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RESUMEN

Ciertos microorg-idisnor (Bacteriag, hongos y algas) pueden -
ceusuy inhibicién o promocidn del crecimiento rediente lv  vro-
duccidn de comnuestos llamados =iderdfor-:= oue presenten uns =1
te efinidad por el ién férrico, exigtiendo nor «u 2 *ruciura -
ouimica dos tinos de siderdforos de smplis distribucidn los de
tipo catecol y los de tipo hidroxamato. Estos cormuestos ademis
de solubilizar el hierro en el suclo pueden ver elementes Qti—-—
les en sistemas de control biolégico de enfermedades de plantsas,
adenfs, de estimular el crecimiento y produccién de ciertas nlen

tas de importrncia econdmica.

Esta investigacién fue realizada con el objetivo de determi-
nar los niveles de produccién de sideréforos presentes cr el me

dio gastado de Rhizobium phaseoli, a 1o larpo d=l desarrollo de

los cultivos, asf crmo de deteriinar su actividad bioldgic: so=
bre otros micronrgmriismos en medios caerentes de hierro, sdenés
de la confirmnecidén de pruebes experimentsles pere determinar el

grupo ouimico al oue pertenecen los siderdéforos de R. phaseoli.

Los microorgenismos utilizados en el presente trebejo fuerons

R. phaseoli Cp Mex 1, 6, 9, 12, 19, 28, 43, 44 y 46; Pseudc.ionas

Xv



solansacearw:, Xanthomonas campesiris CBP 172 y Escherichia colil

R 1913, Ls determinacidédn de cateccles se realizd sélo en cuatro
cepas de 1. phiseoli cue se geleccionzron en base 2 su =ctivided
inhibitoria sobre P. solenacearum medinnte el métodn de Arnow,
cue congiste en 1la identificecidn de lo= -niilss aromfticos. -
Esta prueba resudtd vositiva. Ics rcsultados indicsn cue el -
tiempo. en el cue se precsent la méximz proﬁuccién de siderdfo--
ros fue des 24330 h pars lu cepa Cp Mex 19, 21:70 h Cp Mex 28,
25:40 b Op Yex 44 y 263140 h pare 1ls ceps Zu Fex 46. Los grados

de inhibicién o promocidén del crecimiento sobre P. solanacesrum,

X. compestris CBP 123 y B. coli RW¥ 193 wudemis de depender de 1.
cantidad de siderdforos producidos por R. phaseoli, dependen ‘e
la especificidad de éstos compuestos sobre diferentes microorgs
nismos. Por dltimo la mancha eluida del cromatogram: de s{lia«

gel nregento actividad bioldgica, indicando la nresencia de gi-

deréforos.



I, INTRODUCCION

Desde finales del siglo vrardo muchas especies de bacteriss
fueron identificadess como causg:-ntes del deterioro de vroductos

agricolas y de enfermedades en las plantas. (De Bauer, 1987).

Peralelamente suede ser considersdo el Cus0, como un posible
orecursor de los agrocufmicos »1 ser usmdo vor Prevost en 1807,
pare controlar uns enfermedad ocasionsds »or un hongo. (Corona-
do, 1965; De Bauer, 1987; 'Valker, 1973). Une mezcle un ~oco mAs
comnlejo de CusSOgq y cel fue utilizada por Millerdet en 1885, de
mostrendo oue ésta podfa controlar mds efectivemente el mildid

de la vid caussdo por Plasmopora viticols, estudio cue despertd

interés en el érez del control de las enfermedzdes de lag nlan-

tas. (De Beuer, 1987; Walker, 1973).

Agostino Bassi propuso en 1838 el uso de microorganismos pa-
ra el control de vlages de insectos y el primer mecenismo de in
terferencia microbians mediado vor antibidtices fue nromuesto -
por Dubos en 1939, cuendo aislé de Bacillus brevis, dos substan
cins llsmadas "gramicidine" y "tirocidina" con noder bacterici-

de, Previamente Fleming en 1929 habia descubierto rue el hongo

Penicillium notetum podfa inhibir estefilococos. (4simov, 1985;

Debach, 1977), y entre los antibidticos mfs imooriantes figurans
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Estreotomicine, Ciclohexemida, Tetraciclins, Griseofulvine y -

Blasticidine entre otras. Los efectos fisioldgicos de los =nti-
biéticos se dan: a) en la formacidn de ls pared celular y meme
brenas celulares, b) en la sintésis de protefnss y fAcidos ndiclei
cos ¥y c) en las reacciones de transvorte de energia. (Agrios, -

1986; Asimov, 1985; Debach, 1977; Welker, 1973).

Ciertos microorgenicnos (bacterias, hongos y #lgs=s) nueden -
causar interferencis microbisna medisnte 1l liberacidn de com—
nuestos llamadog sideréforos cue presenten wir 1t: afinidad -
por el ién férrico, estableciéndose competencis por dicho nutri
mento, (Emery, 1965 y 1976; Neilends, 1952; Neilands y Leong, =
1986). Estos compuestos en el suelo solubilizan el hierro, tie-
nen un papel significativo en la asimilscién del hierro por mi-
croorganismos, sobre todo en suelos celcéreos con velores de pH
élevados. (Emery, 1977). Pueden ser elementos tiles en siste—
mes de control bioldgico de enfermedades de nlantes, ademés, es
tirmlan el crecimiento y produccién de ciertas plentas de impor
tancie econémica. (Marugg et al,, 1985; Murphy et al., 1976; =

Teintze et al., 1981; Weger et al., 1986).

Investigaciones recientes realizadas en el lsboratorio de Ge

nética Moléculer, Centro de Genética, Colegio de Posterriusdos,
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demostrarén oue algunas cenas de Rhizobium phaceoli producen si
deréforos « niveles compar:hles con los de Pseudomonzs cavaces
de inhitir el dessrrollo de otros microorgsnismos bajo condicion
es deficientes de hierro. Ademfés, oue nodfan constituir una =
buena oncidn en el combate de enfermedsdes prooias de les raf--—
ces de las vlantes vodrfen ser efectives en el cerntrol de enfer

mednrdes foliares, (Perslte y Carrillo, 1988 y 1988s).



II. ANTECEDENTES
2.1 ENPERMEDADES DE PLANTAS Y SU CONTROL

Las enfermedades de las nlantrs ceglin Stakmar y Harrar (De -

Bauer, 1987), se clasificrn segin el dafio nue czussn ens

AT CUILADORAS.- Son 1las cue destruyen completamente un culti
vo en una Ares o diezman las doblaciones de modo oue sélo rue——
dan unoes cuantos sobrevivientes. Como ejemplo de ello, se nuede

gefialar la roys del cafeto ocasionade por Hemilein vestatrix.

LIMITANTES.- Acuellas cys presencis hace incosteable la pro-
duceién del cultivo en una Area determinada. Entre ellas, tene-
mos €l apenachamiento del plétanc en justralia. Este enfermedod,
dg origen viral, hizé oue el cultivo se volviese antieconémico
en ese pafs. En México como ejemplo se tiene la mencha snulsr -

del pavayo.

DEVASTADORAS.- Aquellas cue atacon en forma destructiva cul-
tivos snuales. El ejem»lo clédsico son las royas de ceresles., ™
el ceso del trigo, la roye de la hoja ¥ la roya emerille del ta

1lo cue vnueden llegar a reducir el rendimiento hasts de un 50%
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DEBILITANT 23.- Jruelleas oue causmn efectos neprtivos suncue

los sfntonss son a veces impercevtibles, como son: pudriciones
rezdic+les de cereales, Dpapas, cafin de artcr y leguminoses, cue
vueden ocesionar dsf'os en combinscidn con condiciornes desfavora-
bles de clima y suelo pssendo desapercibide el atecue de 7atége

nos.

DESFIGURANTES.- Acuelles oue cambizan le speriencie de log
aroductos vegetales y nor lo tento reducer. su valor comercinl,
Tentro de este grupo tenemos la rofia lel sguacate czucz.c por

Sphacelomna oserseze.

INHABILITANTES.~ Imposibilitan los productos vegetzles peara
su consumo. Por ejemplo el consumo del "diente de cahallo™ de
mafz causado por Claviceps gigantea oue puede afectar 1- salud
humana debido a su contenido de alcaloides, dentro de este gru-
no figura el atacue de hongos de almacenaje 7 granos y semilles

con ls consecuente produccién de micotoxinas.

Los orincipio=z de control se lleven 2 cabo mediente diversos
métcdoss culturales: mediente cu=zrentenss, inspecciones, certi-
ficnciones y campefiag erradicativas rue en oce:ziones llegnn =

elcanznr la categorfs de dicposiciones legales; medisnte méto-
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dos bioldgicos, cuito ¢l u rovechrmiento de recursos penéticos,
inmunidzd indueide, vor la accidén de microorgenisios o bién, me

Aiante control cufmico y método:s le control bioldgico.
2.1.1 CONTRCL QUIIICO

Los Dleguicidse son sustrneins téxices rue sctien como blo-
cuczdorcs de los distintos srocesos fisioldgicos enn loe orgenig
mos vlega. Entendiéndose como plszga cuslouier esnecie =ninmal o
vegetsl cue el horltre coneid._ e perjudicisl a su person#, pro-

viedad o a su medio. (Barhers, 1376; Debh-ch, 1377; Restreno,238°).

Existen veri:s formes de clesgificer = loe plaguicices:
1.- Por su neturslezs oufmicas en inorgfénicos y orgénicog. 2.=
Por su comoosicidn: en orgenoclorsdoss relativos del DDT, rele-
tivos del benceno y ciclodienos; y en organofosforados; eliféti
cog, cfclicos y heterocfclicos. 3.= Por su modo de accié;s con=-
tacto, ingectidn, fumigentes y sistemdticos. 4.- Por su uso y -
tio de organismos insecticidas, acericidss, herbicidss, becte-

ricidas, funglcidas y otros plaguicidas especificos. (Restrepo,

1988; Stoker y Seager, 1981).

Entre los orimeros plaguicidas emplesdos por &1 hombre figu-—

ran los arsenistos de sodio y de plomo, 1l creolit: y el azufre.



Los efectos de los plaguicidas en los ecosistemss ineluysen:
&) l: resistencia ue » su accifa 'neetran cientos de especies
e microorganismos patégenos, con cl=re tendencia a sumentar en
el futuro; b) ls resistencie de nimerosms esveciez a los herbi-
cidas, fungicid: g, bactericides, etc.; c) las variaciones en el
éxito reproductor de una gran variedad de volantas, inducidse -
nor los efectos nocives de los nlaguicidas wobre log orgrricnos
polinizantes; @) la reduccién de las pobleciones vegetales y -
animales benéficos como efecto del uso dc heriicides, insectici
das, etc.; e) 12 toxicidad de los productos cufmicos en orgenis

mos benéficos y f) 1la nresencis de _lrguicides persistentes en

el apua, suelo, aire y en 1ss orgenismos vivientes.

Entre los efectos téxicos cue originan los agentes ouimicoe
més veligrosos y de mayor toxicided ansrecen algunos en el cus—
dro 1. Segin la Organizacién Mundial de la Salud (OMS), un nf--
vel rromedio por debajo de 15 ppm de la comcentrecisn de »lagui
cida se considera "normal™ en uns poblacién. L OMS reconiends
el snélisis de tejido adivosc humano o animal coico un indicador
directs =ra evalusr, reglzmentos y mediduy de control en €l

usgo de plaguicides, (Restrepo, 1988).



I. EN HUMANOS: Alteraciones grstrointestin. les, hepfticas, re-
nales, pulrdnares, jeoueces, vémitos, nar:plcifa,
Daffos a embridnes y fetos humnnos: abortos es-on
téreos, pertos nrolong=dos, muerte el nacer o du
rante el emb:rsro. Ademfs, irregularidsdes mens—
trurles, dismiaucifn en 1s produccidn de esmernmes
e incluso esterilidad en hombre=, Céncer e inclu

so la nuerte,.

II. EN ANIMALES: ®Enfermedndesz ¥y muerte en: sves de correl, gana
do norciao, vacuno, peces, cengrejos tortugns, -
ballenas, langostinos, camarones, &vez marinas y

zooplacton entre otros.

III. BN VEGETALES$ Perdids del follaje en cultivos, reduccidn -
en 1n sroduccién de plantas, contaminacidén en -
verduras, cereales, ci{tricos y frutas, ™ el fi-
toplacton se »roduce inhibicidn en el crecimiento
y de la respiracién; la reduccidn de le fotosin-
tesis y le inhibicién en la utilizecida de cl4 _

en la fotosintesis, elc,

IV. CONTAMINACION DE PRODUCTOS COMO: Cremas emolientes, lubri--—
centes, cremas facleles y pera lss manos, poma—
das, aceites vitaminicos; alimentos enlatados co
mo jaleas, frutes en almfbar, aceites comestibles.

Harinas y huevo entre infinidsd de »roductos més,

CUADRO 1. Algunos efectos téxicos origin=dos por agentes oufmi-
cos. (Restrepo, 1988).
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For lo rue concierne » l- conteninzcidrn ce rlimentos, México

en nuterosas ocagiones hz su’rido el rechsrvo de =lgunos de sus
rifuctos agricolss en el nmerce-do internscional, nrinci::Imente
por parte de los Estados nidos, y# ocue se han encontrado =ltnrs
concentreciones de ggroruimicos en epino, %tons*e, chile, cebo-

11n, fress, etc., "ropiciendo gr:rdeg pérdidas econbmici.= pare

el pais.

