s ; fue ent onces cusndo la ce tarina Vedalia 2.!ll: 

dmalis s e util_iz6, eca bando pr~cticSll:.ente con la escama alg2, 

donoea (Coronado , 19653) . 

En ~,:éxico este tipo ae control se inici6 en el eño de 

1900 , al fund aree la "Comisió:l de Paraf"itología Agrícola". Es 

ta comisión hizo ?lgunos es tudios, como por ejemplo el de los 

hongos entomófagos y el de b. hO I"!!1ig=. Fo.mice ~ pernilo

~r predadora del picudo del algodonero (Coronado, 1965a)~ 

31 control bio16gico he tenido éxito cootr2 el piojo ha

r iniso de los cítricos, la escama roja de California, la mOB

Cé.. prieta de l os cítricos, el pulgón manchado de 19 a lfa lfa, 

la esca~a pÚrgura, etc. ~ctualmente se cuenta con 17 centros 

de Rep r oducción Ma.siva de In~ectos Bend"ficos (Coronado, 1981). 

Con respecto al control bio16gico de enfermeda dea, este 

ha sido más reciente ~r consi~ te básicamente en la reducción 

de la densidad del inóculo o actividad del 9at6geno, en su e~ 

tado activo o de latencia, ~or uno o más organismos acompa~a~ 

tes, ya sea por manipulaci6n a través del medio, del hospede

ro o del ant3gonista; o por la introducci6n en ~a de uno o 

mé!:.' 3nt~goni2tas ( !Urges , 1981). !:xisten varias formas de es

te tipo de control, dependiendo de si se trata de patógenos 

de l?s ra!ce:= o aéreos . En el primer caso 108 md"todos que :=e 

usan son los siguientes: a) prepareci6n de eemillas; b) pre--
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inoculaci6n de plantas y/o inoculaci6n del suelo con antago-

ni9ta~ y c) c ompetidores en 109 r a igones de los ~rboles . 

a) Preparaci6n de semillas .- Junto con l~s semil13s se L~tro

ducen antagonistas de los patógenos , como en el caso de l:!_s 

semillas de maíz pr otegidas c on Bacillus subtilis o Chaeto--

~iun globosum c ontra Fusariuo r oseum f.E? · cerealis (9ur--

ges , 1981). 

b) Preinoculaci6n de plantas y/o inoculaci6n del suelo con ~ 

tagonistas.- Existen v8rios ejemplos: en unos casos se sumer

gen las estacas o r aíces en una suspensi6n, como se ha hecho 

con el clavel para evitar la pudrici6n del tallo causada por 

!. roseum f.sp . ce r ealis , en donde las est~c9s se sumergen en 

una suspensi6n de Bacil lus S'ubtilis o bacterias del suelo co

mo Pseudomonas. En otr os casos se preinoculcn l~s rafees con 

organismos avirulentos relacionados con el pat6~eno , por eje~ 

pl o, l as pl1ntul as de tomate son preinocul2das co~ Ceuh?los-

porium ~., para reducir la infecci6n de Fusari~ oxy~ooru~ 

f.sp. lycouersici, el cual produce marchitez ; ~ientras mayor 

sea el interva lo entre las dos inoculac~o~es . la protecci6n 

es mejor (w.rges, 1981). 

e} Competidores en los r aigones de los árboles.- ~Fte método 

~, e utiliza ."ar a eliminar el materi~l infectado C fm hongos. :m 

Cal ifornia se c ontrol a a Armillariella ~ellea en cítricos , re 

moviendo mecánicamente la ~ayorfa del materi3l infectado y fu 

migando el suelo c on bisulfuro de carbono; ~ero. adem2s el 

suelo es tratado con Trichoderma viride, la cual reemplaz~ a 

! . mellea en los fragmentos de los r~ igones que ~un puedan 

• f.sp. = forma especial 
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quedar (Burges , 1981). 

En el caso de los pat6genos aéreos, son más vulnerables 

a las medidas de control durante el proceso de establecimien

to de nuevas infecciOneq, ya que una vez dentro del tejido v~ 

getal están frecuentemente protegidos de los compuestos quim! 

cos y de la microflora, por lo que los métodos que se usan en 

el biocontrol son los siguientes: a) destrucci6n del in6culo 

en el suelo; b) preinoculaci6n y e) protecci6n de heridas. 

a) Destrucci6n del in6culo en el suelo.- Debido a que algu--

nos ?at6genos aéreos pasan parte de su ciclo en el suelo, so

bre hojas muertas u otros desechos vegetales, es ahí donde 

pueden ser ampliamente destruidos por la microflora del suelo 

(~ges , 1981) . 

b) ~einoculaci6n.- Es un caso similar al que ocurre con pat~ 

genos de la raíz; se utilizan uno o más antagonistas contra 

el patógeno de las partes aéreas de la planta. Por ejemplo, 

se inoculan hojas de tabaco con Alternaria ~. no patogénica, 

antes de la inoculaci6n con la pat6gena Alternaria alternata. 

con lo cual se reduce la enfermedad de la mancha café del ta

beco por cerca del 65%. Otro caso es el del tiz6n del fuego 

causado por ~Ninia arnYlovora, en el cual se utiliza tipa cepa 

avirulenta de la misma especie o cepas de Pseudomonas saprofi 

ticas o fitopat6genas (para otros cultiVOS), las cuales inte~ 

actúan inhibiendo solamente en dosis altas o en un número re

lativamente mayor que el del pat6geno (BUrges, 1981). 

c) Protecci6n de heridas.- Algunos pat6genos invaden los ret~ 

ños a través de lesiones hechas cuando se podan las yemas o 

se deshOjan los árboles. En el caso de Nectria galligena que 
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produce el chancro sobre el manzano. se utiliz6 ~. subtilis y 

a diversos organismos aislados del tejida ulcerado, los cua-

le~ redujer on (independientemente) el número de infecciones 

(furges, 1981) o 

1 0 2 Compuestos Orgá~icos Relacionados con la 

Asimilaci6n y Transporte del Hierro 

Existen distintos co~puestos orgánicos relacionados con 

la asimilaci6n y el transporte del hierro. En animales, fue 

hasta entrado el siglo veinte cuando los detalles del metabo

lismo del hierro empezaron a aclararse gracias a la cristali

zaci6n de la ferritina, al primer modelo ferrocindtico en 

1937 ( que involucraba plasma, mddula 6sea e hígado), y al de~ 

cubrimiento de la transferrina y su funci6n en los cuarentas 

(Bezkorovainy, 1980). 

La ferritina es una protein~ compleja formada por 24 sub 

unidades idénticas, que tiene un peBO molecular de 450000 d o 

y cuya funci6n es ayudar a la absorci6n del hierro; así como 

el almacenamiento de este elemento. La traneferrina es apare~ 

temente una sola cadena polipept í dica de peso molecular apro

ximado de BOOOO d o. y su funci6n es transportar al hierro 

(f}¡¡ery, 1977). 

La absorci6n del hierro ocurre preferentemente en la pa~ 

te superior del intestino delgado, en donde en estado ·ferroso 

( ~e++ ) á • L (Pe+"), E se absorbe m s facilmente que en forma f~rrica 

pOT lo que los agentes reductores como la c 1steina o el ácido 

asc6rbico suelen aumentar su absorci6n. Las células de la mu-
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cosa pasan parte del hierro directamente a la s3ngre , pero la 

mayor parte se combina con la apoferritina (moléclüa libre de 

hierro) para formar ferritina (molécula asociada al hierro) , 

la cua l libera al hierro an el plasma , en donde es atrape do 

por la transferrina (Emery , 1977: y G3nong , 1976) o puede pa~ 

ticipar en la biosíntesis de una variedad de proteínas hemo . 

LRs transferrinas están presentes en fluidos bio11gicos como 

es el torrente sanguíneo (serotransferrina) , l a leche (lacto

ferrina) y la clara del huevo de las aves (cona.lbu!!Iina ) (3ez

kor ovainy, 1980) . 

las principales proteínas que almacenen el hierro en los 

mamíferos son la ferritina y la he~os iderina , esta última es 

rul ói. ferri tina pare ialmente degradad::!. (3ezko rov := L'lY, 1.980 ; y 

"J.?.-nong, 1976) . Cuando existen los niveles norma l<;!s de este 

ale~ento en el organismo , hay más ferritina que he~os iderina , 

pero cu<:- ndo eumenta la cantidad de hierro absorbido, la ferri 

tina se incrementa en el hígado y mucha es convertida a hemo

siderina (3ezkorovainy, 19 20) . La ferritina se ha encontrado 

t anto en animales vertebrados e invertebrados como en algunas 

plantas y h.ongos ( .Bezkorovainy. 19 80 ; y Richter, 1978). 

Aun cuando casi todo~ los ~uelos contienen hierro en cau 

tidades suficisntes, éste se encuentra en fo~a no ~s~ilable 

'-1 12.s pb.ntas , formando 6xidos como la hematita (Fe
2

0
3

) , la 

m:"1gnetit9. (Pe
3

04 ), la siderosa (peCo)), 19. ?irita (Fe5
2

), 

etc . , por lo que uno de los proble~as que con mayor frecuen

cia enfrentan los vegeta] ~ s es la baja e.similaci6n del hie-

rTO , que trae como consecuencia clorosis (3rown, 1976; Page , 
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1966; Y Teuscher y Adler, 1965) . Este problema S8 d9be a que 

la solubilidad de las sales de hierro está en estrecha depen

dencia con el pH del suelo; en suelos alcalL~os la solubili-

dad disminuye , es~ecialmente en donde e l pP- puede ~lc &nzar va 

lores de 10; y por otro lado, la presencia de elementos como 

el cobre, manganeso, niquel y zinc, interfieren fi~iol:55ica-

mente en el aprovechamiento del hierro, dando como resultado 

,!ue el elemento llege a se r L'1a.ccesible ps,rso L~. pb.nta (Bro....n, 

1976 ; Emery, 1977; y Teuscher y Adler, 1965) . 

Ace r ca del mecanismo molecular de la absorci6n y trans-

porte del hierro en plantas , no se conoce ninguna teoría s61i 

da (~ery , 1977). 

Entre los ~étodos pare controlar la clor~sis el m1s usado 

es el de los quelantes químicos, que son co~puestos orgánicos 

como el ácido etilendiaminotetraacétic ,o (~JTP.) , :¡ue tiene aíi 

nidad por metales como el hierro, manganeso, m?gnesio , cobre, 

zi..'"lc y aluminio, es decir no son específicos; al unirse con 

e: tos metales los hacen asimila bles a las plantas (Brown, 

1976; y Teuscher y Adler, 1965). Por otra p~rte, l ? s plantas 

producen ácidos hÚlllicos y se ha especulado su papel en la 50-

lubilizaci6n del hierro. 31 ácido h~~ico es una mezcla mal de 

finida de varios ácidos carboxílicos, tales CO!110 el cítrico, 

fumárico, oxálico y succinico¡ l a excresi6n de t ales substan

cias al suelo dis;:ninuye el pH, y con2ecuentemente el hi!!rro 

se solubil iza . El ~cido cítrico forma quelatos estables que 

incrementan los procesos de solubiliza.ci6n (Emery, 1977). 
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1.2.1. Siderófo~os , ~~léculas microbian~s gue intervienen en 

l a asimilaci6n ~ ~ierro. 

