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L~ evoluci6n ee cambio. El g~nero 

humano ha evolucionado, está evo­

lucionando; si perdura , continua­

rá evolucion8.ndo. 

Theodo sius Dobzhansky. 
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R E S U M E N 

Cier-Co s microort•_r! tÍBf. •O f: (eact eriHs , hont,o~ y algas) pueden -

CEUS <tr inhibici6n o ;cromoción del crecimiento r:e cli r'r 1t f, J:i1 pr·o­

cucci6n de com9ue s to c.; llrunado8 >'!i•• e:r-óJ'c.i \ :> s oue presenten un:" ":1 

ti~ e.finidad por el i6n férrico, existiendo i)or l':u e . +, r ucturP. 

ouírnicH do s ti ~)OS de sideróforo =: de amplia distribuct6n los de 

tipo cc:>.tecol y los de tipo h i <l roxam2.to. Est o s cor!!·, uestoe a demás 

de solubilizar el hi erro en el suP1o pueden :' e r e lemento s úti-­

les en sistemas U.e control biológico de E:nfermedRdes de plllntas , 

ade:nás, de estimular el crecimiento y 11ro cl uc ci6n de ciertas TJl PB_ 

tas de import rmcia econ6rr1ice. 

Esta investigaci6n fue realizada con el ob jetivo de determi­

nar los níveles de producci6n de sider6fo r os present e s en el m~ 

dio gastado de Rhü.,obium phaseoli, a 10 l a!"f.O r182. •l io::::>arrollo de 

los c'..ll tivo¡:> , as! c r·!~!O c,.e det er1 1im:cr su ;;ictivi•'::i.d bi ológi c 0 so­

bre ot:!:··os micro,J re<·.n:i.smo s en medios carentes de hierro, P.denás 

de la confi:rnncic'in de pruebas experimente.les pnre determinnr el 

grupo 0uímico al oue pert en~ci:m los sideróforog de 1!• phnseoli. 

Los microorgEmismos utilizados en el presente trPbejo fu er on: 

!!• phaseoli Cp Mex 1, 6, 9, 13, 19, 28, 43, 44 y 46; P seudo.•1ona s 

XV 



solanACeHI'UFl , Xanthomonas cameestris CTIP 1:? 3 y ~che:ri chia coli 

R1.V 193. LA determinaci6n de c a t e<::c l es se reEt.li7:6 sólo ei: cuatro 

cepas de E• 0h .:,seoli 0ue se sele<::cj nnn·on en base 8. E'.U Gct i vi <2 2. d 

inhibitoria sobre ~· solPn a cearum meclüi.:'1te el mét o '.'1 0 c1e Arnow, 

oue consiste en lH identificPci6n d e l o" " rü '.l_l '.) s aromÁ.ticos. -

Esta prueba resultó positiva. loes r E:sultados indic f.>n rue el 

tiempo, en el n .ie se pre s;:;n t5 le. máxime. )ro.:fo.cci6n d e sid er6i\,-­

ros fue de: 24:30 h pa n -i 1~>. cepa C¿ Mex 2-9, '.?1: •10 h Cp Mex 23 , 

25:40 h Gp !,'e:x 44 y 26:40 h pHrP lP cep~' :JiJ Jiex 46 . Los gr:~ dos 

de inhibici6n o promoci6n del ci· e cio i ento sobre !'._. sol:macearum, 

X. camnestris CBP 123 y !• coli RW 193 é..demás de depender de h . 

cantidild de sider&fo.ros producidos !JOr R· phaseoli, dependen ·1 e 

la específicid~d de ~stos compuestos so bre diferentes microort:;!;;, 

nismos. Por i1ltimo ;J.A. mancha eluida clel cror1n.togr«mH de s ílie" 

gel :'.)resento a.ctividt=td bio16eic~. , indic~do la prer<encia <le si­

der6foros. 

xvi 
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I. INTRODUCCION 

Desde final.e~ del sie;lo !J;•sfldo muche.s especies de bacterias 

fueron identifice.de.s como causc:nt <::s del deterioro de pro·ductos 

agrícol~.A y de enfermedades en lA.s plantas. (De Bauer, 1987). 

Paralelamente ;:merle s er condd erei_do el euso4 como un posible 

orecursor de loe agrociuímicos i-.1 ser usa do por Prevoi:>t en 1807, 

;:iara controlar unR. enferniedad OC8.sionadE ;JOr un hongo. (Corona­

do, 1965; De Bo.uer, 1987; 'VHlker, 1973). Une. mezcla un "'OCO m~s 

compleja. de CuS04 y cal fue utili:zada por Mill:~rilet en 1885, d~ 

mostrando oue ~sta podía controlar más efectivPmente el milrliú 

de la vid causado por Plasmooora vi ticolH, estudio r•ue despert6 

inter's en el áree<. del control de lAs enfermedades de les '!)!fin­

tas. (De & .uer, 1987; Walker, 1973). 