Rachel Louise Carson en 1962 en su libro tituledo Silent -
Soring (Primsvera silencioss) recrlee oue por el uso indiscri-
minedo de los productos oufmicos, el hombre puede znicuiler es-
pecies inlefensas y dtiles al miemo tiempo cue a acuellss a las

cue en reslided trata de eliminar., (Aisimov, 1985; Debzch, 1977)«
2.1.2 CONTROL BIOLOGICO

El término "control bioldgico™ se creé en 13956, pars referir
se & la mayor{- de los casos de interferencis microbisns, (Me—
ssenger, 1976). El control biolégico intents logrer un repuls-

¢ibén permanente de poblaciones recurriendo al uso de organisios

biolégicos pars controlar microorganismos perjudicislen.

Cualouier agente microbisno de control debe rew.dr verios re
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cuisitos pera ser efectivos: el #gente debe ser nltamente esve-
cifico - pere determinados vpatdgenos. *n muchkcs prfses éste es un
recuisito legal; el orgrniemo tiene cue ser fécil de vroducir,
pues de lo contrario su uso vuede ser incosteslle; tembién, de-
be tener un serfodo latente en su ciclo Ge vide cue permits su
almacenamiento; es conveniente cue 1l& iresentacibén del agente -
microbiano sea similsar a la del plagui.cida, nars nermitir su -
aplicacién vor medio de los ecuipos ya disponibles. (Restrepo,

1988).

Existen varios tipos de control bioldgico, cads uno con sus
furdementos establecidos con respecto « principios ecoldgicos =

disgtintos. (Restrepo, 1988). Los princinios soni

1,- EL CONTROL BIOLOGICO CONSERVATIVO, busc= mantener y meng
Jer el medio nera conservar a los enemigos natursles de las pla
gas, 10 cue imnlica uns mezcls de cultivos y métodos culturele:

dirigidos hacia el mentenimiento del ecuilibrio del ecosistema.

2.— EL CONTROL BIOLOGICO AUMRENTATIVO, la introduccién del =
agente de control debe efectuarse antes de oue lz poblacibén -
llegue a nivel de 'dafio econdmico, combate varins plagns a la =

vez, pero puede ser un peligro pri+ las especies l.1.éfiecag,
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Del control biolagico simentstive existen sbundsntes treba—-
joe como 1z 1fnea de atarue, .organizads vor Carrol Milton, oue
congiste en uwtilir=r las nropias hornonas de los insectos. Fe—-
diante el eislemiento y eplicecién de ls llemeds "hormone juve-—
nil" se ruede interceptar la fase adulte durante el tiemvo nece
serio pazra matar 2l insecto, Otro nétodo es la utilirzscidn de -
hormonas sexusles para ceistursr insectos machos. (Agiiov, 1085:
Debach, 1977; Stoker y Sesger, 1981). Tl con‘rol bioldgico = ba
se de insectos estériles conocido coro control autocide o téceni
ce del insecto estéril, tembién, a dedo buenos resultsdos. (Alu

ja, 1984),

T control bicldgico (e las enfermedsdes de pDlantns trmbién
se logre mediante la seleceidén y produccidr. de olantas resisten
tes n ciertos vatdgenos o mediante la utilizacibén de otrog miwe—
croorganismos oue senn antagénicos 2 ellos o cue los parasiten.
Tn los dltimoe afos a cobrado un considersble interés el uso de
hiverparfisitos o microorgsrdsnos antagénicos pera controler las
enfermedades de las plentes. (Restrepo, 1988; Stoker y Sesger,

1981).

3.~ EL CONTROL BIOLOGICO CLASICO, introduce agentes de con--
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trol oue llagan a ser una parte integral del ecosistema. Rjerce
un control extenso con relativa inversidn moneteria, 1s cusl es
mayor en la eteve inicinl de 1la investigacidn; nero desoués, el
ugo del sgente tiene un nrecio muy bajo vpara el agricultor. Tie

ne un nivel de &xito el §5 =1 759,

Existen abundsntes reportes de control bioldgico clésico, co
mo el control oue re desarrolld comercialmente y pars el cual
en €l aceite lubricente de la cadens de motosierras y -olonrniag

de Fomes snnosus se aplicaron los conidios del sntegoniste Pe-

niophorz gigantea. (Rishbeth, 1963).

Bacillue thuringiensis bacteria oue forme esporas y produce
uno o mfs crigtales de orotefna téxica (endotéxina-delta) con =
cada esnora, hs resultado mer un buen »roductor de bioinsectici
dz, cusndo las esnorss y cristrles eon ingeridos “or insectos -
susceptibles, lss partes bucales y el intestino cueden varalizs
dos destruyéndose el epitelio intestinal, nero la muerte nuede
ocurrir también »or septicemis bacterizns. Esta bacterias es na-
tégens pare los sigulentes Srdenes de incecicss Leniddptersn, -
Diptera, Hymenéptera y Coledptera., Entre los productos elsbora=

dos a base de Bacillus y ocue se exvenden comerciclmente = nivel
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mundisl se encuentrsns "Thuricide" (B. thuringiensis), "DOON"

(B. popillise) y "Japidemic" (3. lentimorbus). (Misher y Rosner,
1959; Hann:y, 1953; Krywienczyk y ILfithy, 1974; Yousten y Rogoff,

1969).

Mediente técnices de ingenierfa genftice se esta tratando ob
tener cenas més potentes y virulentas de bezcterizs petégenas »
insectos y empliar su esnectro de ho: eGeros a los cuales infec
ten, Fn este sentidn con le manioulecidén de genes clonados en -
pléismidos se uecde mejorar la Hatogenicidad 7 “roduccidn de B.
thuringiencis. ictualmente la incoruor:cién de genes oue codifi
can p2ra la uvroduccién de 1z téxins de 3. thurinziensis son in-
troducidos directsmente = las eflula= e 1: - plantas nor medio

de pldsmidos, »roduciendc las células de las nlantas, cantidades

suficientes de téxina pare metar insectos. (Yanchinski, 1985).

Recientemente se han utilizado conuestos llamedos siderdéfo-
ros para obtener un incremento en la nroduccidén de papa, remolg
cha, rédbeno, cerezo, trigo, etc., mediesnte le bacterizacién de
tubéreulos y suelo con células de Pscudomonsas fluorescentes, =
ademés de controlar ciertos microorgenismos fitonatédgenos. (Fa-

rugg et al., 1989; Teintze et =21., 1981).



14

202 SIDEROFOROS

E término siderdSforo fue »roJuesto nor Lankford en 1973 pe-
ra substituir los existentes como sideroerono ocue denote lz mo-
l1écula libre de hierro, mientras cue ls forme asociada al hierro
es referida como ferrisideréforo. (Bmery, 1977; Neilends, 1921
y 1982). Los Biderdféroa ge definen coto compuéstos de bajo pe-

go moléculsar de 1000 dmltones nnroximadamente y que 'resentan -

una alte nfinidad »or el ién férrico. (Neilends, 1981).
2.2. 1 CLASIFICACION

Por su extructure ocufmice existen dos tipos de sicderéforos -
de amplis distribucién, el tino catecol $:2 y tipo hidroxama-
O— OH OH
to (=%=N-). (Dmery, 1977; Prederick et al., 1981 y 1981a)
SIDEROFOROS TIPO CATZCOL. Zstos generalmente son »roducidos.
por bacterias, sienin reconocidos nuimicemente por present-r un
anillo aromético en su estructura. ™ntre los sideréforos cue =
pueden ser clesificados en este grupo se presentan en el cusdro

2.

SIDEROFOROS TIPO HIDROXAMATO. Estos se encuentran presentes
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en hongos, bacterins y rlgre. (Cody y Gross, 1987; Prederick et
al., 1981 y 1981a; Gorringe et al,, 1990; Powell et el., 1980).
Ice sideréforos clr=ificesdos en este gruno e »ueden observer -

en el curdro 3.

2.2,2 BIOSINTESIS

%l dcido corfsmico es el nfrecursor en la biosintesis de los
siderdforos tino fenol-cstecol, mientreg crue neys le biosfntesie
de los siderdfforos tipo hilroxsmsaio, se cree oue la hidroxila-
cidn de los grunos zmino de las moléculas ocurre enziméticrmen-
te a oartir de aminodcidos libres y oxfgeno. Los N-hidroxirmino£
cidos y otros hidroxamatos pueden entonces formar uniones pepti
dicas, sunoue €l mecsnismo de sintesis no es ribosémetico. (Jez
korovainy, 1980). T¢ biocsfntesie de log siderdéforos es regulede
por el hierro y en forms de complejo es reconocido por recento-

reg de 1embr:n: especificos. (Neilands, 1981).
2.2,3 PROPIEDADES FISICAS, CUIMICAS Y BIOLOTICAS

los siderdforos en general son carscterirzdos nor lag eipuicn
tes rropiedrdes: 1) son sintétizados sdlo cusndo los microorgn-

nismos se encuentrs=n en condiciones de defieiencia de hierroj -



NONHRE DESCRIPCION CUIMICA | ESTRUCTURA QUIMICA MICROORGANISMOS PRODUCTORES PAMILIA AUTORES
Pentido cieclico con .
un tripeptido de b Arpergill
us niger Bmery, 1978
PERTI CTOMO netl- {hidmxiomitk eo_ 2 o nifer ¥
na y unn combinneidn b ;F'
vnrinble de glieina, g Rhizopus arrhizu Neilends y Leong, 1186
serina o mlanine, ] LRl AEEASIR £ :
cig\g-ﬁfn-au_,-cﬂ'w-d-uj.
Uniderdas repetidae =
de l-nmino=w-li=hidro B0 # de loe Actinomicetos
rirmino nalerno (pen- ) ()
Streptomyces Streptomycetnaceae
PERRIOXAMINA tano o butnno :lter- i o'uiv’ \‘_ ] \:J :.c R
1 & -
nado con fic. sucefng 35% i WP n Micromonoaporn i cromonosporncens Neilnnde y Leong, 17994
co o »cético. e C Rt Ll
"Desferal” (Ciha- Nocardis Nocardincenre
Gedgr).
i f;”‘ M:mﬂl*l’—“l‘n&, B 1™ oo Pusarium rosenum
GAL A tine y fic. cip=-D-me- - C=eCM), = - € tig-chpp)y
ti1 glutncdnico. WES =y Yl 2 2. pubenae y ptros hon- Neilande y Leong, 1996
" FiR
Peptido ciclico oue H
ACIDO presentn un subetity Oy, W S La mayor parte de los Prederick et 11,, 1981 y
RODOTORULI CO yonte da r=N-hidro—— q,c-mwj:, i“n i Neridiomicetos Basidiomicetacens 1981n
it SToapndtinn, 1 o Mo Hhodotorula pilimanse Millar et nl., 1985
Neilanda y Leonp, 19FA
L)
Tontienen citrato 1= ::“"-‘"’l-f'“;,““ B.megaterium Bacillncess Mullin et nl., 1371
IR3QUT 20 QUI NONA #mino=3-(N-hidroxi-N wosl ':, b y varlae ceprr de cirno-
=ecetil) nminooroonno. P -;—c-‘-'h bacturias como Neilrnde y Leong, 1986
Ny Ll ) Anabeena Bpp.
LY Rafl Nald L secm— et
e. o AR g - H-C- €y Aerobncter uarogenes Emery, 1978
AEROBACTINA Continnen oitrnto i s K& flovescens Snterobroterincese
,,thI:J.—:-E-nlb A. terregens Neilnnda y Leong, 1986
o¥ A gmspoM nzl
. ) ° ud'«u}n-f-ﬁ-w.a Bmery, 107A
ARTROBACTINA Contienen eitrato c::“ ~ 'I,.;‘ Arthrohneter (S0 P4Vt y Leons, 19PF
S e
Contianen feanlnto y
COBACTINA acldoy grapos. migti= AlfFunad micobacterins Mycobncterincene Emery, 1078
tuyentes liposolubles. Neilnndn y Leong, 1976
EXOQUELINA Smery, 1978
Mycobacterium smegmatis Mycobacterinceas Neilands y Leong, 1986
Contiene 2 dipepti- - Ser Pseudomonere aeruginosa Wendenh t nl 138
don Jer-0Horm y Lys ::"4“ g Sl R
PIOVERDINA =0llorn y un tetrn—— 1 c-w P. fluoreecens Pasud cene Meyer y Abdrllnh, 19R0
peptido, Thr-Thr- “I'L.:‘l‘\:--l.,uw-(_) —
Lys-OHorn. Po_syringse Hohnadel ot nl., 10R6
Contiene norcionnp ‘“‘),J/"\# cosn
1 de etilendiamino cogh }"‘? & Smit et nl., 1985
.
RHT ZOBACTINA dicnrboxil como gru ¢ a;: i Rhisobium meliloti Rhizobiaceae
1 pos coordinmdos nl A <=0 N 4 af
| metnl. ‘;“‘,‘ eilnndms ¥y Leonp, 1086
<
' HACTIN
SEUDOHACTINA Moores ot nl., 1974
PIOCHELINA
PERIINI CINA Teintre y Leong, 1081
PERRI BACTINA Teintre et nl,, 1901
COPROGENO
RO RNT CINA Yendanbaum et rl,, 1983
SIRINGOMICINA
entre otros.