Siendo el hierro el cuarto elemento más abundante en la 

biósfera, es extremad~mente díficil de adquirir por la ~ayo-

ria de las c!'D.ul?e- , e-obre tod'o en medios ae r6bicos (~ery, 

1977; y NeilandE, 1982). ~ra ~u?erar tales obstáculos la m2'.

yoria de los microorganismos ae róbicos y anaer6bicos faculta

tivos han desarrollado la habilidad de sintetizar sider6foros 

(3ezkoroveL~y. 1g eO ; Davis et al, 197B; Neilands, lSf2 ; y 

Stuart !! al , 1932). Los s i de róforos son moléculas orgánicas 

alta:nente espec íficas pan a sociarse al P'e+++, produc ida.s por 

los microorg~nismos cuando en el medio existen condiciones li 

mit~~tes de h ierro, y Que tienen ~~ geso mol ecul? r ~ lrededor 

de los 1000 d. (~.rmstrong y Baalen, 1979: 3ezkorovainy , 1980 ; 

3.lI'7lhf.a: y Neilands , 1961: ::rne r y , 1977: \'l"e il and~ , 1957, 1981 Y 

1? : 2 : y ~e eves e t al , 1983) . 31 término sider6foro, propuesto 

por Lankford en 1973 ?~r? sube-t ituir los pr~eros no~bres tri 

vi~ les como siderocromo, denota la molé~ula libre de hierro, 

mientre~ que la f orma asociada a l h i erro es referida como f e

rrü:ideróforo ( Neilands, 1981 y 1932) . ~ÍJr.icamente estC's C OI[! 

pue~tos son fundament·";! lrnente cateco1e~ o ácidos hidroxámicos. 

:':1 pri:r.er !O ider6foro tipo fenol-c8'.tecol que ~e ais16 fue el 

ácido itoico en 195c ; y el pr~er~ del tipo hidroxamato cuya 

estructura se co~oci6 fue el iesferal en 1960 (3ezkorovainy . 

19~O j y Neilands, lS81). 

Clasificaci6n. Aunque loe- Eider6foros como entidedes ~uími--

cas despliegan una va riaci6n estructural con~iderable, la m~ 

yoría de ellos pueden cla~ificarse c~mo compue~tos tipo hidr2 
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xa~ato, ECo-N(O-) -] , o c ompuestos tipo fenol-catecol . 

:i: OE 7. 
)-:( .. <:...::r- C- R • 

donde :t = :l:. OH 

X = O. N 

(3ezitorovaÜlY, 1980; Emery, 1977; M:ullis tl ~. 1971; Neila.'"lds. 