Agostino Bassi propuso en 1838 el uso de m.icrooreanismos pa­

ra el control de plagas de insectos y el primer mecPnismo de i!!, 

terferencia microbiana mediado !>(>r 'illtibióticoe fue ~ro'lUeeto -

por Dubos en 1939, cuando aisl6 de Bacillus brevis, dos subeta!!_ 

cias llRmadas "gramicidina." y "tirocidinA" con ooder b?.cterici­

da. Previrunente Flemine en 19 29 había descubierto ~ue el hongo 

Penicillium notatum pod:!a inhibir eate.filococos . ( Asir.ov , 1985; 

Debach , 1977 ), y- entre los antibi6tico e m8s imoortr:i.ntes fi gurFUu 
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Eetreotomicina, Ciclohexrunida, Tetraciclirui, r.riseofulvim> y 

BlRsticidine entre otras. Los efectos fisiol6gicos de los Pnt1-

bi6ticoe se da.ns a) en la fonnaci6n de la pared celular y mem. 

brimHs celulares, b) en la sintésis de proteínns y ácidos núcle!. 

coa y c) en las reacciones de transporte de energía. (Agrios, -

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

Ciertos microorgvni sr~os (bP-.cterias, hongos y Al g8s) pueden -

causar interferencir rnicrobir:.ne_ mediante l ;; li beraci6n de com-­

puesto s llamado e sider6foro s que present~1n u.m <1.1 t e afinidad 

por el i6n férrico, estableciéndose competenciR por dicho nutr!, 

mento. ( Emery, 1965 y 1976; Neil Pnds, 1952; Neilands y Leong, -

1986). Estos compuestos en el suelo solubilizan el hierro, tie­

nen un papel significativo en la asimilflci6n del hierro por mi­

croorgi:mismos, sobre todo en suelos calcáreos con V'Hlores de pH 

elevados. (B:nery, 1977). Pueden ser elementos útiles en siste-­

m~s de control biol6gico de enfennedc>des de plantei.s, además, e§. 

tinulm1 el crecimiento y producción de ciertas plantas de impor_ 

tancie. econ6mice.. (Martla et al,, 1985; Murphy et al., 1976; 

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

Investigaciones recientes realizadas en el ln,bora torio de G~ 

nética Mol6culF1r, Centro de GenhicH, Colegio de Poste;rP11u~dos, 
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demostrar6n ('IUe ri.lgun1rn cena.e de Rhizobiurn phF•seoli producen s!_ 

deróforos <-. níveles com!)Pr 1-;i)l·es con los de Ps eudomon2s ca!)aces 

de inhi Lir el desarrollo de otros microorg,.,niemos b a jo condicioa 

es deficientes de hierro. Adem?.s, ('IUe ;:iodíim constituir una ... 

buena 0 9ción en el combate de enfermedPdes propias de las re.!~ 

ces de las !)lante s podrÍEU1 s er efe ctivos An el cor.trol de enfer 

mecla des foliare!". (Pernlte, y Cerrillo, 1988 y 1988a). 



4 

II. A N T E C E D E N T L S 

2.l ENFERMEDADES DE PLANTAS Y SU CONTROL 

Las enfennedadee de las plant::> s según StPlonan y Harr•1r (De -

Bauer, 1987), se clHsificr.n f:lec;l'm el dafio ,.,ue c1msrm ens 

Anl ~UILADORAS.- Son lHs oue destruyen completamente un cul ti 

vo en unH. 1frea o dieZ·ViRn las .:x>blHciones de modo nue s6lo r·ue-­

dan unos cuantos sobrevivientes. Como ejemplo de ello, se nuede 

señalar la roya del cafeto ocasiona.de. por HemileiH Vf~ sta.trix. 

LIMITANTES.- Aquellas cyF> presencia hace incosteable la pro­

ducci6n del cultivo en una área determinada. Entre ellas, tene­

mos el apena.chamiento del plé_tano E:n Australia. EstP enfermedad, 

de origen viral, hiz6 oue el cultivo se volviese antiecon6mico 

en ese país. ~ México como ejemplo se tiene la mAncha e.nulflr -

del pa9ayo. 