CUADRO 3. Clarificncién de los niderdforon tipo hidroxamato,
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2) son erpeci{ficos prre seocizrse con ¢l ién férrico y *ienen -
noca afinidad por el ferrosgo; 3) muchos sideréforos contienen =
-M-hidroxiornitinaj 4) cono resultado de su capacidad de fore
mar el complejo con ¢l idn Térrico, los s=iderdforos incrementen

el rengo de entrade de estos cationes a la célula, (Meyer, 1978).

Los siderfforoe tino catecol se solubilizenben comvueatos -
ocrgénicos como el etilacetato o en solventes como 1la ecetona y
el etanol = pH 2 o menos, mientras rue los de tino hidrox:m=to
zon hidrosolubles, » excepcidn de las micobictinae, (mery, 1977;

Neilands, 1981).

Todos los sideréforos presenten uns sbsorcidn néxima en el
rengo de luz ultraviolets y de luz visible cusndo se coordinsn
con el hierro. La mayorfa 12 los complejos, son coloresdos en -
presencia de cloruro férrico o perclorato férrico, siendo éste
un método para detectar 1lm presenciec ¢ pideréforos en el medio.
Mediante éste método los cetecoles present-a \r color vino y =
tienen una absorbencia méxime a los 495 nm., por otrn parte los
fcidos hidroxemicos nresentan una color:cién narenja y una abe=

sorbencia méxima en el rando de 425 a 450 nm.
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Quimicamente tembién son detectebles mediante métodos colori
métricos. Los catecoles son &etc:trﬁoe gener=lmente con el reag
tivo de Arrow (nitrito-molibi~to), siendo ésts una prueﬁé selec
tive para los grunos de anillos srométicoe. (srnow, 1937; Nei—
lands, 19€1). Otro método »mra la identificzcidn de &stos comvu
estor €s nedisnte el renctivo de Hathway (cloruro-forricisnuro
férrico). (Reeves et al., 1983). Tos eiderdéforos tipo hidroxems
to son detectadoz redisnte la pruebs de Cerky bee: Jo0 en la oxi-
dacidn con peryodato o yodo (Neilonds, 1381) y tembién con de—

tectados por el método de TGibson y Frore (1969).

Los solvente= nfis utiiredos pere le extraccibn de siderdio~
ros sons ncetsto de etilo pera los de tipo cstecol y el =lcohiol-
bencilico o cloroformo-fenol 13l para el gruco hidroxasmato. (lei

lnnda, 1981)0
2,2.4 MECANISMOS DE ASIITLACICK DE HIERRO

Tl vroblema de la asimilecién celular de hierro puece zer di

vidido en dos estados principelmente: Tl nrimer cctedo, cs el -
problem: de le =olubilizeeidrn el hierro extrucelulrr. W1 hierra

eziete e Lo coater s tervestre oo aul. con uest,n extremademen
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te insolubles en forma de éxidos de minersles t:rles cona; hema=
tite (?e203), magnetitse (1“0204) ¥y limonits (2e0(CH) o como sul=-
furos como pirite (?esz) ¥y burnits (?u?eSdJ. Este “roblem- eg -
debido a rue la solubilided de las s=les de hierro «=tf egstre--
chamente relscionnds con el pH del suelo; en suelos alecslinos -
1 =lubilidad disminuye asrinciwimente donce el H puede =lern
zar velores de 10; y elenentos teles como cobre, mrngeneso, ni-
ruel y 7ine, interficsen fisioldgic:uzent: en el aprovechaaiento
del hierro, dando oor resultedo oue €l elemento se: “oco accesi

ble »#r: lns plantas. (kmery, 1977).

1 regundo cetado este relacionzdo con la cuelaciln por side
réforos y su transferencims « receptores de membrana esnec{ficos

como envimas o protefnas. (Emery, 1977).
2.2.5 TRANSPORTE DE HIERRO MEDIADO FOR SIDEROFOROS

El tresnsporte de hierro mediado por siderélforos se nodria ex
plicar en bese & tres mecznismosgst en el primero los siderdforosg
5= asocian con el hierro del medio, el ferrisiderdéforo vs trmng
vortado #1 interior de le céluls y all{ es liberado por hidréli

sig, siendo €l sideréforo utilizsdo sblo una ver, En el segundo
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mecanieno el ferrigiderdlfore co intredusi~o = 1» célule ¥y 70T =
reduccidn {Fedtae ?e2+) el 142 Forrozo se disocis y €l siderdfo
ro cs reexcretado 21 medio. %r el tercer mecenismo, &l hierco =
es secuesatrado del madio por sxoruelineas, nue rocteriormente lo
ceden © las micobsctinns (localizedes en les norciones il
eas e le sunerficie celular), las cusles lo “reizlge - al intg
rior de la célula, donde es reducido purec ser removido de 1les
micobactinas. %ste mecanismo ocurre en micobacterirs y orgenise

mos ~ue utilizan decido rodoteriico, (Emery, 1977).
2.2.6 CONTRCL DE ENFERMEDADES DE PLANTAS MEDIADO POR SIDERQOFORCS

Investigaciones recientes hen demostredo cue el sobrensdente
Ce medio gastado (SNG) de una serie de cepes de Fhizobium phe-
seoli, logrd inhibir «1 desarrollo de Xanthomonas campestris pv.
ohaseoli haste en un 907 mediznte le vresencir de sideréforos -

en ¢l 3G, (Peralts y Carrillo, 1988).

La aplicrcibén de siderd8foros de R. nhaseoli en las hojas de
nlantas de frijol, redujé significativemente el dafio causado -
nor las cepas bacterisnas X. cempestris pv. phaseoli CBP 123 y

B . % e St

Pseudomonas syringese pv. shrseolicole. Estos resultados indican
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cue los siderd8foros, ademés, de =er efectivos en el combete de
enfermedades prooirs de l:: vrfces de lrg ‘lsnira, pueden cons-—
tituir une buene opeidn en el control de c1fernd: Jes folirres,

(peralts y Carrillo, 1988sa).

Se conoce cue Pseudomonas sbpe, coloniza répidamente rafces
de plantes y causan incremento- er 1z produccidi, 3ir embergo,
se observé unz reduccién SignificatiVR en la moblrcidn de hongos
¥y becterine de la rizosfern, Tme ex liceci’n » este fendmeno, -
ec un recaniamo en el cual la corpetencie jor el hierro limitsn

te en el suelo desempe’n un pepel central. (‘ieger et al., 1986).

La cianobecteria Anabaena sp., durante el proceso de fijacién
de nitrdgeno, excrets sideréforos dada 1la demande de hierro que
*i-pre cicho organismo. Por consiguiente, Anabaena sp., incremen
ta su crecimienﬁo a la veZ oue restringe directemente el creci-
niento de otras esnecies del medio nor la utilizecidn de siderd§

foros. (Murphy et al., 1976).

En pruebes llevadas acabo en el cempo inoculsndo semillas de

prpa, remolacha y rédbano con células de P. fluorescens putida -

s obtuvé un incremento en el crecimiento de 1lss ~lantas y en
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la >oluceidne 3 lshorstoric ¢ he demostredd cue nseudolwd i

wi ziderdfore tiso hildraruw-to inhibe # Brininie carotovora cru-

ernte de le pudricid.. ¢e 1ln r+{: de le pepe. (Kloenner et =1,,
1238). 3in embar e fstos misnos sutorec reportesn cue la pseudo-
beectina~Térrics no sroineve el desgarrollo de lmg sSlantre de pA=-

pa, renolache y vihow.

Existen evideacias de ue 1o Jresenci: de =icdexréforos n =1
suelo permite cue el hierro nrecivitscdo :cs ecclubiiizado, (Fo-—-

well et =21,, 1980).

2.2 ASINILAGCION Y TR PORTL J7 HIEMRC
IN MAMIFERCS Y PLANT.LS SUPZRIORES

3e tiene conseciniento cue célules mutantes de mamffero trang
formades (BQLB 1373), adaptadas a crecer en Acido piolfnicc for
ma1y comuestos con ligaduras de hierro llamades Factor-Siderdfo
ro de Crecimiento (SGP) cue se demostrd rue ccstimulsan le absor-
cién de hierro, vero ain no ha sgido definido cuimicemente. (Nei

lends, 1981),

In humanos, la mayor parte del totel del hierro del cuz:vo -

ec intrezcelular y la pecuefiz cantidad de hierro libre en flui—
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dos del cuervo (10-18

M, Shelley y Payne) »otencialmente dispo-
nible pere patégenos invasores, este limitado vpor las protefnss
transferrinas y lsctoferrines de alte afinidud £1 idn hierro, =
Durante la infeccidn, el mamffero hos-edero, reduce ls centid=ad
de hierro en el plasma sanguineo e incrementa el nlmscenemiento
‘e este netal en el ﬂigado. Bete capscidad del -hognedero pars =

negar hierro & los microbios invasores se¢ 1a ha llameado " Inmue

nidad Mitriciorel". (Leong y Neilsnds, 1921),.

La ferritine es una nrotefne complejs formsca vor 24 subuni-
dedes idénticas, cue tienen un peso molécular de 4.5 x 10 5 dal
tones y cuya funcién es ayudar e la absorcién del hierro; asf -
como al almacenemiento de este elemento. La ¥ranaferr1na es ena
rentemente una sola cadens polipeptidica de peso molécular apro
ximadamente de 8.0 x 107 daltones ¥y su funcién ez transmortar -

hierro. (mery’ 1977)0

Lag plantas suberiores son los orgrnismos oue demrndsn y re-
cuieren una nayor cantidad de hierro a comperecidn con los ani-
males, llegando a contener de 6 & 7 veces més hierro en neso sg
co. Parte de este recuerimiento puede deberee a la necesidnd pa

ra la sintesis de clorofila. Acerca del mecanismo woleculsr de
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la sbsorcidn y trrnsnorte de hierrv en plantes, no se connce =
’

ninguna teoris gélida. (Eheri. 1977).

Les nlantas producen fcido himico y se ha esveculmsdo su pa——
pel en 1la solubilizecién del hierro. El Acido himico es une~ mez
cla mal definida de verios dcidos carx»flicos, teles como el
ciftrico, fumérico, oxflico y succfnico; la excresién de teles —
substancias al suelo disminuye el pH y en consecuencisa el hierro

se solubilize. (Zmery, 1977).

Los fitosiderdéforos descubiertos vor Tekagi en 1976 en raf--
ces de Avene sebive y Criza sativa son aminoacidos oue poseen
la caracterfstica de oueler hierro. (Nishizawa et ~1., 1989)., =
Los fitosideréforos conocidos actualmente aparecen en el cuadro

4.

Bajo condiciones de deficiencia de hierro, las vlentas gramf
neas excretan fitosiderdf&ros por las rafces, para disolver el
hierro insoluble en la rizosfera tienen receptores rere los fe=
rrifitosideréforos. Zsta resiuesta adaptativa fue llamada "Eg—e

trategia II", (Marshner et al., 1986).
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NOMBRE ESTRUCTURA QUIMICA
C0ON <Co0OH  <COON
. Ri=Ry=H
NI COTINAMINA R AAWH Mﬂ,
Ra

ACIDO MUGINEICO

ﬂlzi ',_'l %-‘l OH

ACIDO 2°DIOXIMUGINEICO

R[:RI:H Ra=OH

ACIDO 3“HIDROXIMUGINEI 30

Rlz R,.': R3 =0H

ACIDO AVENICO

cood cooh cool

Ho N{}Hl [ 1] oH

ACIDO DISTICONICO

cooH ¢cOOH <cOoh
MH NH
OoN

CUADRO 4. Pitosiderdforos conocidos actualmente. (Neilands y

Leong, 1986,
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L~ biosfntesis de el 4cido mugineico en las gramfinees no ha
sido muy e=ztudiazde, sin embergo se sabe cue el precursor es 1a
L-metionine. (Mori et el., 1987). 3Se h- intentado obtener lfneus
de célulrss de cebeda cue producen y excretan £cido mugineico en

condiciones deficientes de hierro, (Wishirsws et 21., 1089),

Por todo lo antes mencionedos la utilizacién de sideréforos
podria constituir una buena ovcién en el control bioldgico de -

enfermedrdes de »Hlentus de imvortanci: econduic:,
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OBJETIVOS

l? Determinacién de los niveles de produccién de sideréforos nre
sente en el medio gastedo de Rhizobium pheseoli, a 1o largo -
de) desarrollo de los cultivos utilizando medios canrentes de
sierro, mediante bioensayos de 1o actividad de promover ¢ ine

hibir a otros microorganisuos en medlios cerentes e hierro.

2) Confirmacién de pruebes exverimentsles pera determinar el gru

po cufmico al oue pertenecen los sideréforos de R. phaseoli.