1ge 1 y l S82; ~e eves et 31 , 19:3); SÜl embargo , hay siderófor ~ E 

~u e no corres ponden a est~s cl~sificaciones . como es el c ~ s c 

de l a e squizoquÜlona ~roducida 90r Bacillus ~egaterium (Nei-

lande , l Sel ) y ~l ~1der6foro de Rhizobium ~h~ seoli ( Peralta, 

19 56) • 

Siderófo~os ti ~ o f enol-catec01. El miembro mejor conoci

do de este gr~90 fue aislado en 1970 de cult i vos pobres en 

~ierro de Sa lmone 11a ty~hL~rium y Es cherichia coli, y s e de 

no~in6 enterobactina y ~ ntero~uelina re ~ pectivamente (3ezko~~ 

va iny. 1980 ; y ~;eibnds , lS81 ) . Este compuesto parece ser c o

~~~ a t odas l as entero bacterias y es c onsiderado el prct ot ino 

de l s i der6foro ti ~ o fenal -catee al ( Neilands, 19~1). 

Sideróforos tipo hidroxa,M':lto. Existen divers? s clases de 

s i der6foros tipo ~idroxamato , las cua les I ~ egún 3ezkorovai-

ny , ?ue¿an clasificarse en: 

ta f~milia de l a s ?erriox2mL~as. CO~9Uestos caracter:zados 

?or l a :;>reeencia de .c.- '¡U!lino-~-hidroxia!llino.!'.lcano, que 9Ueder. 

ser t3nto cíclicos como lineales , están presentes en los cul

tivos de los actinomicetos. 

La f~milia de los Ferricro~os. en aminoácido COZÚD a estos 

compuestos es la L-ornitina. Se encuentran en los ascomicetos 

(:l'eu ro::'Oond. basidiomicetos (Ustilago) y hongos imperfectos 

(Penicillium ). 

La famil~a del ácido Rodotorúlico. Son péptidos cíclicos (di-
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cetopipe!'azinas) de ~N-hidroxi-L-ornitina substituida ; son 

producidos por Neurosoora, varias eSgecies d~ levaduras y ?~

n i cillium. 

La familia de las Aerobactinas. Compuestos caracterizados por 

contener cítrato , están representado~ por la aerobactina (~

robacter aerogenes). 

La familia de las ~icobactinas . Sideróforos que est~~ctural-

mente comprenden elementos ti~o hidrox~ato.como el fenol~to . 

y tienen ácidos grasos subst1tuyentes, por lo que son 1i9090-

lubles; s vn producidos por varias especies de ~icobacterias. 

La f amilia de las 3xoquelin~s . ~ estructura no ha sido toda

vía definida. pero se !liensa :¡ue son hexapéptidos c1.clicos c~ 

yo principal componente es l a t-aceti1-B- ,,:- hidroxilisiná; se 

descubrieron en r,'yco bacteriu.'ll s ~egmatis; ?':!. rece ~ue interac-

túan con 13S micobactinas (que est~n restringidas a la ~embr~ 

na celular o capa cerosa asociada con ella ) sediéndoles el 

hierro que trans~ort~n de l:' de el exterior . 

La familia de las Fusarinina s . Compuestos consistentes de tL'1i 

~ades fusarinina (coIII?lejo de ' - N- hidroxi-L-ornitina y ácido 

cisAl-metilglutacóni~o) , presentes en cultivos de Fusari~ ~. 

Existen otros compuestos ti90 hidroxamato cuyo 9agel en 

el metabolismo del hierro es incierto (Bez.korov~iny.l980) . 

Prooiedades ~1.:nicas ¡ füicas. La solubilidad de los si::ie - --, 
róforos es va ria ble, los co~puestos fenol-catecol son $01u---

bI es en compuestos orgánicos típicos (etilacetato), o en sol

ventes como la aceton8. y el etanol a 9H 2 o lIIecos. ~:ientr3.s 

~ue los com~uestos ti po hidroxamatc son hidrosolubles , excep

to las micobactina s que, como ya se indic6 , se disuelven en 
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compuestos org::inicos (BezkoroVRiny, 1980; 2J.erYt 1977; y ~e~

lands , 1981). 

La~ constente~ de e~tabilidad del com ?lejo Sideróforo

Pe +++ s e encuentran en el rango de 10 2° _1050 
11-' (t' eE3.nds, 

~982) ,muy superiores a las 

naturales (citrato férrico 

presentadas en ácidos orgánico~ 

1012 
Ir;) , fenolatos (?-hidroxibe!!.--

zoatoférrico 1015 M) Y diversos 1 ue1ante~ eirJ.téticos , 

el :SJTA t i ene una constante de estabilidad de 10 26 1< , 

3.un'lUe 

:lO pue-

de retener el hierro a un 9H a rriba de 6 por la c?mgetencia 

con ot ros catione~; mientras ~ue lo~ ~ideróforos hidroxamatos 

·::tuelan hierro tanto en medios ácidos como ~ lc ";!. li.··l.O'S (Po."el et 

a l , 1980; y Cline et ~I 1983). 

Todoe lo ~ ~ider6foro~ tienen : bs orc i ón m1 xi:!l::-' en ~l =-an-

go de luz ultravioleta y en el visible cu~ n1 0 se COvr1 in~ n 

con hierro (3ezkorovainy, 1geO). 

~,"ecanis:nos !!! 19. asimilaci6n ~ hierro. COl"! r esgecto ? !. trans 

~orte de hierr o mediad? por eiderófor .os, existen esencüümen

te tres mecanismos ; el 9rimero es tá ejem?lificado ?or la ent~ 

robac tina, en donde ésta adquiere el hierro del medio , lo in

troduce a la célula y allí , por hidr6lisis, lo liber a ; con lo 

lue el sider6foro 9610 puede ser utilizado una ve z . ~ el se

gundo, el ferrisideróforo también es introducido 3. le célula, 

pero el hierro es liberado por reducci6n (del ~5t~do FeT++al 
H) Fe ,con lo que el sider6foro pu2de se r reexcretado al :nedio; 

es el caso de los ferricromos. ~l tercer ~ecanismo ocurre en 

las ~icobacterias y or ganismos que utilizan l.cido r~dotorúli

co . Bn las micobacteri~s el hierro del medio es secuestrado 

por l a s exoquelinas, qu ~ posteriormente lo seden a las mico--
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':lactinas (localizadas en ~3.S porciones lipof í licas de l~ su-

perficie celular) , las cuales lo translocan al interior de la 

célula, e~ donde es reducido (:Fe ++ ) para ser r emovi do de las 

micobactinas (3ezkorovainy. 1980) " 

Por otra ?arte, es L~t eresante not~r ~ue aunque los ent! 

ro bacilos (C01l0 2.. tyohburiu:::: r 2" ~) no ?roducen !:ideró

foros tipo hldroxama to , 9ued~~ adquirir hie r ro de compuestos 

tal es como el ferricr~~o , ya ~ue poseen receptor es de membr a 

na para t a les sider6foros , !lsí como ~.'-ra el citrat::l , lo que 

3.p"-rentemente es una venta ja evolutiva (gezkor Ov3.iny. 1980 : 

Emery. 1977; LeO!1g y Neib.nds , 1976 ; y Pollack et al , 1970) . 

La obtención del h ierro por estos mec~~ismos es un pro-

ceso que requiere e nerg ía (3:mery, 1977: Eeye r y Hornspe r ger , 

1973; y Peten' y "," arre!1, 19€5 ) , lo cu:ll se de'l:ostr6 usandc ~ 

hibiiores :netab-5licas (jinitrafen~l ) y condiciones anaeróbi--

c a s en E. coli y !!;. s:negm.:!tis (3ez:..¡:orov'=.iny , 1 ';80) . 

3ioE í..."'l.tesis de sider6foros • . ~ ~edi:!:l.os de los cincuenta se 

descubrió I)ue 11: bios:t.:.telOis de los sidEr6for os es usualmente 

inducida en med i os d.eficientes en hierro U:eil~nds , !.9~1) , lo 

cual induce l ~ forma ci6n de sistemas enz L~ático2 y proteínas 

rece;>toras de c::e!!!br9.na re 1.9.c1.onados con el ;:lroce!:o de 1",i::li1a 

c i1:'l:l e hi~rro ( 3ez:.:orov=.ir...r . 1?50) . 

En l a biosínte !:iz de los sider6foros tipo fs~ol-c~teccl, 

el CO::l9Uesto ,:-rec"l,r"c·r es el ::te ido co::-:í..s:!!ico , el cUll a s;;. 

~~tic~l3r , debido ~ la g~~~ variedad ce estos co:!!~uestos. ~~ 

- ~9 -



ro se cree en general que la hidroxil~ci6n de los grup02 ami

no ocurre enzL~ticamente usando como eust~ato ~~L~oácidos li 

bree y ox ígeno. Los N-hidroxiaminoácidos y otros hidrox?l'!latos 

pueden entonces formar u .. lion~s peptidicas, :nmque el mec~is

mo de síntesis no es ribos6mico (Bez~<orovai..'ly. 1980). 

Control bio16gico mediado ~ sider6foros. El papel del hierro 

en el desarrollo de ciertas enfermedades ~imaleE se empez6 a 

estudiar a mediados de los cincuentas (Kochan. 1973); en ."!lami 

feros se conoce u.~ mecanismo llamado "i.n:nunidad nutr iciona1 ", 

el cual consiste en"retirar" el hierro a los !Ilicroorganis:nos 

invasores por medio de las transferrinas, y de ~sta forma de

tener su c r eci..-niento (3ezkorovainy, 1 9 ·~O; Kochan . 1973; ¡V¡ur-

phy ~~, 1376; Stuert et al, 1982; y ·:Ieinb~rg , 1971 y lS78). 

Ciertos microorganismos superan tal inhibici6n ?roduciendo si 

1er6foros ca paces de co~binarse con ~l hierro de las tr3nsfe

rrinas (3ezkorovainy, 1930). 3sta competenci~ por el hiarro 

se ~resenta en una ~plia variedad de organis~os; se ha enco~ 

trado que la cia.~ofícea Anabaena flos -aguae , que prOduce si1~ 

róforos, puede intlibi!' el crecimiento de la. clorofícea Scene

desmus basiliens i s en U-"l eo ·.~ ( Entery, 1977 : y :,fur9hy et ll., 
1916) . También s e ha reportado que e l crecimiento de algtL~os 

mic roorg!Ulislllos (Legionella) es inhibido com?let~ente cuando 

se adicionan sider6foros da otras especies (enterob~ctina, ie 

rricr olllo, etc.) al ~e¿io, y que el crecimiento le éstos se re 

cupe ra al agr egar sulf~to ferroso (Reeves et al , 1983) • 

.s.1. incre:nento en I n pr oducci6n de cultivos, como la pa p ·~ 

y e l r~bano , se ha relacionado con la presencia de P:eudomo- 

nas fluorescens y Pseudomonas putida en el rizopl ;>no, l as cu§!:. 
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les L~~ibier~n el crec~iento de otros microorganis~os (hon-

gos y bacterias) ~n esta zona, por lo que al interferir tam-

bién en el desarrollo de aquellos microorganismos fitopatóge

nos ~specificos , los cul t ivos se desarrollan en mejores condi 

cic!"'.es fitos ?r. i t 3rias ('9urr et &, 1978 ; Y Kloep!)er et al, 

1920a) . Aunq ... ~ ee los ,?Tl:ne r 'JS tre.bajos no se conocía la cau

sa de tal L1hibic~6n (3urr et 21 , 1978), estudios posteriores 

reve lar on que la ?resenc~a del sideróforo de estas Pseudomo-

~ (?seudobect L~a) , ~?edía el crecimiento de la microflora 

nativa, al privarla de l hierro (Kloepper !! al, 1980a y 

19aOb ) . Otrc ~teres2nte trabajo probó que en suelos represi-

vos de enfeI'!!'.ed~des c ::' usadas ¡Jor hongos, como ?u.sarium oxys

~ y jaeumannor.:l:rce!;'. gr ;:o.:ninis var tr.ll.i!:...!, se encontraban 

?r€ s ,:ntes ce?3.S de ?seudornonas fluorescentes, y 'l ue la aplic§. 

ción de est; s b2cteri~s o el sideróforo esoecifico en suelos 

conductores de la enfe~edad , los convertían en suelos reprt 

sivosj c~r- la ~dici6r. de hierro se transformaron s uelos repr~ 

siv~s en conductores (l1oe~cer et ~l, 1geOb; y Teintze ~ al , 

13E1 ) . Esto parece indicar ::tue los Microorganismos inh.ibidos 

son L~capaces de obtener hierro en cantidades esenciales para 

crecer, lo que yuede deberse a tres razones: que éstos no pr~ 

ducen sider6for os; que producen com1l8-rativamente menos que 

los otros microor ganismos; y/o que son menos potentes que 105 

de l~s espec ies competidoras (KIoepper !! al, 198Oa ; y Yurphy 

ti ~ 1976). En base a lo anterior y considerando la impor-

t ancia ~ue este mecanismo de inhibición tendría en el control 

de las enfermedades en la agricultura, los objetivos del tra

bajo fueron: 1.- Incrementar la evidencia experimental de es-
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te fen6meno de inhibici6n. 2. - establecer c~ndicio!le9 eXt)er i 

mentales econ6micaa y adecuadas para S'elecc ion&-r !IIicrcorg,:mi§.. 

moa ca9aces de inhibir a otros en ~edios deficientes en hie-

rro, simplificando la metodología . J.- ~nalizar l~ s caracte-

r!aticBs generales del mecanismo de inhibici6n . 
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2.1. Re~ctivo!:' 

?ar~ el deE~rrollo de e~te tra bajo se utilizaron salas 

inor¿;á!1.icas de gr a do malltico comprades en las casas ~erck. 

8akar ;¡ Técnica Qu1mice. Las substanc i 2S orgánicas para fines 

bioqu~icos se obtuvier on de las casas ~stman, IC~, N.erck, 

3aker y Sigma. r.on respecto a los antibióticos , la Kanamicina 

(Kantrex) se ad1uiri6 de la casa Bristol; el ácido nalidíxico 

(','1intomylon) en The Sydney Ross; y 13. tetraciclina er.. C3.rlo 

Srba. Sl agua trideetilada ~ue se utiliz6 fue de la c asa Sig

ma , y el agua deionizade se obtuvo de un deionizador water 1 

:nodelo 15]00 . 

2 . 2. Metarial Biológl.cO 

~ este tr-:.ba jo se utilizaron 24 cep3S de .:nic:--ocrga.."lis-

mos , las cuales se mencionan a continuación: 

Cepas de org~ nismos fitoDatógenos • 

. ;,grob"'cterium tumefaciens (Smit:h y Tovm.send) Coro: 

Corynebacterium fascians ( Tilford) Dowson 

Erwinia atroseptica (vzn Hall) Jennison 

~. carotovora (Jones) Holland 

,á. herbicola (Loh.. .. i::3) Dye 

Pseudomonas 5yri. .. gae van :i:9l1 

xantho~onas campestris (P8mmel) ~owson 
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!. phaseoli ( Erw. Smith) Dowson ¡ cepas CBP--123, C3?-140 y 

CBP-147 

Fusarium OXys'Oorum f.sp. lycopersici (Sacc. ) Snyder y Hansen 

(f.sp. :: forma espec i3.l ) 

Phytoohthora cansici Leonian, cepa 6;54 

De las cuales las primeras siete y los hongos fueron donados 

por el Centro de Pitopatología del Colegio de Pos tgraduados 

(C. P.) Montee 11109 , !l!éxic O. Las cepas de !. ")haseoli fueron 

enviadas del Centro Internacional de Agricultura Tropical 

( CD.T) Cali, Colombia . 

Cepas de organismos no fitopat6genos 
• Pseudomonas fluorescens Mig~la , cepa 7saI 

Rhizobium phaseoli Dangeard, cepas C. P.Mex ) , C. P.1ITex 7 y 

C.P . Mex 46 

Aislamientos: Aj, A4, A5 , A6 , A7 . A8, A9 Y AlO 

Las cepas de ª. phaseoli se adquirieron en el Centro de Edaf~ 

logía del C.P.i la cepa ~. fluorescens y los aislamientos fo~ 

man parte de la colección del cepario del laboratorio de Gené 

tica Molecular del Centro de Genética del C. P . 

2. ). Medios de Cultivo 

Los medios de cultivo utilizados en este trabajo fueron 

preparados fundamentalmente para conservar, determinar y ca-

racte r izar a los microorganismos en estudio. 

Medios para la cons~rvaci6n de microorganismos : 

Med i o de caldo levadura manitol (CLM) y medio agar leva-
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o:J.r!3. T.8.!'".it :Jl ( AW i . 

Medios par~ la jeterm~~ci6n de sider6foros : 

Medio mínimo para. Rh i zobium (M); medio M sin PeC1
3 

( r.!-Fe) : medio M co~ el trl..ple de la concantraci6n de PeC1
3 

(~'¡+3:Fe) i medio M con glucosa o.1G ) ~ medio MG sin PeCl 1 (MG-Fe ) : 
J 

medio MG con el triple de la c ~ncentraci6n de PeC1
3 

(MG+3 Pe ) ¡ 

medio r.: con sobrenadante gastado (SG 1Il) ; medio M-Pe con sobre 
x 

nad::'nte gas tado (SG ~l-Fe); 
x 

:nedio M+3 Pe con sobrenadante ga~t~ 

do (SG h~ ... 3Fe); en donde el subíndice x corresponde a 13. cepa 
x 

de la que se obtuvo el sobrenadante gastado . 

Medios para la determinaci6n de cepas : 

Medio extracto de levadura -dextrosa- carbonato de calcio 

(EDC ) ' !!l~dio 3 de King (3K ); medio de Hugh y Leifson ( !-iL) i me 

dio par a producción de levana; medio Thornley; y medio ALM 

con antib i6ticos: il.L..''': con kanamicina ( t.LM Kn ) , AIl.l con icido 

müidíxico (,'UJl Nal) y .'\LM con tetraciclina (A L." Te). 

P:.;I,ra la pre ?aración de los medios de cultivo, así como 

para la esterilización de los mismos, de las soluciones y del 

material, consultar el Apéndice l. 

2.4. Mét odos 

Existieron una serie de procedimiento~ rutinarios que 

fueron practicados a lo largo del desarrollo del trabajo, los 

cuales se anotan a continuaci6n : 

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

ratura de 28 ±lo C. La agitaci6n, para los cultivos en medios 

- 24 -



::'i.:;.uidos , f ue de 100 oS!cilaciones por minuto, con .. CIl desplaz~ 

a;ie:l1;o de 5 cm. 

El material de vidrio que se us6 en las pruebas pera l a 

dete~L~cién de ~ider6foros y establecimiento de grupos ant~ 

gónicos , s e lavó de la siguiente manera: tubos y matrace~ se 

llenaron con una solución de ~Cl l~ y se dejaron reposar por 

72 h , al térmL~o de este tiempo se enjuagaron diez veces con 

ague de la llave y dos con agua destilada. 

S! gr ado d~ desarrollo de los cultivos en med i o lícuiao 

se cuantificó por el método turbidimétrico , en un espectrofo

tómetro Coleman Jr . a una longitud de onda de 660 nro. 

Para la pr epar aci6n de los sobrenadantes de medio gasta

do, el cultivo s e ajustó a pH 7 Y se centrifugó a 25900 s , d~ 

r ante 15 minu t os ~ 40 C. La esterilización del sobrenadante 

se llev6 a cabo por filtraci6n a t ravés de una membrana Milli 

pare con un diámetro de por o de 0 . 45"..a.:n . 

2. 4.1 . Pruebas para la determinación de sideróf oros ~ estable 

cimiento de gruuos antagónicos. 

Las s~ientes son pruebas generale~ que ayudan a deter

minar l a presencia de sider6foros en el cultivo, y para esta

bl ecer pares de org3nismos antag6nicos, ~ed1ante la determ~~~ 

ción del grado de desarrollo del organismo a prueba, en ~re-

sencia de la solución que contiene el sider6foro. 

2.4.1.1. Pru~ba para evalua r 1! capacidad ~ microorganismo 

de asimilar hierro ~ medios ~ deficiencia de este eleme~-

too Con el fin de uniformizar las condiciones experimentales, 

se seleccionaron a aquellos microorganismos capaces de desarr~ 

lIarse en los medios M y M-Fe {este último una modificac ión 
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del primero), por tener una composici6n qUL~ica iefinida. Pa

ra esta prueba los microorganismos inicialmente se crecieron 

en tubos con 5 ml de medio CLM, durante 24 h con ~gitaci6n; 

luego se tomaron 0.1 mI de estos cultivos y se agregaron a 

los tubos con 3 ml de medio M, dejándose en agitación ';lar 24 h, 

al término de las cuales se tomó 0 .1 ml de in6culo ?ara cada 

tubo c on 5 ml de medio !l1 y i\1- Fe. A estos últimos tubos se les 

tomó la lectura inicial de absorbencia, ante ~ y des~ués del 

inóculo, se utilizó como blanc o ~~ tubo con medio ffi-Fe; la lec 

tura final se obtuvo después de 72 h de incubac ió~ en ~gita-

ci60 (Pigura 1). Se hicieron tres ensayos para cada cepa, con 

los cuales se sacó el promedio (la media X), la desviaci6n es 

tándar (5) y el coeficiente de dispersión (V", S/X' 100). Es 

te último se utiliz6 para descartar aquellas cepas con un po

bre crecimiento o cuya viabilidad se fue perdiendo, lo que se 

vi6 reflejado en un coeficiente de dispersi6n ( V) mayor o 

igual al Bo:'. 

5 ml 

eL!< 

24 h 

0.1 mI 

J mi 

M 

24 h 

0.1 ml 

8- 8 -- ~-

5ml 

M 

72h 

5 ml 

M-Pe 

72h 

FigUra 1. - Prueba para e'.-aluar la capacidad del microorganis-

mo de asimilar hierro. 
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2.4.1.2. Obtenci6n ~ sobrenadante gastado (SG). El nrocedi-

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 in6culo. 

b) De los cultivos anteriores se agreg6 O.l ml de inóculo a 

cada tubo con 5 ml de medio M-Fe y se incubaron durante 24 h. 

c) Del tubo anterior se tomaron 0~75 ml por cada 25 ml de me

dio M-Fe y se incubaron en matraces por 24 h, o hasta que el 

cultivo alcanz6 la fase exponencial tardía. 

d) El cultivo se ajustó a pH 7, se centrifug6 y el sobrenadan 

te se esteriliz6 por filtración (Figura 2). 

0.1 ml 0.75 ml 

gT 
3 ml 

M 

24 h 

5 ml 

M-Fe 

24 h 

25 ml 

M-Pe 

24 h 

Se ajustó Se est~ 

rilizó 
~ 

a pH 7 

por fi!_ 

traci6n 

Se centrifu-

g6 25900 g 

15' a 4°c 

Figura 2 .- Obtenci6n de sobrenadante gastado (SG). 

2.4.l.J. Preparación ~ inóculo de las cenas fitooatógenas. 

Cultivos desarrollados en cajas con medio ALM se pasaron a ~ 

bos con 3 ml de medio CLM y se mantuvieron en agitaci6n cons-
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tante de 24 a 48 h (Figura 3). 

ALM 

24 h 

n 
tj 
Jru 

CLM 

24-48 h 

Figura 3.- Preparación del inóculo de las cepas fitopat6genas. 

2.4.1.4. Prueba ~la detenninaci6n de la inhibición~ mi

coorganismos. Para definir el grado de inhibici6n causada 

por l os sobrenadantes de medio gastado sobre los microorgani~ 

mos, se prepararon tubos con 5 ml de los medios M-Fe y SG M-
x 

Fe. A cada tubo se le tomó la lectura de absorbencia inicial 

utilizando como blanco un tubo con medio M-Pe; después fueron 

inoculados con 0.1 ml del cultivo del organismo fitopat6geno, 

haciéndose la lectura de absorbencia tan pronto los medios 

fueron inoculados (t = O) y las siguientes a las 24, 48 y 72 h 

(Figura 4), tomando la última lectura para calcular los por-

centajas de inhibición de la forma siguiente: 

a) Se tomó como 100 por ciento el crecimiento (absorbencia) 

alcanzado por el 'cultivo en el medio M-Fe. 

b) Se obtuvo el por ciento de crecimiento (absorbencia) alean 