ITI. HATSRIALTES Y M3ETO03
2.1 MAY s TIOLOGICO

Les esnecies de microorgnnisic: DLicterisnos utitiz:’sc en el

nresente estudio fueron: Rhizobium rheceoli cenas Cp Mexs: 1, 6,

9, 13, 19, 28, 43, 44 y 46; Escherichiz coli RW 193, Pseudomo——

nas solanacearum y Xanthomonszs campestris CZF 173, obtenidas =

del Cepario del Lsborstorio de Genética Molscul-r, Centro de Ge

nética, 7Jolegio de Postgrndusdos, lontecillo, Zdo. de México.
2.2 IZ7DI0S DE CULTIVO

Toe nedios de cultive tento para 1ls preservecidédn y desarrolle
de los microorganismos fueron: Levedure glicosz: (YGB), Levedurs
menitol (7113), B de King (™), Medio de Iurie (L), Fedio mfnimo
para Rhizobium (M) y Medio M sin MeCl; (M-Fe). Ouando los medios
ge wrepararon en condicién sflida se les agregd agar nor litro
de medios 18 g nera YGB, YMB, BK y L mientras cue pers los nme=

Gios M y I'=Pe se utilizaron 16 g. (Vincent, 13970).
3.3 PREPARACION D) LOS MEDIOS DF CULTIVO

Le esteriiiz?scidén de loe medioe de cultivo y scluciones con=
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centrades utilizadas pars la vreder cibn de los medios e culti
vo rel coro el trrtumiento cue se le dié s el material de cris—
taler{a fue el descrité por Perslts y Cerrillo (1988), con 1l=as
siguientes variacioness el ::terisl de eristaler{s cono 1atre—-
crs de tubo laterel y ¢ jes Petri para prenzrar cultivos en me-
dio M-Fe, fueron tratados con HCl 1 N dur-nte 24 hores, transcu
rrido este tiemno se lavaron 10 veces co. ¢ i Geglonizada., ILa
esterilizacidn de los mediovs de cultivo y soluciones concentra-
das se efectud en matraces Trlenmeyecr de doble canacidad en une
autoclsve de vanor eléectrics - 1,05 Kg/bme dursnte 15 minutos,

le esterilizacién del materisl de vidrio también se 1llevé = ce-
bo a la vresién y tiemvo antes mencionados, excepto la solucidn
de glicosa, le cull se esterilizé a 0.7 Kg/me durente 10 minu-

tQSo

Les soluciones de HCl, FeCla ¥y vitemines ee esterilissron -
por filtracién con membrenas Millipore de 0.45 pm en soporte de

vidrio de 257 ml de capacided, con ayuda de una bomba de vacfo.

Irre la preparacién de los medios de cultivo y soluciones se
utilizé agun desionizeda o tridestileda, evcento para los medios

YGB, YMB en los rue se utilizd agu~ destilada. Las soluciones =
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eencentredns oot Tee, ref comn loe medios de cultive fueron —
aenisulzdos «r forme estéril Trente & wr nechero Merer, los me
dics de cultivo =dlidos e~ vertiercrn, : rédyimed-perte 25 21 -
nor ceje, en cajes Tetri estériles o 3,5 ml en tuhos de vidrig
eztiri

ler de 100 ¥ 10 rm "pyrex" pnrocediendo a inclinarlos heg

ta ous co0lidificaran.
3,.3,1 MEDIO YGB

A 1200 11 de sgua destilads en wun nstr:: Je 2000 11 de ¢rap-

cideG se le agregb 1 g de extrercto de levadurs, ..e c-terili:& =

se procedid a afiadir 0.8 ml de una solucidén 1 L de MgSO,, 17 nl
de la solucién de sales (apéndice I) y 20 ml de 12 solucidrn de

gliicoa: al 20%.
3.3.2 MLEDIO YMB

#n un matraz Erlenmeyer, se colocaron 10C0 ml de sgus degti-
lada, 10 g de nenitol y 1 g de exiiocto de levedurs, se tend -
cen un topdn de algoddén y gese y un gorrito de pesvel. Una vez =
ectéril se le 'sregd 0.8 ml de 12 solucidn 1 N de Eg904 ¥y 10 =1

de 1a solucidn de s-le=,
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3,3.3 MEDIC RK

Par: 1ls preparacidén de éste medio se procedié de 1: siguisnte
mrnera: en un metraz con 470 ml de agua dAecioniz: e, se le rgre
g6 15 - de casefns, 10 ml de glicerol, 1,5 ¢ KpHPO,, enceguide

se procedid = aforar = un litro y el medio ge esterilizd,
3.3.4 MEDIO L

A 520 il de ague decionirsde se le agregd 10 g de csceines, 10
¢ de NoCl y 5 & de exirscto de levadura, »rocedienco enseguide

a2 afor~r a un litro y se esterilizd.
2.2.5 MEDIO M

A 900 ml de agus dezionizrda prevismente estéril se le agre-

gé 10 ml de cada uns de les soluciones "a" a "i" (spéndice I).
3- 3.6 M=ZDI0 M=PFe

Se ciguid el micinwo vrocedimiento rue nara el cedo del medio
M, s0lo cue en lugsr de utilizarse le solucidr de PeCly se uti-

1izé 1a solucién de HCL 0.1 N. (andniinse< I).
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Para la nreparacidn de los medios y soluciones de los medios

anteriores consultar el apéndice I,

3.4 DETERMINACION DE LAS CINETICAS DE CRECIVIENTO DE CCHO CEPAS
DE R. phaseoli X

3.4.1 PREPARACION DEL INOCULO D% LAS CHPAS DE R. phaseoli

A pertir de tubos de agar inclinedo. cede una de las cenas =
fue crecida en cojas Petri aue contenfisn 25 ml de medio YMB sé-
lido esvréximadamente, durante 48 horas. Transcurrido este tiem—
po tubos de vidrio con tapén de rosca "pyrex" de 100 x 10 mm eg
tériles oue contenfan 3 ml de medio F-Pe con ayuda de un asa de
platino fueron inoculados, los oue se agitaron e incuberon du—

rante 24 horas a una temneratura de 349C en agitacién constante,

3.4.,2 EVALUACION DEL GRADO DE DESARROLLO DE LOS CULTLIYUS DE
R, ochaseoli I IZDI0 M Y M-Fe

A partir del indculo sefialado en el punto anterior, matraces
de tubo laterel de 125 ml conteniendo 10 ml de medio M o M-Fe -
se inocularon hasta slcanzar une lecture de absorbencie iniecial
de apréximademente 0.03, la cuzl se midié en un es»ectrofotdéme-

tro Colemen Junior II Modelo 6/20, a una longitud de onda de -



34

660 nm, Loe cultivos se incubaron en agitacién congtonte a 34°C
en un agitador IKD lineal tomando lecturas de absorbencias cada
dos horas y media hasta lleger = la fase ecstecionaris de la cur
va €e crecimiento de cade una de lrs cepas. La lecturas inieipl
de absorbencia fue tomeda utilizando como blanco matraces de tu

bo laterel con medio de cultivo sin indculo.

3.5 O3 3INCION DT NUESTRAS DI SKG EN TRZS TIRMPOS DIPEZRENTSS DEL
DESARROLLO DE LOS CULTIVOS DE CADA UNA DZ LAS CEPAS PRODUC-
PORAS D% SIDEROPORCS

Indculos de 3 ml en medio M-Pe se orenararon como se indicé
anteriormente, Loc cultivos de 24 horas de incubacién se utili-
zaron para inocular 10 ml de medio M o M-Fe contenidos en matra
ces de tubo lateral de 125 ml, siendo la lectura inicizl de a—
prdximadamente 0.03 a 660. nm. Estos cultivos se sometieron a2 a~-
gitecién constante a una tem»eratura de 34°C. Posteriormente de
estos cultivos se obtuvieron muestras o tres diferentes tiempos
(T, Tp-¥ ﬂs), a las cuales se les midid la absorbencia o 5350 -

nm y ze determiné el tiemno en horzs a las ocue fueron obtenidas.

De cada una de las muestras, 1.5 ml del cultivo fueron Cenm—

trifugados en tubos Eppendort de 1.5 ml de capacidad en una cen
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trifugr clinfca Damon/IEC Division = 6000 » g durante 12 minuto-.
Desoués dr le centrifugacidnlos sobrenadantes de medio grstado
fueron colectados cada uno nor sevarado con pipetas Pasteur es-
tériles y finalmente se colectaror en tuhos Zppendort ertérilec,
las muestras se etiouetaron y se colocaron en el congelador hag
ta su utilizacidn. Todo éste procelimientoc se realizé en condi-

ciones de esterilidad.

3.6 BIOENSAYOS DE LA ACTIVIDAD INHIBITORIA DE LOS SKG OBTWNIDOS
A 7..57 DIPERENTES TIEMPOS SOBRE P. golenacearum.

3.6.1 PREPARACION DEL INOCULO DE P. solesnacesrum

A pertir de tubos de agar inclinado se tomé un indculo de P.

solanacearum, se crecid en cajas Petri con 29 ml de nedio 3k 36

lido durante 43 horas a 289C, Posteriormente en un matraz Trlen
meyer de 125 ml conteniendo 10 ml de medio Bk fue inoculzcdo e
incubado durante 24 horas en agitacidn constante a 28°¢, Trans-
currido sste tiempp, un matraz de tubo laterzl de 125 ml conte-
niendo 10 ml de medio BK fue inoculado agregando al medio de cul
tivo ¢l volumen de inoculo necesario para alcanzar la lectura =
de 0.03 de absorbencia apréximadsmente. Enseguida se tomé ls =~

lectura inicial de absorbencie, utilizando como control un ma-—
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traz de tubo lateral conteniendo medio de eltivo., Ler condi- -
cionece de incubecidn fueron lre rntes descerites. Lo cultior =

ce desarroilcoron hestsn rleanzer una lectura de zbsorbencio e -

2.25.
3.6,2 BIOENSAYOS DE INHIBICION

A nartir de los cultivos desarrclladoes co.v 8- indicd ~nte-
riormente, se realizaron diluciongs como se indica # continua——
cidn: en ceds uno de tres tubitos Kiréx de 5 ml se cologcaron -
0.9 ml de agus Jde~ionizals estéril, al primero de los tubitog -
a¢ le s¢regd 0.1 ml de suspensién de célules de 2, solanzcearum,
el cuel se mezclé con la ayude de une micropivete con ountillas
de pléstico estériles, enseguida de éste se pasd 0.1 ml 21 segun
do tubo y de éste Wltimo se .pasé 0.1 ml =1 tercer tubo hasta -
llegar a una dilucién de 10~3, De ésta Gltime dilucidn, cajas -
Petri con 25 ml de medio M o M=Pe sélidoe fueron inoculeades con

0.1 ml.

Lag célul=eg se distribuyeron en la superficie del medio con
ayude de une varilla de vidrio en forms de L previrmente flemer
ds en =lcohol., En custro Huntos eruldistentee se colocaron dis-

cos de papel filtro estériles de apréximademente 0.6 cm de dif—
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netro : los rue z¢ les coloed yrevi-me:ib: 30 pl de sobrens? nte
‘e nelis gastado de las mueséras Tl' T? v TE de ¢ele cenz, Jomo
cortrol se colocd un digec con Sk5 de lm cepa T Fex 1 ys cue o
causa inhibicidn, Las csjas se invirtieron ¢ ircubszon durante
T2 horas, Los resultados fueron ev:iu dos midiendo el redio de
la zona de crecimiento de R. pheseoli; asi comno el radio de in-
hinieidn del microorganismo fitonetdégeno. Posteriormente se ecl |
culsron las frers respectivas medisnte 1r férmul: del ecrleuln -
del Area de la circunferencina (Aénrz). 71 fndice de inhiicidn
se calculd dividiendo 1 édres de la zona de crecimiento de 1a =

cepa de R. phaseoli entre el #rez iz la zon= de inhibicidn de =

la cepa fitopnatdgena.

A nartir de los resultados cbtenidos del vromedio de cuatro
experimentos independientes y reslizados por duvlicedo se seleg
cionaron cuatro cepas en base a la mayor activided inhibitoris
presentada., Ademés de seleccionsrse el tiempo de 1la muestrs de

SKG en oue se presento ésta.