zado por el microorganismo en el medio SG M-Fe. 
X 

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

Se obtuvo el promedio (X) y la desviación estándar (S) de 

tres experimentos independientes; y se seleccionó a los pares 

de organismos antagónicos cuyo grado de inhibición fue de un 

40% o más. 

0.1 ml 

n u 8 8 
3 ml 

CLM 

24-48 h 

(organismo 

fitopat6geno) 

5 ml 

M-Fe 

72 h 

5 ml 

SG M-Fe 
X 

72 h 

Figura 4.- Prueba para determinar inhibición. 

2.4.1.5. Prueba uara determinar la reversión de la inhibición. ---- ~ ~ ~ ~~~~~ 

En esta prueba se utilizaron tubos que contenían 5 ml de los 

medios M-P'e, SG M-Fe, SG M y SG M+3Fe (Figura 5). Se s iguiÓ 
X X X 

el mismo procedL~iento que en la prueba anterior, pero ya no 

hubo selección de organismos. 

2.4.1.6. Prueba ~determinar efecto bacteriostático ~ ~

tericida del §Q_. Para el cultivo fitopatógeno se usaron cua-

tro tubos con 5 m1 de medio M-Fe. A cada uno se le tomó la 

lectura de absorbencia antes de inocularlos con 0.1 ml del 
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cultivo del fitopatógeno. Se incubaron con agitaci6n durante 

24 h. se tomó la lectura de absorbencia, se centrifugaron y 

se retiró el sobrenadante, esto Último en condiciones estéri

les. Después se agregaron 5 ml de los medios SG 11~+3Fe y M-Fe, 
X 

dos tubos por cada medio, se resuspendieron las células se to 

m6 la lectura de absorbencia inicial (blanco M-Fe) y se hicie 

ron diluciones (10-7 y 10-8 ) a partir de uno de los dos tubos, 

para determinar la viabilidad utilizando cajas con medio ALM. 

El otro tubo se dejó en agitaci6n durante 37 h, al término 

de las cuales se se volvieron a tomar las lecturas de absor-

bencia y hacer las diluciones. Se compararon las lecturas de 

absorbencia y el número de colonias del tiempo O con las de 

37 h después (Figura 6). Se hicieron dos repeticiones en las 

lecturas de absorbencia obteniendo el promedio (X) y la des-

viación estándar (S) para cada caso. 

0.1 ml 

g 8 8 8 8 -

3 ml 5 ml 5 ml 5 ml 5 ml 

CLM M-Fe SG M-Fe SG M SG M+3Fe 
X X X 

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

(organismo 

fitopat6geno) 

Figura 5.- Prueba para determinar reversión en la inhibición. 
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..., 
0.1 ml i 

¡ 

g íl nao ~- -~ -- --~ u.-- o u 
3 ml CUf. 5 ml M-Fe 

24-48 h 24 h 

0110 1 i \ 
! 1 1 

1 1 ' w . 
Fl 
1 1 

LJ 
+ 5 m1 de 
SG M+3Fe o M-Fe 

X 

Se retira el sobrenadante 

SG M+3Fe 

37 
Absorbencia 

_-, 
1 ' \ 1 _· . ..) 

~-----~.: 

Centrifugación 

A A 
~----J ~---~ ...!.-. (1)LJ(1)U 

F1 II 
1<--:.""1 ~ 

(.2 ) u 
3 · ~ ~ :·3 ?'·2 ~:I-~e 

X 

Se re sus 9erderi 

;bsorbencia (t = 8) 

Diluciones 

(t = O) 

(cajas con Aun 

Diluciones 

(t = 37 h) 

(cajas con ALM) 

Figura 6.- Prueba para descartar efecto bactericida del SG. 
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2.4.1.7. Curvas de crecimiento. El procedimiento para deterci 

nar las cinéticas de crecimiento fue el siguiente: 

a) Se sembraron loe cultivos en cajas con medio ALM y se incu 

baron. 

b) De estos cultivos se inocularon tubos conteniendo 3 ml de 

medio M, y se dejaron en agitaci6n constante por 24 h . 

c) De los anterioree cultivos desarrolladoa se tomaron in6cu

loa de 0 .1 001 para cada tubo conteniendo 5 ml de medio M o 

M-Pe, y se incubaron con agitaci6n durante 24 6 48 h. 

d) En matraces de tubo lateral con 25 ml de medio M, MG, M-Fe 

o MG-Pe, se agreg6 el volumen de in6culo necesario para alean 

zar una absorbencia inicial de 0.04. Se agreg6 L~6culo proce

dente del medio M a los matraces con medio M y UGj Y el in6c~ 

lo procedente de M-Pe para los medios M-Pe y MG-Pe. Se toma-

ron lecturas de absorbencia cada 2 h , hasta llegar a la fase 

estacionaria (Figura 7); se hicieron tres repeticiones, y las 

curvas de crecimiento fueron primero lineal izadas y luego 

ajustadas por mL~imos cuadrados, para poder calcular el valor 

de la pendiente (m ; y 1ar la ecuaci6n que representa el cree! 

miento de la pOblación, antes de llegar a l a fase estaciona--

ria. 

2.4 .1. 8. Análisis espectrof~to~étrico. Después de crecer las 

cepas no fitoTJat6genas en 'Los medios: M, lri-Pe, rl.G y rliG-Fej Ee 

obtuvo el SO de la forma antes mencionada, pero sin ajustar 

el pB (Ver 2 . 4 . 1.2); además de SG' autoclaveado, proveniente 

del obtenido en el med i o M-Fe (M-FeA). A cada muestre del SG 

se le tom6 el espectr o de absorci6n desde l os 330 nm hasta 

los 840 nro, con intervalos de 10 nro. 
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~ 
~ 

ALM 24 h 

1 

.i 

g 
3 ml M 24 h 0.1/ 

8 
~~ 

8 
5 ml M 

24-48 h 

5 m1 M-Fe 

/\ 

25 ml 111 25 ml MG 25 m1 M-Fe 25 ml MG-Fe 

Absorbencia inicial 0.04 

Lectura de absorbencia cada 24 h hasta llegar a la 

fase estacionaria 

Pigura 7.- Curvas de crecimiento. 
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2.4 . 2. Pruebas ~ ~ identificaci6n de los ~isl~ientos. 

Las pruebas a l~~ que se sometieron los aislamientos ( ~ ue 

inhibieron el desarrollo de las cepas fito9at6~enas) para su 

identificaci6n • fueron las siguientes: morfologí~ de las co

lonias; tinción de Gram; fluorescencia; medio selectivo ?2ra 

xanthomonas; 6xido-fermentación; tinci6n de flagelos; hiDe~

sensibilidad; pudrición de papa; hidrolasa de arginina; oxid~ 

sa; producción de levana; y respuesta a antibióticos , esta úl 
tima como complementaria. La cepa testigo fue P. fluorescens 

7SRI. Para revisar la elaboraci6n de cada una de estas p~~e-

bas, ver apéndice 1 parte 2. 
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rII. RESULTADOS 

3.1. Capacidad del Microorganis~o para Asimilar Hierro 

en Medios con Cantidades Limitantes de este Elemento 

En el cuadro 1 aparecen los resultados de esta prueba, 

las cepas con un coeficiente de dispersi6n ( v = slX • 100) 

igual o mayor al 80;' (en cualquiera de los dos medios) se el! 

mL~ron, ya que, c omo ~e mencion6 en el método, este coef~cieg 

te refleja tant~ la ~érdida de viabilidad como un pobre creci 

miento en el medio. 2n el primer caso tenemos a ~. carotovora 

y a ~. herbicola, lo cual se nota más claramente si compara-

mos la media eX) y la desviaci6n est~~dar ( S) junto con el coe 

ficiente de dispersi6n (V) (Cuadro 1 ) . En el segundo caso te

nemos a ~. atroseotica, !. camoestris, !. phaseoli CBP-123, 

CBP-140 y-CBP-147, los aislamientos 6 y 8 (el aielamiento 6 

ni siquiera mostr6 un mínimo de crecimiento, por lo que no se 

pudo sacar el coeficiente de dispersi6n). y el hongo P. ca~

sici (Cuadro 1). Además, este último y !. oxysoorum, el otro 

hongo, presentaron el problema de que su crecimiento no se ~ 

do medir con 9recisi6n utilizando el espectrofot6metro, por 

lo que también se eliminaron. 

Los microorganismos con los que se sigui6 trabajando ap~ 

recen en el cuadro 2. el cual nuestra el por ciento de creci

miento en el medio M-Pe en comparaci6n con el medio M; las 

tres cepas con los más altos porcentajes fueron: ~. fascians 

y los aislamientos 4 y 7. 

- 35 -



Cuadro l. Crecimiento alcanzado por los microorganismos, ~ 

las 72 h de incubaci6n, en los medios M y M-Fe. 
(X= promedio; S = desviaci6n estándar; y V= coef ~ 
ciente de dispersión) 

Medios de cultivo 

Cepa M 

X s V 

A. tumefaciens o. 79 

C. fascians 0.74 

~· atrosentica 0.06 

E. carotovora 0.28 

0.04 

0.18 

0.10 

0.24 

5 

24 

167 

36 

~· herbicola 0.24 0.23 96 

P. syringae 0.60 0.12 20 

X:. ca:npestris 0.05 0.04 30 

G3P-123 0.09 0.12 133 

CBP-140 0.08 0.11 138 

C3P-1L!.7 0.07 0.06 86 

F. oxysporum 0.22 0.06 27 

P. cansici 0.02 O.O) 150 

C.P.Mex 3 0.50 0.08 16 

C.P.Mex 7 0.47 0.05 11 

c.P.Mex 46 0.66 o.os 12 

7SRI 0.44 0.14 32 

A3 0.38 0.06 16 

A4 0.47 0.07 15 

A5 º· 38 0.05 13 

A6 

A7 

k.8 

A9 
A 10 

º·ºº o.oo 
0.47 0.06 13 

0.02 0.02 100 

0.39 0.17 44 

0.38 0.02 5 
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!tI-Fe 

X: s 

0.66 0.21 

o. 69 o.os 

0.06 º·ºª 
0.27 0.2.1 

0.0 2 J .03 

o.5o o.u 
0.06 O. OL!. 

0.04 0 .06 

0.09 0 .11 

0.04 0.04 

0.35 0.26 

0.04 0.02 

0.38 0.13 

0.36 0.06 

0.40 0.02 

0.31 0.12 

o. 20 0 .02 

0.48 0.02 

0.26 0.05 

º·ºº o.oo 
0.44 0.04 

0.01 0.01 

0.27 0.14 

0.26 0.01 

32 

12 

133 

lOC' 

150 

122 

100 

74 

50 

34 

17 

5 

39 

lC 

4 

19 

9 

100 

52 

4 



Cuadro 2. Lista de microorganismos seleccionados, en base al 

cuadra l, y por ciento de desarrollo alcanzado en el 

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

Medios de cultivo 

Cepa M M-Fe 

!· + e . 
y ume ... ac iens 100 84 

c. fascians 100 93 

~· syringae 100 83 

e. p. :r-ex 3 100 76 

e . .? .1íex 7 100 76 

C.P.Mex ¡1r .e 100 61 

7SRI 100 70 

A3 100 53 

A4 100 102 

A5 100 68 

A7 100 94 

A9 100 69 

AlO 100 68 

3.2. Prueba Microbiológica para Establecer Grupos 

Antag6nicos 

Con los microorganismos seleccionados se trat6 de deter

minar cuales de las cepas de ª• nhaseoli, f. fluorescens 7SRI 

y los aislamientos causaban inhibici6n del desarrollo de los 

organismos fitopatógenos !• tumefaciens, ~· fascians y ~· ~ 
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ringae. Los resultados aparecen en el cuadro 3, en donde pod~ 

mas apreciar que las ce~as con mayor capacidad de inhibición 

fueron los aislamientos AJ, AS, A9 Y AlO, mientras que los de 

menor capacidad fueron la cepa C.P.Mex 1 y los a islamientos 

A4 y A1 ; también se puede observar que s610 en 15 de los JO 

casos (la mitad). la inhibici6n fue mayor del 40~. En el cua-

dro 4 aparecen estos 15 pares de organismos antag6nicos . 

3.3. ~eba de Reversi6n de la Inhibici6n 

En el cuadro 5 aparecen la media y la desviación están-

dar de tres ensayos independientes, aunque para los casos de 

! . phaseoli 5610 se tiene los datos de dos experimentos, debi 