2,7 DETERMINACION D% LA CAPACIDAD DE PROMOVZR O INHIBIR 7L DISA
RROLLC DE OTROS IMICROORGANISMOS POR SIDSROFOROS  PRESTINTZES
EN SM3 Y SKG 30x CONCENTRADO DE IUESTRAS TOMADAS A UN TIEM-
PC DuITMINADO DE LAS CEPAS CP M3X 1, 19, 28, 44 y 46.
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3e7.1 PREPARACION DHL SMG

Inf-ulos de 3 ml en medio M=Fe se »nrevararon de 1n mrnera ya
indicrdz snteriormente. Cultivos de 24 horas de incub-zifa se =
utilizaron pars inoculsr 12 ml de medio M y K=Fe cu.itenidos en
natraces de tubo lateral de 125 ml de capacide@, siendo 1A lec-
turae inici=l de mbsorbencia de apréximadsmente 0.03. Tcetos cul-
tivos se sometieron a agitacién constente a 34°C dursnte 25 h -
(T~) de incubacidn pare 1ls cepa Cp Mex 1, 24:30 u (21) vara Cp
fex 19, 21300 h (Tz) para Cp Mex 28, 25:40 h (T3} Cp Mex 44 y
26140 h (T3) para la cepa Cp Mex 46; midiendo la absorbencia a

660 nm. Los cultivos se centrifugeron y conservesron dée ls mene-

ro previamente indicada.
3,7.2 PREPARACION DEL SMG 30 VECES CONCENTR4AX (30x)

Cultivos de 24 h (e incubscién se utilizsron pars indculsr -
100 ml de medio M-Fe contenido en matreces Erlenmeyer de 1000 -
ml de capacidad, manteniendose los cultivos en agitacién oscila
toria constante a 349C durante los tiemvoe ya indieadrz pars ca
da cepa. Transcurrido este tiempo los cultivos se centrifugaron
en una centrifuges Deckman modelo J2-21 a 28 200 x g durante 15

minutos entre 4 y 10°¢c.
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Tl sobrensisnte se separd de lr osstille de eflulss 2on una

pireta y se conservo en refrigeracién,

Maestras alfcuotese de 99 1 de SMG fueror colocsdss en metres
ces Trlenneyer do 500 w1 de ¢ wnei’sd, posterisrmente lus aies-
tras fueron congeladee en.el metraz con hielo seco y ecetons ira
tundo de rue la muestra formera une pelfcule lo més éeclgada po-
eible en la pared del matraz para facilitar 1z liofilirncidén., -
Posteriormente cada matraz fue colocelo en una lioTilir=dors -
New BruHSViqk Scientific CD., INC., esperendo cue se estabiliva
re el vecfo entre 0-50 micrones de mercurio. Las muestrss fuee-

ron concentrrdrg 30 veces, oneracidn cue terdo evrdxinsdiente

8 hores.

3.7+3 BIOENSAYOS PARA DETERMINAR LA CAPACIDAD DX PRONOVER C The
HIBIR EL DESARROLLO DE OTROS ICROORGANISMOS PCR SIDEROFQ
ROS PRESENTES EN SMG Y SMG 30x D¥ VUWSTRAS OBTENIDAS A UN
DETERMINADC TIEMPO

A nertir de tubecs de eger inclinedo, cdda una de l=s5 ceprg =
fuc cre-ida en cmjas Petri rue contenfan 25 ml de medio sd1i‘to
(P: v+ P. golanacearum BK, ¥, cemvestris CBP 123 medio YGB y pa=

ra 5. coli RV 193 medio L) durznte 48 loras, les d02 “rimerss -
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cenas & 28°2 y 1s dltims = 37-38°C. El deserrollo de los culti-
vos de lrs cedns asf como las diluciones realizades y distribu-
cién de 1lo¢ célulea en medic M y W-Fe alidos fue el descrito -
en experimentos anteriores para P. solsnacerrum. Para la resli-
zacidén de los bioenszyos, eu el centro de la caja se colocsron

discos de papel filtro estériles de apréximademente 0.6 cm  de
didmetro a los cue Jrevismente se les colocd 20 ul de SMG y va—
ra los bioenssyos con SMG 30x fueron utilizados 20 pl coa ayuda
de une micropipeta., Zomo control se utilizi ron discos cue conte
nfan SMG y SMG 30x de la ceva Cp Mex 1. Las cajes de P. golana~—
cearum y X. campestrig CBP 123 se invirtieron e¢ incubsron 72 h
a_28°C ¥y E. coli RY 193 = 3760 durante 24 h. Los resultndos ob-
tenidos del promedio de cuatro exverimentos indenendisntes rea—
lizados por duplicado tanto »ara los bioenssyos con SMG y SMG -
30x fueron evalusdos mediante el cfloulo del 4res de crecimien-
to de R. phaseoli, el Area de inhibicién, el fndice de inhibi--
clén o el fres de =ctivacifa y el fndice de mctivecidn segin -

fuera el caso.

3.8 DETERMINACION DEL GRUPO GUIMICO AL QUE PERTENECEN LOS SIDE-
ROPOROS PRODUCIDOS POR R. phaseoli
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71 prineipio amctivo de interferencis o promocidn del creci—-
miento de otros microorgrnisrmos por sideréforos de R. pheseoli
fue determinsdo medisnte =bsorcién eszpectrofotométrica del SMG
de muestrzgs tomedas a trea tiempors diferentes (Tl, T, ¥ T3 ) =
del desarrollo de los cultivos de R. phaseoli; SMG, SMG 30x y _
SHG eluido de sflice gel (%SG) de muestras tomedas a un determi
nado tiemno. Ademés, tembién se rezlizé la caracterizacién por

cromatografia en cane fina de sflice gel.

3.8.1 CARACTERIZACION QUIMICA DE LOS SIDEROFOROS PRODUCIDOS POR
LAS CZPAS CP MEX 1, 19, 28, 44 y 46 MEDIANTE ESFECTROFOTQ
METRIA.

Para ls caracterizacién cufmice se empled 1la metodologin deg
crita por Arnow (1937) para la identificecidn de siderdéforos fe
noles catecoles, la curl consiste en agregar & 1 ml de muestra
# identificar 1 ml de agua destilade, 0.5 ml de HCl 0.5 N, 1 ml
de reactivo nitrito-molibdato y 0.5 ml de NaOH 1 N, Transcurri-
do 30 minutos, la absorbencis fue medide en un espectrofotome--
tro Bush ILomb Spectronic 2000 a 500 nm. La I~dihidroxifenilele-
nina (L-DOPA) fue utilizeda como estandard con la cue se deter-

mind su espectro de absorcidn en un rango de 375 a 700 nm y se
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establecié una curva petrén. Le determinscién de fenoles ceteco

les se realizd utilizendo las siguientes cantidades de SMG:
SMG ( 356G)

SHG 345 39x

SMG, SMG 30x
500

@9 destilade 105 ml 1-95 ml
HClL 0,5 N 0.5 ml 0.5 ml
Nitrito=Folib-
o 1.0 ml1 1.0 ml
NaOE 1 N 2.5 nml 0.5 ml

CUADR 5. Cantidad de muestras utilizadag pore
1a determinacidén de catecoles por el
método de Arnow.

Le determinsecidn cuentitztive de lz produccidn de siderdforos
tipo catecol se 1idid de 1lm esiguiente mrnner; un- vez obtenide -
lz »en’i-nte de le curva tipo se obtuvo ¢l v:lor 1/m el cuel es
multiplicedo por cade una de las lecturas de absorbencisz obteni
des # 500 nm y cue iios di» la cantided de mu moles de cstecoles

preducidos.
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3.%.2 CARACTERIZACION =IY CROMATOGRAFI. "N CAPA FINA DE LOS SINE
AUFORO3 PRODUCIDOS POR R. phaseoli

La técnica emslernde fue 1= de cromatografis =n ¢ros fine Je
s{lica gel en su modalidad ascendente, psr: lo cual se utilize-
ron crometofolios comercinles L de sflic2 gel 60 ( sin indice—
dor fluorescente) de 20 =0r 22 cm de 2,2 M (e €snesOor mMarcs -
Merck, tembién se utilizeron plecas cromatogréfiUFs nrenar=das
en places de vidrio de la siguiente manera: en un mstraz Frlen-
meyer de 500 ml de cspacidad se nrevsrd un: suspensibda en una -
provorcién 1312 de sflice gel (GF tipo A0) de Herck en agur des-
tilada. En una plateforma Je un extensor Yzzawa Scientific lpps
ratus MPG CO., PTD., cuatro placas de vidrio Je 20 por 22 cm =
fueron colocadas uns tras de otrs adheridas s 1la plataforma con
unas gotas de szua de tel manera cue no se movier-n durante el
corrimiento. Le suspensién se vacfo en el carrc del extencor, -
se derramé y extendié en uns capa de groscor uniforme de 0.5 mm
or deslizsmiento del extenscr a lo largo de lag »nleces de vi——
drio., Pogteriormente las vlacss uns vez secss fueron retirsdog

de le »Hlataforus,.

Los solvent.s utilizados fueron butsnols deddo ~cético: agur
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en una pronorcién de 24:638,

Los cromatofolios asi como lzs rlwmcns cromatogrifices prene—
- . r
radas fueron szctivades durante 1 h en un Eorno Pelise modelo =

Fe 293 49 a 170°0,

A los crometofolioe se les trazéd le 1f{nes del origen con 1l4-
piz a lo lergo de uno de =sus« lados ¥y a un cm de la orilla., So—
bre esta line= ¥ en puntos ecuidistentes se colocsaron muestras
de 20 ul de SKG 30x de cada unsz de las cencs con ayude de tubos
cadilares de 10 pl. Cusndo les muestras se secmaron, los cromatg
folios =¢ colocerun en una cémere crumatogréfica, la cual se -
mantuvé sctursda con el solvente durante 2 h. %1 fierdo ¢ azenz
racién fue de 5 h. Transcurrido esie tiempo, los cromatofolios
se retiraron de ls cémara y se dejaron secsar, Uno de los cromn—
t;gramas fue observado bajo luz ultravioleta y el otro se reve-
14. con uns solucién de PeCly o1l 1% en HCL 0.05 N, éste dltimo -
fue expuesto a una fuente de calor durente unos minutos antes -
¥y después del revelsdo. Las manchas obrservadas fueron delines-
das en su contorno con lépiz, el color de éstas se enotéd y se -

determinsron sus valores de Rf,
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Para la nurificecidn del orincinio activo de loe SMG 30x de
les cevas Cp Nex 19, 28, 44 .y 46 se utilizaron las nlacas cro-
matogréficas vre»arzdes a las cuales se les trazd la linea del
origen, En ceda una de las nlaces sobre tode la linen del ori--
gen se colocaron con ayuda de capilares de 100 ul nmuestras de -
500 pl de SIG 30x, utilizendose une <lacz zor cevz. Una vez se-
cas lae placas se colocaron en una cémera cromatogréfica bajo =
lzs mismas condiciones antes mencionedas pare los cromatofolios.
Una vez desarrollados y secos fue revelada una parte del croma-
togrema de apréximadamente £ cm de zncho de un extremo de la -~
nleca con PeCl3 al 1%, para lo cusl la Jarte cue no se reveld —
de ansréximedamente 14 cm de ancho se cubrié con un acetato para

nrotegerla del revelador.

La parte no revelades fue observada bajo lu7 ultravioleta re-
marcendo lac lineas que coincidfsn con las renches ocue aparecie
ron en la parte revelada con Pecl3 el 1%, M eflica gel de es—
tas dreas de apréximadamente 1 cm de ancho fueron rasnadas con
una navaja recuverandose lc sflice gel de lc plecrs crometogrifi
ca. Con sgua desionizada fue eluida y 1~ oJrevaracién centrifuga

da a 27 500 x g durante 5 minutos. Posteriormente la solucién -
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fue cenarada., La identificacién y cuantificzcidn de los conpues
tos tino catecol presentees en los SKGC (ESG) se realizd mediante

la metodologia antes descrita.

3.8.3 BIOENSAYOS DE ACTIVACION DE LOS SOBRENADANTES D% MEDIO -
GASTADO ZLUIDOS DE SILICA GEL (ESG) EN MEDIOS SOLIDOS SO-
BRE E. coli RW 193

Los biocensayos fuercn establecidos en cajas Petri oue conte-
nfan medio M y M-Pe sélido para nrobar la actividad bioldgica -
de cada uno de los SHG (ZESG) contra E. coli RN 193, En discos =
de apréximadszmente 0.6 cm de diamétro se pusieron 30 ml de cada
muestra, utilizendo una micropipeta con puntas de olistico esté
riles. Zstos discos fueron colocados en cajas con medio sélido
previamente indculadas con la cena ya mencionada, colocando un
disco por ceja. Las cajas se invirtieron e incubaron a 37°C du-
rante 24 h apréximadamente. Los resultedos obtenidos del nrome-
dio de dos experimentos realizados v»or duvlicado fueron evalua-

dos como se indicé en bioensasyos anteriores.
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 GRAJ0 DE DESARROLLO DE LOS CULTIVOS D% R. phaseoli EN MEDIOS
LIGUIDOS I Y IM-TPe

Un criterio para determinar =i wn mieroorgani=mu oroduce si-
deréforos, se base en la csnacidad del microorgenigmo 3nre cre-

cer en medios deficientes de hierro. (Prederick et al., 1981).