do a la presencia de mucilago en el sobrenadante de medio ga~ 

t ado, especialmente en el caso de C.P.Mex 46, lo que hizc dí

ficil la esterilizac ión por filtraci6n. Los casos en donde se 

vi6 reversi6n de la L~.ibici6n fueron: !. tumefaciens con el 

SG de A5, A9 Y AlO; C. f'1scians con el SG de C. P.!i!ex 46, 1SRI 

y AS¡ y ~. srringae con el SG de C.P.Mex J, AJ, AS, A9 Y Ala. 

Como puede apreciarse en el cuadro 5, en l a mayoría de los c~ 

sos esta reversi6n es 'gradual , observándose la mayor inhibi- 

ci6n en el medio sin FeCl
J 

y la menor en el medio con el tri

ple de FeCl). También tenemos los casos en donde no hubo re-

versi6ns ~. tumefaciens con el SG de A3¡ y Q. fascians con el 

SG de AJ, A9 Y AlO. 
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Cuadro 3. Efecto inhibitorio causado a !· tumefaciens, Q. fas 
cians y f. syringae, PºE la ?resencia de SG en el 
medio M-Fe. Los datos (X y S) se obtuvieron del por 
centaje de inhibición en dichos medios en relación
al desarrollo de los cultivos en el medio M-Fe. 

Medios Ce9as fitopatógenas 

de cultivo A. tumefaciens º-· fascians P. s;zringae 
-X S X s X s 

SG
3
M-Fe 37 8 20 1 56 10 

SG...,M-Fe 7 5 30 12 29 6 
1 

SG46M-Fe 30 13 64 4 31 9 

SG?SRIM-Fe 36 15 70 8 34 14 
'\ 

SGA
3

M-Fe 72 11 98 2 
..,, 

93 4 

SGA4M-Fe 24 3 15 7 8 6 

SGA5M-Fe 56 7 97 3 85 4 

SGA7M-Fe 6 5 14 6 1 5 

SGA9M-Fe 69 10 98 4 93 5 

SGA10M-Fe 60 16 92 8 78 7 

Nota.- Los SG de las cepas de R. ,Phaseoli C.P.Mex 3, C.P.Mex 7 
y C.P.Mex 46, aparecen ;ólo con el número como subíndi 
ce (los tres primeros medios). 
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Cuadro 4. Pares de microorganismos antag6nicos determinados 
por una inhibici6n mayor o igual al 40%, causada 
por el SG sobre los organismos fitopat6genos. 

Medios Cepas fitopat6genas 

de cultivo A. tumefaciens c. fa.scians P. syrin~e 

SG
3

M-Fe X 

SG M-Fe 
46 X 

SG?SRIM-Fe X 

SG M-Fe 
A3 

X X X 

SG A5M-Fe X X X 

SGA9M-Fe X X X 

SGA10M-Fe X X X 

3.4. Prueba para Definir el Efecto Bacteriostático o 

.Bactericida del SG 

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

aislamientos A3 y A5, present6 un efecto bacteriostático so-

bre !• tumefaciens; ya que hubo un aumento en las lecturas de 

absorbencia (Cuadro 6) y en el número de colonias (cuadro 7). 
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Cuadro 5. Comparación del efecto inhibitorio en los medios 
SG M-Fe, SG M y SG fiT+JFe. Los datos (X y s) se obtu 

X X X 

vieron del por ciento de inhibici6n en relaci6n con 
el medio M-Fe . 

Medios Cepas fitopat6genas 

de cultivo A. tumefaciens c. fascians P. Si[!ing:ae 

i{ s i s X s 

SG
3

M-Fe 46 10 

SG
3

i'li 44 12 

SG J'il+ '-Fe 3 - 18 8 

..... ,.. .,.11-r F 
;)lJ"

46
1.1- e 62 6 

:"'f"' 71,ff ..J·-'46lL 36 4 

SG46M+3Fe 31 5 

~,., M-J.i'e 
;)u-7SRr· 62 10 

sr: ,~ 17SR.f~ 43 7 

SG 7SRr'i1+ 3 Fe 40 6 

SG M-Fe 
A3 

81 ,3 100 o 92 1 

SGA3M 80 6 100 o 87 9 

SGAJM+3Fe 84 3 99 1 69 1 

SGA5M-Fe 61 2 96 2 85 2 

SGA5M 59 6 90 4 81 10 

SGA51'11+3Fe 46 4 75 6 34 9 

SGA9M-Fe 62 5 99 1 93 5 

SGAgM 56 8 99 2 se 8 

SG AgM+3Fe 37 10 9E 3 76 11 

SGA10M-Fe 65 12 94 5 84 6 

SGAlOM 60 6 95 5 62 15 

SG Al01'1+3Fe 44 9 96 5 47 20 



Cuadro 6. Determinaci6n del efecto del SG de A3 y A5 sobre el 
desarrollo de ~· tumefaciens. Los resultados están 
dados en valores de absorbencia a 660 nm. 

Medios A. tumefaciens 

de cultivo tl = o h t2 = 37 h 

X s X s 

SGA
3

M+3Pe 0.24 0.01 0.48 0.08 

SGA5M+3Pe o. 25 0.01 0.64 0.03 

M-Fe 0.24 o.oo 0.75 0.01 

Cuadro 7. Determinaci6n del efecto del SG de A3 y A5 sobre el 

desarrollo de !• tumefaciens. Los resultados se dan 

en c élula.s ml - l. 

Medios 

de cultivo 

SG A3M+3Pe 

SGA5M+3Pe 

M-Pe 

!· tu.mefaciens 

tl = o h 

6.9 X 10
6 

6.9 X 10
6 

6.4 X 106 

3.5 Cinéticas de Crecimiento 

t = 37 2 
h 

3 X 10 
7 

32 X 107 

32 X 10
7 

Se determinaron las cinéticas de crecimiento de las ce

pas !· phaseoli c.P.Mex A6, E· fluorescens 7SRI, y los aisla-
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mientas AJ, A5, A9 y.UO , en los medios de cultivo: M, N-Fe, 

MG y MG-Fe¡ as í como las cu~s de crecimiento de los culti-

vos fito~atógenos ~ . ~umefaciens, ~. fascians y E. syringae , 

en los :nedios 111 y M-Pe. Los resultados de l as primeras cepas 

_ a~arecen en les figuras 8 y 9, en donde se puede observar que 

hubo una disminuci6n en la velocidad de crecimiento (m) en 

los medios deficientes en peC1
3

• además, en estos medios se 

present6 una marcada producci6n de pigmento. En las cepas 

E. fluorescens 7SB! y los a islamientos AJ, AS, A9 Y AlO, el 

pigmento fue fluorescente: amarillo-verdoso ~ara 7SB!, A5 y 

AlO; y azul-verdoso para A3 y A9. En la cepa C.P.ltlex 46, el 

pigmento fue ámbar. 

Analizando gráficamente cada caso, y comparando los va-

lores de la pendiente (m ) , tenemos que en las cepas C.P. Mex 

46. 7SR! y AlO no hubo diferencias debidas a la fuente de Cat 
bono (glucosa o manitol). en cambio, en los aislamientos A3, 

AS y A9 si l as hubo, y se presentaron en los medios deficien

tes en PeC1
3 

(rrPe y MG-Pe). En los últimos tres casos la ve

locidad de crecimiento (m) fue menor en el medio sin glucosa 

(M-Pe ) . 

En e l caso de las cepas fitopat6genae (P~a 10), tam-

bién obse rvamos '.lDa disminuci6n en la velocidad de crecimien

to en el medio M-Pe; y !. syringae además, present6 producci6n 

de p~ento fluorescente amarillo-verdoso en este medio. 

3.6. Análisis Eepectrofotom~trico del SG 

En las figuras 11 y 12 aparecen las gráfiCas del análi-
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sis espectrofotométrico de los SG de las cepas no fito~~t6ge

nas; si comparamos estas gráficas podemos dividir a los SG en 

dos grupos, los que muestran l a absorci6n máxima antes de los 

370 nm y l os que la muestran después: en el primer grupo s6lo 

tenemos a l a cepa E. phaseoli C.P.Mex 46 , en el Que los picos 

se encuentran entre l os 340 y 350 nm, y los más altos son los 

de l os SG obt eni dos en los medios sin FeCl) ( M- Fe. flta- Fe y 

M- FeA). Todos los restantes son del segundo grupo , en general 

pOdemos decir que tiende a haber dos picos: uno a 380 nm, más 

peque~o, y otro entr e l os 410 y 430 nm. 

3.7. Identificaci6n de los Aislamientos 

El conjunto de pruebas (Cuadro 8) reve16 que los aisla-

~ientos pertenecen a cepas saprofiticas del género Pseudomo-

~, cuya eSgecie puede ser f. flu orescens o ~ . outida , segÚn 

la guia del manual de Bergey (Krieg y Holt , 1984). 
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Cuadro 3. Resultados de las pruebas ;>ara identificar los ais
lamientos. 

Prueba 

l'IIorfologfa. 
colonial : 

Ol or 
Color 

Forma 
3orde 
Elevación 
Superficie 

Diámetro 
l'liorfología 
bacteriana 

A3 

sosa 
verdoso 

circular 
ondulado 
plana 
brillante 
polvosa 
4 mm 

bacilo 
Tinción de Gram 
xanthomonas 
Fluorescencia 
Oxido-fermentación 
Tinc i:Sn de 

+ 

fla.gelos: 
Número 3 
Posición polar 

Hipersensibilidad 
Pudrición de papa 
Hidrolasa de 
arginina 
Oxidasa 
Producción 
de levana 
Respuesta a 
antibióticos: 

Ac. Nalidíxico 
Kanamicina 
Tetraciclina 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ = resultado positivo; 
do intermedio. 

Cepas 

A5 

leche 
blanquee ino-
verdoso 
circular 
ondulado 
plana 
brillante 
polvosa 
3-4 mm 

bacilo 

+ 

+ 
+ 

+ 

+ 

A9 

sosa 
verde-azuloso 

circular 
ondulado 
plana 
brillante 
polvos a 
3-5 mm 

bacilo 

+ 

3 
polar 

+ 
+ 

+ 

resultado negativo; y.:_= resulta 
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Cuadro 8. Continuaci6n ••• 

Prueba 

Morf1:>logía 
colonial: 

Ol1:>r 
Color 
Forma 
Borde 
El1:!vaci6n 
Superficie 
Diámetro 

Morf1:>logía 
bacteriana 
Tinci6n de Gram 
xa.nthomonas 
Fluorescencia 
Oxido-fermentaci6n 
Tinci6n de 
flafelos: 

Número 
Posici6n 

Hipersensibilidad 
Pudrición de papa 
Hidrolasa de 
arginina 
Oxid!lSa 
Producción 
de l43vana 
Respuesta a 
antibi6ticos: 

Cepas 

AlO 

leche 
blanquecino-verdoso 
circular 
ondulado 
plana 
brillante polvosa 
2 mm 

bacilo 

+ 

+ 
+ 

7SRI 

inoloro 
verde brillante 
circular 
entero 
convexa 
brillante polvosa 
3 mm 

bacilo 

+ 

3 
polar 

+ 

+ 

+ 

Ac .• Nalidíxico + + 
Ka.namic ina 
Tetraciclina + ±. 

+ = resultado positivo; - resultado negativo; y + = result~ 
do intermedio. 
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IV. DISCUSION DE RESULTADOS 

En los resultado~ de 106 cuadros 1 y 2 observamos que la 

mayoría de los microorgsnismos crecieron mejor en el medio M~ 

a excepci6n de los aislamientos 4 y 7 y la cepa ~. fasciana, 

que prácticamente crecieron igual en ambos medios; lo que 9U~ 

de indicarnos la posible presencia de un mecanismo altamente 

eficiente en la asimilaci6n del hierro (sideróforos), o que 

existe un requerimiento diferencial de este elemento por los 

diversos microorganismos, dado que algunos podrían hacer un 

uso más eficiente de ~l que otros. El hecho de que las otras 

cepaa tengan un crecimiento menor en el medio M-Pe, no indica 

que no produzcan sider6foros, ya que todas mostraron un creci 

miento arriba del 50~, el cual ha sido reportada para algunas 

cepas productoras de sider6foros en medios carentes de hierro 

(Meyer y Abdallah, 1978). La cepa control R. fluorescens 7SRI, 

prOductora de sider6foros, creci6 un 70~ en el medio ~-Pe (cu~ 

dro 2); además, se han reportado como cepaa productoras de si 

der6foros, entre otras, a i. tumefaciens (Bezkorovainy, 1980; 

y Ong t! al, 1979), R. syringae (Meyer y Abdallah, 1978; y 

Pnilson y Llinas, 1982) y!. phaseoli (Peralta, 1986) . que al 
canzaron valores de crecimiento entre el 61; y 84~ en el medio 

deficiente en PeC1
3 

(Cuadro 2). Si bien loe resultados nos 

dan cierta idea sobre la capacidad de los microorganismos de 

producir sider6foros, entonces se debería esperar que las dos 