Los resultados obtenidos en esta iruvebs, se muestran en =1 =
cuadro 6 y 7 en los cuzles aperece el creciniento nresentzdo -
por ocho cepas de R. phaseoli c¢r medio K y l-Pe; tres cenae pre
gentaron una disminucidn en 1la velocidad de crecimiento en el -
medio carente de hierro, mientraes rue cineo »resentaron un cre-—
cimiento similar en ambos medios. Les ocho cevas presentaron une
pigmentacién 4mbar, siendo méis marcade en los nmedios N;Fb cue -
en los medios M, Ademéds, esta nigmentacidn se presentd mAs tem—

preanamente en medio +=Pa,

La produccién de pigmento parece estar relscionada con la -
produccibn de siderdforos. (Peralta y Cerrillo, 19883 Keyer y -
Abdalleh, 1978; Teintze et al., 1981) Il caso de Pgseudomonas gp.

produce un pigmento ne_ro debido » 1n geumulacidén de siderdforos
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i MEDIO I .
R, pha- Absorbencis 650 nm
seoli Tiem o de incubsci’n &n hor-s
Cp 'ex: 0 2:30 5 7230 310 1330 16 3830 21 . 23430
6 0,023 2,041 0,116 2.250 09.51D 0.500 2.4A60 0.730 2.820 2.R20
9 0.221 2.041 2.128 2.2136 9,740 2.780 0.POC 2,897 2,730 2771
13 72.023 0.031 2.0461 2,111 0,211 0.380 2,580 0,820 0,910 0.782
19 0.020 0,041 7.132 2.32€ 3.721 0.780 0.780 2.7%0 0.789 92,730
28 0,020 0,237 0,100 0,298 0,620 D2.760 2.760 .77 2,738 2,7:°
43 2,020 2,945 2,122 0,332 2,660 0,760 2,760 3,760 7.760 2.750
44 2.017 2.0223 0,050 92.798 2,199 02,370 2.342 2.542 3,732 1,73
; J.019 23,033 0,072 ).148 2,289 0,475 2.737 1.740 2.740 ).7740
PR ¥:)I0 Ii-Re
R. pha ‘bgorbenci: 660 nm
seoli Tiemvo Ze incubacidn en horus
Co Mexs O 2y300 5 7:20 10 113:3C 16 13330 21 23:30
6 2.023 0.042 0.128 0,238 2,392 2.560 7.630 02,720 2.852 0,880
9 - 2.030 2.058 0.152 2.292 2.520 0.690 2.740 0.760 0,780 2.780
13 0.023 2.250 2,108 7.178 0.350 J).4A3 2.648 0,770 0.790 2,739
19 0.019 2.249 2,119 0.226 7.399 2.620 9,530 2.750 7.800 2.520
28 2.023 2,037 2.191 0.239 0,360 0.576 0.700 2.750 2.77) 0.770
43 2.028 0,062 0.180 0.358 2.530 0.682 0.760 2.780 2.800 0.800
44 0,032 0.056 0,111 ).160 2,281 0,380 0.515 92.A15 0.4/892 2,680
46 3,022 0.042 2,107 2.188 1.223 0,445 2,572 7.660 2,680 2,680
CUADRC 6 y T. Jatos de turbidez ¢ los tiempos indicedos de cultivos

bajo ngitrcidn conctante » 34°C

ners

=1

medio

e My N=?e.

de ocho ceps e no fitop:*dge
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cloroc:-tecoles, (Hrlley y ®rmn, 197%), Por otlrs nsrte 1n secre-~
cién de sider§foros retil catecol en P. putic: tembién -roduce
un nignento purdo (Harwood y Ornston, 1984), esto misrio sucede
con =lgunas P. fluorescentes oue Hroducen un pigmento cmm=rillo

verdoso fluorescentes (Meyer, 1978).

En las figurss la, b, ¢ yd se jueden ol servar las ecinétiewns

de crecimiento de los cultivos tento en medio I co v e I'=Pe ~
piit ced: una de lrme cenas; las cepas Co Mex 6, 13, 43, 44 y 45
no presentan diferencias proaunciades en 1o voloeidnd de ereci
miento en ambos medios, mientras cue Cp Mer 3, 19 y 28 »resen-—
taron una disminucidn en la velocidad de crecimiento en el me-
dio M-Fe. 3Zn base & los resultados obtenidos en cmbos medios -
ce obtuvo el tiemoo medio en cue se 1llegd =1 50 3 de crecimien
to méx¥imo de las ocho cepas, nresentfndose lor resultaios en -
el cuadro 8, la mayoria de los microorgnnisio alcanzaron el -
tiennso de 50 6 de creciniento précficamente 2]l mismo tiempo en
ambos medios, a excencién de les cevas Cp Mex 19 y Cp Nex 28 -
cuyo crecimiento medio fue mayor en el medic M-Fe y de l: cena
Cp Mex 13 &1 medio M. Basalos en los resultados obtenidos se -
wuede decir oue la deficiencic de hierro en el medio; adenfsz -

(e inducir 1a sintesis de sideréforoa, induce trmbién un siste
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Cepas Tiempos de incubacién en horas

X _M=Pe
Cp Mex 6 9 10
Op Mex 9 8 8l/2
Cp Mex 12 14 121/2
Gp Mex 19 11/2 10
Cp Mex 28 8l/2 10%/2
Cp Mex 43 8 8
Cp Mex 44 12%/2 121/2
Cp Mex 46 11 1112

JUAD#O 8. Tiempo medio en oue se llegs al 50%
de crecimiento méximo de ocho cepas de
R. phaseoli.

e ]
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ma de alta afinidad de orotefnas en 1a membrana externa (Cody y
Gross, 1987); Maruggs et al.,.1989), s0r 1lo oue el erecimiento =
de le mayoria de las cepas fue similar en zmbos mediocs, & el he
cho de cue dos cenes hayan ovregentado un crecimiento medio méxi
e mayor en el medio M-Pe y una ceva en medio M, zosiblemente -
gse debe a cue existe un recuerimiento diferencizl de hierro por
los diversos microorganismos, donde la asimilscién es mejor por

unos microorganismos en conparacién con otros.

4,2 ACTIVIOAD INHIRITORIA DE LOS SIDEROFOROS PRESENTES EN LOS -
SMG DE TRES 7ULSSTRAS OBTENIDAS A DIFERENTES TIEMPOS DE CE—
PAS DE R. phasecli SOBRE P. golanacearum

Con el fin de detecter le activided bioldgica de los sideré-
foroe en distintos estadios de desarrollo, se tomarcn tres mueg
tras de SMG a diferentes tiemwos # lo lergo de la curva de cre-
cimiento de las cenas Cp liex 1, 6, 9, 12, 19, 22, 43, 44 y 46 -
en medio M y M-Pe se realizaron vruebas sobre el desarrollo de
P. solanacearum, Los resultados aspzrecen ez el cuasdro 9, los =
indices de inhibicidn represgents ls cavacidad de un organismo
para inhibir ~ otro. Se nuede observar oue los SNMG de siete ce-

pes por lo menog en alguna de sus muestres nrovoc-roqa inhibieidn
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lues- R. phaseoli Zp lMex;
tra 1 6 .9 13 19 28 43 44 45
Absorbencis 660 nm
I‘l 0.770 0.840 "0.750 0.720 0.750 0,750 92.762 0.7 1,570
T, 0.800 0.860 2,760 2.750 0.770 0.760 J.780 0,720 0.650
Ty 92.3930 02,8330 2.780 92.770 9,807 0,730 0,899 0,700 9,680
i Tiempo <n horas
Ty 23:20 19:30 18530 21:00 17:20 18330 18:30 27:70 "1:00
T, 24300 22:00 21:00 22:30 20:00 21:00 22:3) 22:30 2£4:00
T3 26:00 25:20 24:20 263140 24330 24:20 25:4) 25:40 26:40
_Area de crecimiento (ma?
Ty 280 500 730 790 640 640 T90 730 640
T, 280 790 790 790 790 790 750 T30 790
T3 280 790 790 640 790 790 790 790 790
_Aren de inhibicidén (mm?)
£ 280 500 790 790 1330 1320 790 790 1130
Ty 280 790 950 790 1770 2010 730 790 2279
Ty 280 1330 1130 1130 3140 790 790 2840 7840
Indice de inhibicidn
Y 1 1 1 2.08 2,08 1 1,47
Ty 1 1.2 1 2.24 2.54 1 1 2.87
T3 1.68 .43  1.77  3.97 1 1 3.53  3.59
Indice de inpibicidn (5)
T 0 0- 0 0 52.39 651.89 4] 0 49,20
T, 0] 0 83.92 0 56.42 100 0 0 79.94
T3 o] 100 100 100 100 0 ) 1)) 190

B fndice de inhibicidn 1=0
CUADRC 9. Determinacidn de la capscids¢ inhibitoris ejercide por

5KG de R. phnsecli sobre el desarrollo de P, solanacenarum

en medio li=Pe = l:s T2 h de incubeeidn.
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sobre P. solanacearum, Unicrmenic la cepa Cp Mex 43 no ceausé in
hibicién cor ringunc de leg tres muestras dc SHG sobre la cepe
fitovatégena, ésto no indice oue ne produzcz siderdforos sino
oue nosiblemente las muestras no se obtuviecron en el momento =
indicedo. Cabe sefirlar oue la ceda Cp Mex 1 fue utililizsds co-
mo control nuesto cue no produce siderdforos y por lo tento no
ceuse inhibicién, los resultados seTalados anteriormente cor-ag
nonden & nrueb: s realizadss en medio M-Fe, Les muestrss de SHKG
al ser probadss en nmedic M, no csusaron ningin efecto zobre el
desarrollo de P. golanacearum, »or lo oue los resultados no se
oresentsan en cusdro, siendo ests une orueba még de cue la inhi-
bicién esta mediada por sideréforos, cuya méxima produccién se
encuentra relacionada con la velocidad de crecimiento del orge-

nismo.

¥ {ndice de inhibiciédn més alto corresvondid = 1lr cepn Cp
Mex 19 con 3,97 vecex ¢l crecimientc de R. pheceoli de la mues—
tre T3 (24:30 h) y cue tuvo una =bsorbencis de 0.800, seguide =~
de las ceodas Cp Mex 44 y Cp Hex 45 con 3.59 de la muestrs T, -
(25340 h y 26140 h respectivamente) y una nbsorbencia de 0.700

y 0.680, el fndice més bajo 1o pre-entd 1: cene Cp Mex 9 con =



58

1.2 de 1p muestre T, (21:00 h) y una sbsorbencis de 0.760. Tos

indices de inhibicidn presentados en el cualro con el vslor de

1 ecuivalen a una inhibicidn de 0, Zsto concuerds con slgunos -
autores (leilmnds, 1981, 1982; Neilands y Leong, 1986) en cue
la produccién de sideréforos en medios deficientes de hierro, -
es presentade por slgunss bacterizs, hongos y nlgns siendo uti-~
lizados para interferir en el crecimiento de otros microorgsnis
mos en condiciones limitzntes de hierro. La interferencia causa
da por microorganismos productores de sideréforos se ha demos-
tradé in vitro en numerosas cesas de Pgeudomonzs fluorescentes

como P. fluoregcens y P. putida, desapareciendo la actividad in
hibitoria cusndo se adicioné hierro al medio. Esta es una indi-
coeidn de cue los siderdforos son usurslmente resyonssbles de la
actividad entegoniste. (Weger et al., 1986). Esta activided tem
b¥6n se ha demostrado sobre el crecimiento de Erwinie carotovore

causeda por el siderdforo pseudobactina. (Kloeoper et =21,, 1980).

Gréficamente se pueden observar en la figura 2, los indices
de inhibiecidn en las tres muestres de SMG ob*tziuidsng a diferentes

tiempvos par: cade una de las cepas.

Lz estimmrcién porcentuel s« rerlizé sacendo el nrocentrje rb
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FIGURA 2. Perfil d¢ la actividad inhibitoria de tres ==
tras de SMG obtenidas a tres tiemnos diferentes a -
lo largo de la curve de crecimiento de cenas de 2R,
pheseoli sobre P. solanaceerum a las 72 h de incu-
becidn en medio HM-Fe sélido. 1 es equivalente a O,
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roluto de inhibicidén »ers cads uns de lee ceuvrg, tomendo como -
100% el valor més rlto de iphibicién en la2s tres muestrss de

SI: en cada unn de l#s cenns,

De scuerdo = 1o0s resultedos obtenidos sz seleceionsron cuatro
cepas a narte de 1la cepe Cp Mex 1 en base a2 12 mayor actividad
inhibitoris provocads sobre P. solsnacesrum. Ademds, de selec—-

cionarse el tiemvo de 1ls nuestra de SMG en cue se ~“resento éste.

4,3 CAPACIDAD PARA PROMOVER O INHIBIR EL DWSARROLLO 3% 0TS -
I TCROORGANISMOS POR 3IDTROFOROS PRESHENTES =N SFG Y SKG 30x
DE MUESTRAS TOMADAS A UN TIEVPO DETERMINADO

Con los miecroorganismos s=ecleccionsdos y el tiempo en rue sge
nroduce 1 mAxima oroduccidn de siderdéforos los cuales averecen
en el cusdro 10, se vrocedié a confirmar los resultsdos obteni-
dos en experimentos anteriores sobre P. solanacearum. AdemAs de
los SMG fueron nrobados los SMG 30x concentrados (SMG 30x) de -
muestras tomadas a un determinado tiempo en los cuales se evi-=—
lué su capacidad para oromover o inhibir el desarrollo de X. -

campestris CBP 123 y E. coli RW 193 ademds de 1ls cens antes men

cionadsa,



Absor— Tiem—- Ares de Ares de Indice Tndice de
Tepus Fues= kencie Vo £n creci- inhivi- de in- ‘rnhili-
tra 660 nm miento cién hibi- cidn
(h) (mm2)  (1m?) cién (%)
Cp Mex 1 Tp 0.80 25100 280 280 1 0
Cp Mex 19 T3 D.82 24:30 950 2840 249 100
Cp Mex 28 1'2 0.76 21:00 1130 2270 2,91 67.22
Cp Mex 44 T, 0.71 25:40 950 2540 2.67 95,30
Cp Mex 46 T3 0.78 26:40 790 1540 1.95 65,22

71 fndice de inhibicidn coi: valor de laO

CUADRO 10

. Determinacidn d= 1= setivided inhibitoria de SMG de muecs—

tras obtenides 2 un Jdeterminado tiemto sobre el desarrollo de

P, solanacearum en medio M-Fe a las 72 h de incubrcién.
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Lo« datos del efecto de los 5HG de lrns cur’»c cevas de R =
phaseoli =obre el crccitdentos de P. solinccearum aparecen en el
curdro 10 y log datos obhtenidog jrre X, campestris CBP 123 ape-
recen en el cusdro 11 y 2mbos resultados anerecen _>~Tir~’ce en
la figura 3, en donde se muesire cue las cuctro ¢ re ptilive——
das interfirieron en el descrrcllo de smbas cenas fitonatdee- —
nas en medio M-Fe, mientras nue en medio M no se obrervd ningin
efeclo, 20or lo oue no se wvregentan los rerultados en cuadro. Se
observa cue la casucidad de interferencia de los SIKG de la cewns
Cp Mex 19 obtenidos @ las 24330 h afectd en mayor grado el de-
sarrollo de P. golanacearum asi como de X. camdestris CBP 123 -
pregentando un fndice de inhibicidn de 2,99 (100:3) y 4.7 (1207)
cade una respectivemente, E1 SIC cue causd el menor efecto sgo-
bre zmhas cepss fue el de Cp Mer 46 con un indice de inhibicidn
de 1.95 (65.22%) para la primera cena fitopetdégena y 2.37 (65.68%)
vara 15 segunda cena fitosatfgena. Resultados similares se hen
encontrado en oruebas reslizades con otros microorganismo=. (Moo
re y imery, 1976; “mery, 1977). Los resultados obtenides cobre

X. campestris C3P 123 son similares a los encontrados vor Carri



Absor-

ik Tiem- Area de ires de Indice Indice de

Cepas Lo bencia  po creci—— inhibi- de in- inhibi-

660 rua en miento  cidn hibi-- cién
= (h) (rn2) (m:€)  cién (%)
Cp Mex 1 '1'2 0.80 25:00 280 280 1 0
Cp Mex 19 !3 0.082 24:30 950 4150 4,27 100
Cp Mex 28 T 0.76  21:00 1130 3800 3.36 76.C8
Cp Mex 46 T3 0.68 26340 790 2270 2.87 65.68

El fndice de inhhibicién con wvalor de le0
CUADRO 1l. Determinacidén de la =ctivided inhibitorie de mues-
tras de SMG de muestras obtenidas # un determinado
tiempo sobre el deserrollo de X. gampestris CBP
123 en medio M-Fe.
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1llo y Peralta ( 1988a) en experimentos oue realizaron 2l egtu=-

diar el fendmeno de interferencis en R. phaseoli.

Para detecter la.actividad promotora o inhibitorie de los =

SMG 30x concentrados de las cuaréro cepas de R. phaseoli ya men

cionadas anteriormente se prové su efecto sobre P. golenacearum
Y E. coli R¥ 193 puesto que en estas sepas los resultedos se ob
tienen rdvidamente, vara le orimera a las 72 h y para la segun
da en menos de 24 h. Fn el cuasdro 12 y figura 4 se observan los
resultados, el SHMG 30 x concentrado de las cuatro cevas no fito
patdgenas causaron inhibicién sobre el desarrollo de P, golsana-
cearum en el medio M-Pe. El mayor efecto lo causé el 37 30x -
concentrado de la ceva Cp Mex 19 econ un indice de inhibicién de
7.17 (100%), pvor otra narte 1las cepas Cp Mex 28 y 44 aatunron
de la misma maners presentendo un fndice de inhibicidén de 6.3
(83.87%) nara smbos casos. El menor fndice de inhibicién fue --
sresentado por el SMG 30x concentrado de la Cp Mex 46, En el =
medio M se presentd una pequefiz inhibicién quiza debido a la =
gran centided de sales presentes en el SMG 30x por lo cue 10 se

presenten los resultados en cusdro.

Por otre perte los resultados obtenidos sobre Z., coli Rw 193

aparecen en el cuedro 13 y figura 5 indican cue tres cepas cau-



Abgor- Tiem- Area de Ares de Indice Irndice de
Cepes Mues- bencia po creci— inhibi- de in- inhibi--
tra 660 nn en miento cién hibi== cidén
2 (h) (m2) (mm2) oqdn (%)
Cp Mex 1 T,  0.80 25500 280 80 1 0
Gp Mex 19 Ty 0.82 24:30 280 2010 T«17 100
Cp Mex 28 T, C.76 21:00 280 1767 6.3 83.87
Cp Mex 44 !3 0,71 25340 280 1767 6.3 83-87
Cp Mex 46 L) 0,68 26140 280 1327 4.73 65.96

L.

CUADRO 12, Capacidad inhibitoris provocada por SMG 30 veces
concentredos (30x) por liofilizseién de cuatro cenas
de R. phaseoll sobre P. golanacearum en medio M-Fe.
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SMG 30x CONCENTRADO
V8.

mo mMO-DZ-—

i - =

Z0=0=0—=ITZ~
»n
1

CPMEX19  CPMEX28 CPMEX 44  CP MEX 46
CEPAS

FIGOURA 4. Perfil de la actividad inhibitoria nrovocn~ds nor
SMG 30x de cuatro cepss de R. phaseoli sobre ¢l de-
sarrollo de P. golanacearum en nelio F-Fe. 1 es eoui

valente & 0O,
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saron promocién del crecimieato de 2. coli RW 193, por lo oue -
se puede decir oue esta cepa es capsz de utilizar el hierro cue
lado por los siderdéforos presentes en los SMG 30x. Varios mi——-—
croorganismos tienen la cepacidad de utilizer los siderdéforos -

producidos nor otras especies como Z. coli y Salmonella typhi-

muriun (Moody, 1986). Un caso interesante fue el oresentado -
por el SVG 30x de la cepa Cp Mex 46 oue causé inhibicidn sobre

E. coli RW 193.

El SMG 30x de 1z cepa Op Mex 19 causé la moyor activecidn —-
del crecimiento de 2. coli RW 193 con un fndice de activacidn -
de 70.1 (100%) seguido de la Cp Mex 44 (49.02%), mientras el -
SMG 30x de la cepe Cp Mex 28 causé una mctivecién de 25.25 -

(36.02%).

Z1 SMG 30x de la cepa Cp Mex 46 provocd un indice de inhibi-
cidn de 25.25 (36%4).Los resultados también fueron exvresados en
porcentaje, tomando como cien dorciento el valor méximo obteni-

do. En medio M no se n»recentd ningun efecto.

Los resultados obtenidos tanto en los SMG asi como de los =
SMG 30x de las cuatro cepas no fitovatérenas utilizadgs indicen

nuevamente, oue debido a la gran especificidad de los compuestos



Absor— Tiem— Arer de Ares de Indice Indice de

Cepas Mues bencia po en creci- rctiva- de aAc- rctive=
tra 660 nm miento cién tiva-= cidén
(h)  (mm?)  (mm°)  cién (%)
Cp Mex 1 T2 0.80 25140 280 280 1 0
Cp Mex 19 7, 0.82 24130 280 19,635 70.1 109
Cp liex 28 ‘1'2 0.76 21:00 280 7,069 25,25 IS e
Cp lex 44 T‘3 0.71 25340 280 9,621 34.356 49,02
++
Cp Mex 46 23 2.68 26: 40 280 7,069 25.25 36.02

++ = inhibicidén

CUADRO 13. Determinwcidn de ix capagidad nromotore del creci-

miento de E. coli RW 193 cnusedo por 3MG 30x de cepes
de R. phaceoli en medio M-Pe @ lss 20 h de incubacidn.
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SMG 30x CONCENTRADO

V8.
i E. coll RW 193
N 80 ]
D
|
C
an_. - P
D
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A 401] — B
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T (1]
Vol B .
A 20 1
C
§
(o]
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CPMEX1 CPMEX28 CPMEX 44 CP MEX 46
CEPAS

PIGURA 5. Perfil de la capacidad promotora del crecimien
to csusado nor custro SHG 30x de cuatro cepas de
R. phaseoli sobre el desarrcllo de E. coli RY¥ 193

en medio M—PFe, #% provocd inhibicién.
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producildos por R. phaseoli sobre diferentes microorganiepos, =
Esta es un= evidencia mée de cue el mecanismo de captocidn de

nierro esta mediado por sideréforos.

3.b DETERWINACION DEL GRUPC QUIMICO AL QUE PERTENECEN LOS SIDE-
20P0R0S PRODUCIDOS POR R. phaseoli

Coma una aportacién més para la determinscién del grupo oufmi
co al cue pertenecen los sideréforos producidos vor R. phaseoli
ya cque son escasos los trabajos cl respecto en este microorganig

mo .

Podos los sideréforos presentan una absorcidn méxima en el -
rango de luz ultravioleta y el rango de luz visible cuando se
coordinan con el hierro. Quimicamente los siderdforos tipo cate
col son detectables mediante métodos colorimétricos. Los cateco
les son detectados generalmente con el reactivo de Arnow (Nitri
to=Molibdato), siendo éstc una prueha selectiva para los grunos

de anillos arom&ticos. (Arnow, 1937; Neilands, 1931).

Parno realizar la estimacidn colorimétrica ocor el método de
Arnow de los siderdéforos tipo catecol fue necesario primeramen
te establecer una curva patrén para determinar cuantitativemen-

te la cantidad de catecoles pr#ducidps por R. phaseoli, utilizando
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se como estandard la L-dihidroxifenilalanina (L-DOPA), en las

concentraciones que se indicen en el cuatro 14. En el cuadro 15
se muestran los datos obtenidos en la medicién del esperntro de
absorcién de 1la L-DOPA a diferentes longitudes de onda cue van
de un rengo de 375 = 729 nm., obteniendose un sélo vico de abe
soreién méxima de 500 nm con una absorbencia de 0,742, éstos re
sultados se muestran gréficamente en la figura 7. Una vez esta-
blecido el rango de absorcidn méxima todas las estimeciones se
reglizaron a 500 nm, para posteriormente determinar la cantidad
de éstos compuestos en mp moles. En la figura 6 se observan és~

tos datos.

Las pruebas de identificecidn ocufmica de los sideréforos tino
catecol dieron resultedos positivos observandose un tono rosade
en la presancia de dichos compuestos, éste mismo tono fue obser

vedo en la L-DOPA.

En los SMG de tres muestras tomadas a diferentes .tiempos de
de cuatro cepas de R. phaseoli en medio M y M-Fe fue cuantifi-——
ceda le cantided de sideréforos tipo catecol producidos en 1 ml
de muestra, midiendose la absorbencia a 500 nm. Los resultados
se muestran en el cuadro 16; la médxima produccidn de sideréforss
fue vresentade por 103..?:!!6 de la cepa Cp Mex 46 siendo mayor la

"roduccién a las 26340 h (Tp) con 0.166 mu moleg/ml de muestra.
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al de I-DOPA Absorbencie mp moles de
500 nm 1~DOPA
0 0.00 0.00
10 0.016 0.011
20 0.038 0.025
40 0.078 0.051
80 0.159 0.101

CUADRO 14, Determinacién en mu moles de la centided

de I=-DOPA pnresente en diferentes concentra-

ciones de éstz en solucidén, por el método de

Ermow pare la deteccidn de catecoles.
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FIGURA 6. Curva patrén de ls L-dihidroxifenilelanine
(1-DOPA).
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Longitud de onds ibsorbencis nm

T00 0.003
690 0.004
680 0.006
670 0.007
660 0.010
650 0.014
640 0.020
630 0.029
620 0.043
610 0.062
600 0.089
530 0.127
50 0.175
570 0.240
560 0.311
550 0,400
540 0.500
530 .0.586
520 0.667
510 0.718
500 0.742
490 0.739
480 0.708
470 0.655
460 0.586
450 0.522
440 0.468
430 0.445
420 0.441
410 0.458
400 0.469
390 0.459
380 0.498
375 1.020

CUADRO 15. Anéligis espectrofotométrico de L-DOPA,
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PIGURA 7. Esvectro de absorcidén de la I-DOPA = diferentes
ongitudes de onda.
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Seguida de los SNG de la cepa Cp Mex 19 teniendo ésta su médxima

Produccién de sideréforos a las 243130 h con 0.107 mu moles “or

w1l de muestra. Mientras cue los SMG T, de las cepas Cp Mex 28 y
Cp Mex 44 presentan una oroduccién narecida siendo esta de 0.097
para la orimera y 0.094 pare la segunda. Cuendo los SHG de las

cepas no fitopatégenas crecidas en medio M fueron anilizados ==
por el método de deteccidén de catecoles dieron resultados nega-
tivos 0 sez no se vresento ningdn cambio de color al igual oue
en los SMG de la cena Cp Mex 1, tanto en medio M como en M-Fe -

la cuz2) fue utilizade como control. Esvos resultados se muestran

gréficamente en la figura 8.