cepas que tuvieron el más alto desarrollo en el medio M-Pe 

(A4 y A7) causaran una marcada inhib~ci6n en los organismos 

fitopat6genos. cosa que no ocurri6 (Cuadro 3), mientras que 
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AJ, que moetr6 el menor crecimiento (53~),10s inhibi6 fuerte

mente (CUadro 3); lo cual no quiere decir que A4 y A7 no pro

duzcan eider6foros, sino, simplemente que éstos no interfieren 

con la asimilaci6n del hierro de los organismos fitopat6genos 

probados. 

En el cuadro 3 se muestran los diferentes grados de inhi 

bici6n de los microorganismos fitopat6genos, provocados por 

los SG. La inhibici6n alcanz6 valores arriba del 90~ en los 

casos de ~. fascians con los aislamientos A), AS, A9 Y AlO; 

y E. syringae con los aislamientos A3 y A9; mientras que en 

otros casos, prácticamente no hubo inhibici6n, como ocurri6 a 

A. tumefaciens con la cepa C.P.~ex 1 y el aislamiento A1. o a 

E. syringae con los aislamientos A4 y A1. Como puede observar 

se un mismo SG presenta diferente grado de inhibici6n con los 

diferentes microorganismos probados; esto concuerda con lo 

mencionado por algunos autores (Neilands, 1981), de que la 

respuesta particular a los sider6foros (estimulaci6n, inhibi

ci6n o no interferencia del crec'imiento) es consecuencia del 

grado de especificidad de estos compuestos. 

Existe la evidencia para creer que el fen6meno de inhibi 

ci6n observado 9n las pruebas anteriores es causado, en algu

nos casos, por sider6foros, esta evidencia está representada 

en el cuadro 5, en donde el grado de inhibici6n está relacio

nado con los niveles de FeC1
3 

en el medio, como se observa, 

por ejemplo en !. tumefaciens con A9; y en E. syringae con A5 

y AlO (CUadro 5) ; eete fen6meno ha sido reportada ampliamente 

(Kloepper et ~ 1980a y 1980b; Murphy et al, 1976; y Reevee 

et !!:b 1983). ya que al agregar un exceso de hierro al medio, 
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se saturan los sider6foros y cesa su biosfntesis , 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 !. tumefaciens, por lo que no se 

descarta que los sider6foros sean los causantes de la inhibi

ci6n, dado que el mecanismo que utilizan es por competencia 

nutricional, y en los casos en donde no disminuy6 al agregar 

FeC1
3 

pudo deberse a que .no fue suficiente 9ara saturar a los 

sider6foros presentes en el medio. 

Mientras que las cinéticas de crecimiento son ~s lentas 

en medios deficientes en hierro, en contraste, la producción 

de p igm~nto es muy marcada, e independiente de la fuente de 

carbono , en las cepas f. fluorescens 7SRI, Pseudomonaa fluo--

rescentes A3, A5, .<9 y AlO, y l!. "Ohaseoli C.P.lfex 46; lo que 

c oncuerda c on lo ya reportado por algunos autores ( Meyer y A:Q. 

dallah. 1978, Teintze et !l, 1981; Y Peralta, 1986), que indi 

can que la producci6n de pigmentos está relacionada, en algu-

nas cepas, con la producci6n de sider6foros, por lo que se 

presenta en medios deficientes en hierro y es independiente 

de la fuente de carbono, u otros elementos, que lo único que 

hacen es disminuir los requerimientos de hierro, ya que por 

ejemplo, la glucosa al ser la fuente energética básica, es 

utilizada por los organismos directamente, mientras que otros 

azúcares • o compuestos, necesitan ser transformados por enzi 

maa, algunas de las cuales pueden requerir hierro para su fun 

cionamiento. Esto explica tambi~n que las cepas AJ, AS y A9 

crecieran mejor en el medio MG-~e que en el M-Pe. 
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El análisis espectrofotométrico del SG de las cepas (Pi

guras 11 y 12) reve16 la presencia de los sider6foros, tanto 

en el caso de las Pseudomonas fluorescentes (7SRI. A3. AS. A9 

Y AlD) como en el !. phaseoli (C.P.Mex 46); ya que las prime

ras mostraron el patrón determL~ado por Meyer y Abdallah en 

1978, y la segunda el reportado por Peralta en 1986; así como 

108 picos más altos en los medios deficientes en peC1
3

, 

La identificación de los aislamientos revel6 que perten~ 

cen al género Pseudomonas, son cepas saprofíticas y la espe-

cie está entre !. fluorescena y E. gutids; es interesante no

tar que los cuatro aislamientos, aun perteneciendo a la misma 

especie, presentaron algunas diferencias, como en el caso de 

los flagelos, en donde A3 y A9. al igual que la cepa E. ~-
rescens 7SRI. presentaron tres flagelos en pOSición polar; 

mientras que los aislamientos AS y AlO, no los presentaron; 

sin embargo, pudo deberse a que los flagelos se pierden con 

mucha facilidad 1urante la manipulación de las cepas para su 

tinc i6n. otra diferenc ia entre 108 aislamientos se encuentra 

en la forma e intensidad de inhibir a las cepas fitopatóge--

nas. mostrando diferencias entre sí y la cepa !' fluorescens 

7SRI (Cuadro S). Ya que, aunque se comporten en forma pareci

da con una o dos de las cepas fitopat6genas, no ocurre lo ~is 

mo con la tercera, como es el caso de loe aislamientos A3 y 

A9, en donde inhiben en forma lIlUY simils"r a !l. fasciane y P. 

syriggae. pero a !. tumefaciens (Cuadro 5); por lo que el com 

portamiento inhibitorio de los cuatro aislamientos es diferen 

te. Tomando en cuenta eeto último, si se quisiera, por ejem-

plo, prevenir o controlar la agalla de la corona (!. tumefa--
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ciens) pOdrían utilizarse los aislamientos AJ, A5, A9 6 AlO, 

en donde la eficiencia de inhibición de los tres últimos de-

pendería de la disponibilidad de hierro en el medio, y la del 

primero sería independiente de los niveles de este ~lemento; 

de esta forma, tomando en cuenta el tipo de suelo, pOdría ele 

gire e el mejor or ganismo, o combinación de organismos, a uti

lizar para el control de esta enfermedad; lo mismo ocurriría 

en los casoa del cáncer de yemas y ramas (!. syringae) y la 

fasciaci6n (~. fascians), en donde se tomaría en cuenta que 

cepas inhiben el desarrollo de los pat6genos, en que grado y 

si la inhibici6n depende de loe niveles de hierro. 
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v. CONCLUSIONES 

1.- La metodología empleada aquí es suficientemente se~ 

sible ?sra identificar microorganismos capaces de causar in-

terferencia sobre otros, y permite diferenciar, con cierta se 

guridad, cuando dicho m~canismo de inhibici6n está mediado 

por sider6foros. 

2. - La inhibici6n observada en 11 de los 15 casos fue me 

diada ?or sider6foros , lo cual hace pensar que este mecanismo 

de interferencia está muy generalizado entre los microorgani~ 

mas. 

3. - La magnitud de la inhibici6n de microorganismos fito 

pat6gen~s. en algunos c~sos. puede alcanzar valores arriba 

del 90~. 

4. - Es factible,por consiguiente, el control de enferme

dades bacterianas en la agricultura empleando cepas de micro

organismos saprofíticos o no fitopat6genos capaces de causa r 

inhibición en los primeros. 
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PARTE 1 

Preparación de Medios de Cultivo y Esterilización 

Para la preparación de los medios de cultivo se siguie-

r on los procedimientos generaleE que a continuaci6n se ano--

tan: se utilizaron matraces del doble de la capacidad, en re

lación a la cantidad de medio; los componentes s61idos y el 

agar se ~esaron y depositaron en el matraz y a continuaci6n 

se le agregó el volumen correspondiente de agua, la cual fue 

destilada, excepto en los casos del medio M y sus modificaci~ 

nes , en donde se utiliz6 agua tridestilada o de ionizada. 

La esterilización de laE soluciones de glucosa 

se efectud en autoclave eléctrica de vapor a 0.7 Kg 

y manitol 
-2 cm du--

rante 15 minutos; la de las soluciones de vitaminas, antibi6-

ticos, PeCI
J 

y Hel se efectuó por filtraci6n utilizando mem-

bran~s Millipore de O. 45 ,um: el agua, los medios, las soluci~ 

nes restantes y el material de vidrio se esterilizaron a 1. 05 
- 2 

Kg cm durante 15 minutos. 

Para la preparaci6n de los medios que requerían la adi-

ción de soluciones previamente esterilizadas, así como el Eer 

vido de los miamos a cajas de Petri (IDO X 20 mm con aproxim~ 

damente 25 mI de medio), tubos (15 X 125 mm, con tapón de ro~ 

ca) y matraces (125 ml con 25 mI de medio), se realiz6 en la 

campana de flujo laminar Veco. 

~ ~ Z modificaciones. 

Las cantidades expresa das a continuaci6n están dadas en 

relación a 1000 m1 de medio. 
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El procedimiento para la preparaci6n de este medio fue el 

s i guiente: 10 g de manitol y 1 g de extracto de levadura se 

mezclar on en el matraz con un litro de agua. Una vez estéril 

se agregaron 0. 8 ml de la soluci6n de C-a y 10 ml dé la solu

ci6n C-b (Ver apéndice 11). después el medio se sirvi6 en tu

bos estériles. 

Modificaciones: medio ALM. junto con la levadura y el ~ 

nitol se agregaron 18 g de 9gar. este medio se us6 para prep~ 

rar cajas y tubos con medio inclinada ; medio ALM Kn, una vez 

~reparado el medio ALM se agregaron 5 ml de la soluci6n de ka 

namicina (Apéndice 11 ) , que dan una concentración final de 

50 mg 1-1 ; medio ALM Nal, al medio ALM se le agregaron 1 6.5 mg 

de la pastilla finameo.te molida de ·.'1intomylon . que da una ca!! 

centraci6n final de 11 mg 1- 1 de ácido nalidíxico; ALM Te, al 

medio ALM se le agregaron 5 ml de la solución de tetraciclina 

(A péndice 11), que da una concentraci6n de 5 mg 1-1• estos tres 

medios con antibi6ticos se sirvieron en caja s . 

~ ! ~ modificaciones. 

A 900 ml de agua de ionizada estéril, se agregaron 10 ml 

de cada una de las soluciones M-a a li!-h (Apéndice I1), se sir 

vi6 en tuboa y matraces. 

Modificac i ones: M-Pe, al agua se le agregaron las solu-

ciones omitiendose la M-g, en su lugar se agreg6 la soluci6n 

M-i (Apéndice 11); medio M+3Pe, en este medio en lugar de la 

solución M- g se agreg6 la M- j (Apéndice 11); medios MG, MG-Pe 

y MG+3Pe, en estos caSQS la soluci6n ~-b se sustituy6 por 5 ~ 

de la soluci6n de glucosa (Apéndice II); medios SGxM, SGxM-Fe 

y SG M+3Pe, en estos medios el volumeo. de agua fue sustituido x 
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por el sobrenadante de medio gastado (SG) esterilizado por 

fil trac ión. 

Medio BK. 

En un matraz que contenía 200 ml de agua, se agregaron en 

· el s~iente orden y disolviendo cada reactivo: 1.5 g de 

K2H?04' 1 . 5 g de V~S04' 10 ml de glicerol y 20 g de polipept~ 

na, afor ando a ~ontinuación a un litro de egua . Posteriormen

te se agregar on 15 g de agar, se esterilizó y sirvió en cajas. 

~ EDC. 

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

extract o de levadura, 20 g de dextrosa y 20 g de caCO), y de~ 

pués de aforar a ~~ litro, se agregaron 15 g de agar. Luego 

se esterilizó, se agitó y ~e sirvió en las cajas . 

~tl!. 

A un ~traz s e le agregaron 2 g de peptona, 5 g de NaCl, 

0.3 g de K
2

HP04, 0 . 03 g de azul de bromotimol y 10 g de gluc~ 

sao El medio se aforó a un litro y se 3gregaron 3 g de agar. 

Des pués s e es terilizó y sirvió en tubos. 

Medio nara producción de levana. -- -
Se agregaron a un matraz 3 g de extracto de carne, 10 g 

de peptona, 50 g de s acarosa y se aforó a un litro. A la pre

paración se le adicionaron 20 g de agar, la cual a continua-

ci6n se esterilizó y s irvió en cajas. 

~ Thornley. 

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 Hel ; se aforó a un litro y se agre~ron 5 g 

a&ar. Después de esterilizaree se sirvió en tubos. 
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PARTE II 

Elaboraci6n de las Pruebas para la Identificaci6n de 

los Aislamientos 

Bn las s~ientes pruebas todos los in6culos iniciales 

se tomaron de cultivos de 24 h desarrollados en el medio BK. 

Morfología de ~ colonias. 

Las cepas problema fueron sembradas en el medio ALM e ~ 

cubadas por 72 h; después, l as colonias desarrolladas. se ob

servaron al microscopio estereosc6~ico y se identific6 el co

lor, la forma. el borde, el tamaño, el olor. la elevaci6n y 

la ~pariencia de la superficie. 

Tinci6n de ~. 

A partir de cultivos crecidos en el medio BK se ~repara

ron frotis bacterianos, los cuales se fijaron al calor; sobre 

el frotis ee agregeron unas gotas de la soluci6n de cristal 

violeta (Ver apéndice 11) dejándolas en contacto por un minu

to, los portaobjetos se escurrieron y sobre el frotis se adi

cion6 la soluci6n de lugol (Ver apéndice 11). La soluci6n se 

dej6 un minuto y a continuaci6n se decant6, se lavó con eta-

nol al 70~ y se agregaron unas gotas de l a solución ae safra

nina (yer apéndice II). Al cabo de 30 segundos, las prepara-

ciones se lavaron con a.gua de la llave, se s ecaron y se obae!:. 

varan al microscopio con el Objetivo de inmersi6n. Reacción 

positiva, se tiñen de violeta; reacci6n negativa, se tiñen de 

r ojo. 
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Prueba de fluorescencia. 

Esta prueba es especifica para Pseudomonas fluorescentes. 

Las cepas se sembraror. en el medio BK, se incubaron y a las 

24 h se hizo la observación directa para determinar fluorescen 

c~ . 

Prueba de 6xido-fermentac ' ón. 

Dos tubos con medio HL s e inocularon mediante punci6n, a 

uno de ellos se le agreg6 1 ml de aceite mineral estéril, se 

incubaron y a l ss 72 h se hicieron las observaciones. 

Tinci6n ~ flagelos. 

La tinción se efectu6 segÚn el método de Peppler: en un 

tubo de ensayo con 5 nl de agua estéril se introdujo el asa 

de siembra con bacterias, la cual se giró nmuy suavemente"; 

se s~ió agregando in6culo haeta que la suspensi6n fue apro

ximadamente de 3 X 106 células por ml (método nefelométrico ) . 

Una gota de esta suspens i6n se coloc6 sobre un portaobjetos 

limpio y se dej6 secar al aire, se adicion6 el mordente (Ver 

ap'ndice Ir) dejándolo 5 minutos, despu&s la superficie se la 

v6 con agua destilada, se le adicionaron unas gotas de la so

luci6n de cristal violeta (Ver apéndice 11) dejándolas 2 minu 

tos. A continuaci6n la preparaci6n se lavó con agua destilada, 

~e dej6 secar al aire y se observ6 al microscopio con el obj~ 

tivo de inmersi6n. 

Prueba ~ hipersensibilidad. 

En el envés de una hoja de tabaco sana, se inyect6 aproxi 

madamente 0.5 ml de suspensi6n bacteriana (108 células por ml), 

con ayuda de una jeringa de insulina estéril. 
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Prueba ~ pudrición de ~. 

Se utilizó una papa variedad "Alpha" de apariencia. sana, 

la cual 3e desinfectó lavando la superficie con estropajo y 

jabón. La papa se enjuagó con agua corriente, pasan~o a conti 

nuación un algod6n empapado con hipoclorito de calcio al 3~ 

(Ver apéndice 11), el cual se retir6 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 incisión con un bisturí; en 

dos de ellas se untaron tres asadas de un cultivo, distinto 

para cada rebanada, y al control se le pas6 el asa de siembra 

sin bacterias . Los resultados se obtuvieron a las 24 ó 48 h. 

Prueba ~ hidro l asa de arginina. 

Utilizando tubos de medio Thornley, se hicieron inocula

ciones mediante punción por duplicado, uno de ellos se cubrió 

con aceite mineral estéril y ambos se incubaron. por 72 h. La. 

prueba es positiva cuando el medio cambia de rosa a rojo. 

Prueba ~ oxidasa. 

Se prepar6 una soluc~ón al l~ de monoclorhidrato de N-N

dim.til-p-fenilenediamino (Ver apéndice 11), con la cual se 

mojaron, utilizando unas pinzas, trozos de papel filtro de 2 

X 5 cm. Inmedia tamente después con una asa de siembra se unt6 

sobre el papel una muestra del cultivo, anotando a los 10 se

gundos si el papel había virado a rojo-negr1Io. 

Prueba ~ producción de levana. 

Se tom6 una muestra de cada colonia utilizando palillOS 

est'rlles y 8e inocularon, tocando con la punta del palillo, 
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en el medio ?ara pr oducción 1 e levana. Des9Ués de 24 h se oh

se~raron lo~ resulta dos ; s i la colon ia se presentaba convexa, 

amarilla y musilaginosa, la prueba e ra pos itiva. 

Resnuesta ~ antibi6ticos . 

3st~ prueba se hizo para determinar el tipo de resisten

cia que presentaban las bacterias al ser crecidas en el medio 

~ c on los ~~tibi6ticos : ~~icina (Kn), Acido nalidíxico 

( Nal) y Tetra ciclina (Te ) . Sobre la s u perficie del medio se 

extendió , con l a ayuda de una varilla de vidrio , 0 .1 ml de 

l a s dilucio~e s 10- 7 y 10- 8 de los cultivos bacterianos. 

- 6'; • 
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PREPARAClON DE SOLUC IONES 

Las cantidades están considerada:=: para preparar 100 ~ 

de solución. Las soluciones se esterilizaron en la fo rma seña 

lad~ en el apéndice l . 

Soluciones 9ara 21 Medio CLU y Modificaciones 

Soluci6n e-a: Contiene 12.03 g de MgS04 

Solución C- b: Contiene 5 g de K
2

HP0
4 

y 1 g de NaCl 

Soluciones para el r.~edio M y Modificaciones 

Solución M-a: 10 g de ác. L-glutámico :=:e disolvieron ut! 

lizando una ~oluci6n 5 M de EDH, ajustando 

el pH a 6 . 5 , después se a for6 con agua dei~ 

nizada. 

Solución M-b: Contiene 10 g de manitol 

Solución M- c; Contiene J g de KH2P04 y 3 g de Na2HPO~ 

Solución M-d: Contiene 1 g de MgS04·7H2D 

Soluci6n M-e : Contiene 5 g de CaCl~ " 2H~0 
. ¿ ¿ 

Solución M-f: Para la soluci6n de elementos t r aza, prim~ 

ro se prepar6 una solución con 1 g en 100 

ml de agua de cada uno de los componentes 

por separado: H
3

B0
3

; ZnS0
4

·7H20; 

5H2D: MnC1 2"4H20 ; Na2~o04' 2H20; 

ause " , 
y se est~ 

rilizaron . A parte se esteriliz6 88 ml de 

agua para luego agregarle las soluciones 
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en la siguiente proporción: 10 ml de F.
3

B0
3

; 

1 ml de ZnS0
4

' 7H20j 0 . 5 m! de CuS0
4

'5H
2

0; 

0 .5 ml de MnCl2·4H2.0: y 0 . 1 m1 de Na21100
4

• 

2H
2

0 . 

Solución M- g: Contiene 10 mg de FeCl) ~n 100 ml de HCl 

0 . 1 N 

::iolución r.t- h : Esta solución se preparó disolviendo csda 

una de l~s vitamL~as ?or separado , an un 

poco de ague, excepto la Biot~a, a la que 

se le agregaron dos gote~ de NaOH 1 N Y 

luego un poco de sgua .• Se pesaron 10 mg de 

Biotina, se disolvieron; la mg de Tiamina, 

se disolvieron ; y 10 mg de Pantotenato de 

Calcio, se disolvier on; se reunieron en un 

sólo matraz y se aforaron 3. 100 mI . 

Solución M- i: Esta solución contiene ~C ~ 0 .1 N 

Solución M- j: Contiene JO mg de FeCl) en HCl 0 .1 N 

Colorantes y Reactivos 

- Cristal violeta: Se ?esaron 0 .25 g de cristal violeta 

y 1.25 g de fenol , a los cuales se les agregaron 10 m! de eta

nol al 97~ y 40 mI de glicerina; se aforó con agua.+ 

- Lugol : Contiene 0 .1 g de yodo y 0 . 2 g de KI.+ 

Mordente: 20 g de ácido tánico se disolvieron en 80 rol 

de agua destilada caliente, se adicionaron 15 rol de la solu-

ción de trióxido de cromo: se dej6 reposar 4 días a 18°C y se 

filtró, utilizando papel : iltro.+ 
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- "'; :-l'.i.c.!.:5:;. le t::-l:>:n:'J 1e c !" ' mo: Contiene 2 . 5 5 le tr:'-

- aeactivo ~3ra ?rueba de oxidasa : Cont i ene 1 g de mo~o

e lor:''.:l.dra to i9 :¡- ,:i- di¡:let i1- ,,- .:: -? ~ilene;diamino. + 

SoL:c i ::-.s!O ; ·: :ler? les 

Soluci5::. de gluc:Jsa: C:J!'!.tiene 20 g de glucos21 

So l uci6n s3.:i.."'la : :;ontia!1e ;:' . 85 g de ~¡I?Cl 

- Sclución 1-? ~anam.!.cL,a : Contiene 1 ~ de Ka~amic~ .• ~ 

- s~':"uci5:; 1-? Te tr.a:.:iclina : Contúne 2. g de Je tra cic1 :t--

Solución iesinfe=tar:te : C:Jntlene 3 ~ de hi?'Qc l orit.:: ie 

c22.ci.:l. :::sta so~ución tiene '11..: 9 ~ er f:-esc 3. , ::táxixo .fe 3 lb.s . Jo. 

+ ~ s oluciones ~ue no 2e ester il iz~"'l 

++ = soluciones l ue se !"enueva~ cada 
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