En el cuadro 17 ee dan los valores de la produccién de side-
réforos tivo catecol en SMG, SMG 30x concentrados y SMG 30x con
centrados eluidos de sflica gel, observédndose una mayor nroduc-
c-:l.dn en los SMG 30x concentrados corresnondiendo la méxima vro-
ducecidn a la cepa Cp Mex 46 con 2.72 mp moles por ml de muestrzs,
mientras cue la menor produccién la presenté la Cp Mex 44 con =-
1.04, BEn gegundo lugar en la produccidn de siderdforos se en——=-
cuentran les SMG 30x concentrados eluidos de sflica gel; pr@sen
tando laz méxima produccién la ceda Cp Mex 1) con 0.5 mp moles
por ml de nuestrz mientras oue las tres cepas restantes tienen

una produccién similar. TFor Yltimo se encuentran los SMGj pre-—-
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SHG BMG
(500 ul de muestrs) 1p molee de cete-
Cepes :::8 2“:; 500 nm col 7wr ml de muesg
2 ) trea.
(h) M _M-Fe M M=-Fe
Cp Mex 1 Ts 25100 0,004 0.004 0,005 0,005
Ty 22100 0.069 0.081 0.087 0.102
Cp Mex 19 T, 24330 0.069 2.085 0.087 0.107
T3 27100 0.0T1 0.074 0,089 0.092
™ 19:00 0.0€3 0.074 0.070 0.092
Cp Mex 28 T, 21100 0.066 0.077 0,083 0,097
!3 27100 0.060 0.079 0,076 0,088
£y 23100 0,043 0,070 0,054 0.088
Cp Mex 44 T, 25140 0.048 0.075 0.060 0.094
™ 23:30 0.047 0.126 0.059 0,158
Cp Mex 46 T, 26340 0.047 0.132 0,059 0.166
‘!3 29100 0.045 0.119 0.057 0.150

CUADRD 16, Determinacién de 1lm vroduccién de siderdforos tinc ecate-
col en muestras de SKG obtenidas en tres diferentes tiemros
e lo largo de la curva de orecimiento de cepas de R. phaseoli.

por el método de Artow.
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Determinacidn de

Determinscidn de

catecoles (500 nm)

catecoles nor ml de

en:

muestra determina-

Cepas Tier= Absor— dos en:
po de bencia SNG SMC SMr SMG SMG SkEG SMG
incu- 660 nm 320 30x 20x 30x 30x
b?ﬁljdn nm qud ( ESG / E3G
MEDIO M-Pe
Cp Max 1 25100 J,.7L0 02,261 0,004 ).D08  —m=—— 0,005 0.1 ———
Op bex 19 24:30 0,780 0.350 2,085 02,106 0.240 2,108 1,34 0.5
Cp Mex 28 21:20 0,760 2.219 1,277 92,121 0,037 92,7238 1.5? 0, 4€
Cp Fex 44 25340 0,740 0.770 0.775% 0,082 3,222 92,594 1.24 .47
Cp Mex 46 26:40 0,630 1.490 0,125 92,215 02,038 73,158 2,72 .48
MEDIO_ N
Co Mex 1 25300 0,750 2.0023 92,004 =——rn =—==e 02,005 =—ee= ———-
Op Mex 19 2413C 0,760 24540 0,069 =——m= —meee 0,086 =cee= ———--
Cp Mex 23 213100 0,750 0.550 0,066 ===-= ===== 0,084 ——eee -
Cp Mex 44 25:40 0,720 0,490 0,048 —vee === 0,060 =—e== —ce=-
Cp Mex 46 26340 2.740 24330 0,047 =—a=e —om—e 0,058 cmme e

————e o se determinseron

AUADRC 17. Determinmcidn de le produccida e

siderdéforos tipo catecrl

a un tiempo

determinado en SMG en medio T y k-Fe,
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sentando la méxime produccidn 1la C» Mex 46 con 0.158 y la mi-
nima produccién la Cp Mex 44 con 0,094 mp moles oor ml de mues-
tra. Varios revories sefizlan cue la produccidén de siderdforos
en I, coli K<12 es de 32 mg ror litro de ciil'tivo. Hientfas oue

sgrobacterium tumefaciens mostré una oroduccién de 6-9 mg de -

ogrobactina vor litro de cultivo. (Ong et al., 1979). En Rhizo-
bium RA-1 la méxime produccién de gideréforos fue a las 36 h
con 6.2 mg por litro de cultivo filtrado. (Wodi et al., 1985)
Esta es una evidencie més oue los sideréforos vrolucidos oor: -
R. phaseoli 9roducen sideréforcs tino catecol y aue su vroduccidn
es denendiente del crecimiento de £ste. Ademds de determinarce

la oroduccién de siderdforos =c determiné le aroduccidn de pig—
mento a 320 nm en lo SGM; presentando la méxima produccién la -
cena Cp Mex 46 con 1.490, quedando comorobado una ver més cne =
la nroduccién de pigmento esta relazcionads con la asroduceldn de

siderdforos. (Peralta y Cuarrillo, 1988; Meyer y Abdellzh, 1G7€).

En la cromatograffe en capa fina en sflice el del S¥G 20x con-
centredo de las cenas Co Mex 19, 28, 44 y 46 se obtuvieron los
valores de Rf »resentados por las manchas cobrervadas brjo lus

vltraviolets ¥ reveledor con Pell, #1 1), estos valores se mueg

tran en el cuadro 18 y la oresentacidn eccuemitic: se .rosent:



Cepas Luz ultraviolete Revelrndo con Felly 15

4 color Rf color

0.19 snerenjado 0.13 blence

0.23 azul claro 0.18 parde

0.47 verde erulado 0.35 anaranjado
Cp Mex 19 0.57 anarillo ++ 0.T1 pardo

0.61 Dblanco

++ 0.69 ladrillo.

0s77. ToBA

0,17 enarsnjado 0.15 Dblenco

0.21 ezul claro 0.35 enaranjado
Cp Mex 28 0.41 verde azuledo ++ 0,67 ©pardo leve

0.60  dblanco
+* 0,69 ledrillo leve

0.77 roea
0,19 ansranjedo 0.15 blanco
¢ 0.23 azul clare 0.35 enaranjado
Cp Mex 44 0.43 verde azulado ++ 0.67 Dpardo leve

0.62 blanco
++ 0,70 ladrillo leve

0.77 1ro8a
0.17 emarillo limén 0.13 Dblance
0.24 azul intenso 0.15 pardo

Cp Mex 46 0.35 ladrillo 0.35 anaranjedo
0.49 blanco ++ 0,66 pardo

++0,69 ledrille
0.79 rosea

Cp Mex 1 0,00 ningune rsnche 2.00 ningune menche

CUADRO 18. Valores de Rf y color de las manchas observadas en
lds cromatogramas bajo luz ultravioleta y revelados con
PeCly £l 1% de los SMG 30x. Mancha eluide de silice cel

++.
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21 1o figura 9. ILa mayorf{a de los corslejos, son colorézdoc
en orecencia de cloruro férrico o perclorato férrico, siendo es

te un método pare detectar la nresencia de sideréforoes.

Al corinarcr le resolucidn obtenida nor ambos zistemas de re-
velado, se observs cue hey menches en comdn de acuerdo con sus
valores de Bf. Lag munclias color ladrillo y ladrillo leve ob—-
servadas bojo luz ultravioleta aparecen en el cromatosrina re—
velado con clorurc férrico 2l 1,6 merc vdregsentando un color par—
do., Bstas manchas fueron eluides de la sflice gel y fue deter-
minada su activided bioldsicec. i estes fracciones obtenidas se-

les nombré SMG 30x eluidos de sflica gel.

BEn los bioensayos pare determinar la asctividad bioldgice de
los SMG 30x conceﬁtraﬁos eluidos de sflica gel se obtuvieron —
los resultados presentedos en ¢l cuedro 19, donde se vuede Obgw
gervar que las cuatro cepas crusaron »romocidn del creciniento
de 3. coli RW 193, el mayor efecto fue ejercido vor el SMG 30x
eluido de sflica gel de la ceva Cp Mex 19 (100%), mientras cue
las fracciones de las cepas Cp Mex 28 y 44 presenten un fndice

de sctivecion efmilar. La cepa Cn Mex 46 provocd inhibicidn.
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SHG 30x con- mu moles de Area de Area de Indice Indice de
centrados catecol en creci=-- activae- de sc- active——
eluidos de = 50 uL de - miente cién tive—- ecién
sflica gel muestra (mn?) (mm?) (%)

de:

Cp Mex 19 0.040 280 836 2.99 100

Cp Mex 28 0.037 280 729 2.60 86.96
Cp Mex 46%* 0.038 280 665 2.30 76.92

++ Inhibiecién
CUADRO 19. Determinaeidén del fndice de activacién csusado por

SMG 30x concentrade eluidos de silice gel sobre el de-
sarrollo de E. Coli R¥ 193 a las 20 h de incubacién en
medio F-Te,
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V. CONCLUSIONES

R. phaseoli produce sideréforos en medios carentes de hierro.

Los diferentes grados de inhibicidn o promocién del crecimiento

sobre E. coli RW 193, P. solenacearum y X. c:smpestris CBP 123 -

adenfs de denender de le cantidad de sideréforos producidos wor
R. phageoll dependen de la gran especificidad de éstos compues—

tos sobre diferentes microorgenismos.

Las pruebas de identificscidn oufiica pars determinar el grupo
qufimico 21 oue pertenecen los sideréforos de R. phaseoli fueron

positivaes, confirmandose oue producen sideréforos tipo catecol.

El tiempo en el que se presentd la mAxima produccidn de sideréd-
foros fue des 24130 h para 1 cepz Cp Kex 19, 21:00 h COp ilex 28,

25340 h para Cp lex 44 y 26:40 h para la cena Cp Mex 46.

BEn le »roduccién de sideréforos asi como en su actividad bioldgi
ca y caracterizacidn cuf ica las cenas Cp Mex 28 y Cp Mex /44 —=

son muy similares.

Por fltimo, la mancha eluida del cromatograma de silice gel pre

sento actividad biolégica, indicando la oresencia de sideréforos.
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13

Todas le= csntidades estén dadas para prepersr un litro de solu
cién.

MEDIO M
SOLUCIONES:
e) Acido Ie~glutdmico (100x) 100.0 g
b) Manitol (100x) 100.0 g
c) Fostatos (100x)
KH2P04 30.0 g
N9.2HI-’O4 30.0 g
d) Sulfato de magnesio (100x) 10.0 g
e) Cloruro de cslecie (100x) 5.0 g
f) Elementos traza (100x)
Hy803 1.0 g
2150, TH,0 0.1¢
MnCl,. 4H,0 0.05 g
g) Vitemines (100:x)
Biotina 0.1 g
Tiemine 0.1 ¢
Pantotensto de caleio 0.1 g

h) Cloruro férrico (100x) 0,10 gz
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PREPARACION:
Solucién a 10 ml
Solueién b 10 ml
Solucidn c 10 ml
Solucién d 10 ml
Solucién e 10 m1
Solucién f 10 ml
Soluecidn g 129 ml
Solucién h 10 m1

MEDIO M- Pe
SOLUCIONES:

Son las mismas ocue las del medio H, nere gin la solucidn h

cue se substituye per HCL 0.1 N en la misma concentracién,

PREPARACION:

Se preoars de la misms meners cue el medio M,
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MEDIO M PARA E.celi RW 193

SOLUCIONES:
Son las mismas gue les del medio M, pere a demfs lleva 1o

solucién de coctel.

%Coctels
Tiemine HC1 0.0026 mg
Leucina 0.01 ng
Proline 0.01 " ng
Triptefanoe 0.01 mg
PREPARACION;
Coctel 20.0 nl
Ixtracto de levadura 0.5 &
Caseine 1.0 &

Todas las soluciones del medio M

Se prepara de ls misms menera cue el medio M,

MEDIO K-PFe PARA E.coli RV 193

SOLUCIONES:
Son las mismas cue las del medio M para RW 193,

PREPARACION:
Se presera de le misma manera que el medio M pars RW 193,

¥ les cantidades dadas pars prevarar el coctel son para 10 ml,



MEDIO YGB

SOLUCIONES:
Sulfato de magnesio 1M
MgS0 4. TH0
Solucién de sales (100x)
K HPO,
NaCl
Glicosa 20%

PREPARACION:'
Extracto de levedura
Sulfato de magnesio 1 M
Solucién de sales
Solucién de glicosa

MEDIO YMB

SOLUCIONES:
Sulfato de magnesio 1 M
¥gSO4. TH,0
Solucién de seles (100x)
KQHED‘
NeCl

PREPARACION:
Nanitol
Extrracto de levadura
Sulfato de magnesio 1 M
Solucién de sales

246,48 g

50.0 g
10.0
200.0 g

]

1.0
0.8
10.0
20.0

BERB®

246.48 g

50.0 g

10.0

]

40.0
1.0
0.8

10.0

LR~
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MEDIO B DE KING

FREPARACION:
Glicerol 10 ml
Caseina 15.0 g
K, HFO, 1.5 ¢
MEDIO L
PREPARACION:
Caseinn 10.0 g
Bxtracto de levadure 5.0 g

NaCl 10.0 g

92
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