DEVASTADORAS.- Aquellas nue atacun en forma destructiva cul­

tivos anuales. El ejem:1lo clásico son las royas de cereales. 'l!:rl 

el caso del trigo, la roye. de la hoja y la roya amf:'rillP del t~ 

llo rue !)Ue<len llegar a reducir el rendimiE;nto h::;stH de un 50::'. 
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-nrnILI'rANT:.:::3.- .~.ru el ~Lhs oue CHUs r1n efect c- s ne¿:Ptivos PWlrue 

lo¡_; ~:ínto. : ¡¡-15 son a veces im:r·~rcf::ptiblei>, como son: pudriciones 

re1Uc~·, J.es de cereales, pHpas, cFtfln de E7Úc :··r y legurünosas, 0ue 

pueden OCF.sionar dPf'.os en combinBci6n C(•n e;onciicior, e;13 desf~·vor~ 

bles de clima y suelo pF:snn<lo deeaperci hido el atPC"Ue de 'Jat6g~ 

nos. 

DESFIGURANTES.- A0uellP..S nue cambiRn la 13pari~cie. 

productos vegetales y :ior 10 t i:into reducer, su valor comercüil. 

:=entro de este grupo tenemos la roña l cl F-guacate cc.us .:;...::c. por 

Sphacelollla oersea e. 

INHABILITANTES.- Imposibilit!'lll los productos vegetales para 

su consumo. Por ejemplo el consumo del "diente de ce.brülo" de 

maíz causado por Claviceps gigfl?ltea oue puede afect2.r ll'. salud 

humana debido a su contenido de e.lcaloides, dentro de est e gru­

po figura el at a rue de hongos de almacenaj e P. grP.nos y semillPs 

con lP consecuente producci6n de micotoxinas. 

Los principio s de control se llevPn P. cabo mediante diversos 

m~todo s s culturales: mediante cuErenten::-.s, inspecciones , c 0r ·ti­

fi cncione s y cam pañae erradica ti vas "UE': en o ce> :o i orif! s 11 eg n.n ? . 

alcanz-r~r l a categorfr, de dif.;posicio11es l egales; medü•nt e m~to-
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dos biol6gicos, ~0110 nl <>_:rovech:-omiento de :recur ~_: o s genéticoi:., 

inm.11nid2d inducida, :X>r lP.. acci6n dP. microore;imis1·1os o bi4n, "lfl 

rJiente control C'tÚmico y méto do ;-: .'i e cr: nt:r,o l biolóe,ico. 

2.1.1 CONTROL QUIJ,iICO 

Los )1P.guici11Hs son sust r-ncias t6xic1?. s rue E•.ctú.en como blo-

0uea do r e s de los distintos ) roce so s fisiol6gicoe en loE orgRnia 

mo s :ol P.ga . Entendi~Hdose como :;1l E-.ga. cuP.louier esnecie "nim:=ü o 

vee;e t ;;ü <·ue el h oJT,1,rt, e: · 1!h<i ,1 •. _._ '? perjudi ciel a su pers on;• , pro­

:,.iieda<l o a su medio. {;,'1.rber~, 1J76 ; De l):-:ch, 19?7; Re s tre ;:io,lJ SP ). 

Existen VAri<~ s formr,s de cle.sifi~Pr P l o ro plHguicice.s: 

1.- Por su nPturPleze. ou:!micas en inor.g~J'licos ";;. Ol ·g~_nicos. 2.­

Por su comyosición: en ore;1-:noclorAdosa relativos del DDT, relP.­

t _ivos del benceno y c:!clodienos; y en organofosforados; P.li:f'ét!_ 

coa, cíclicos y heterocíclicos. 3.- Por su modo de acci6ns con­

tncto, inge s ti6n, fumiee.ntee y sistemáticos. 4.- Por f:'U uso y -

ti ) o de organismo¡ ineecticid.<>.s, acP.ricidEs, herbicidt:•s, b1>cte­

ricidas, fungicidRs y otro s pla~uicidas específicos. (Reetrepo, 

1988; Stoker y Seager, 1981). 

Entre los }rimeros plaguicidas emple i:. dos por el hombr-e fieu­

rrui los arReniHtos de sodio y de plomo, lF.. creoli tr· y el azufre. 
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Los efectos de los plaguicidc>s en los ecosist emF.. s incley,~n: 

a ) ;~, . resistencia ae n su acci-S '..1 :1u:. etran cientos de especies 

l:.s microorganismos pat6geno s , cnn cl '·'.:t'P tendenci ::i. a i:i umenter en 

el futuro; b) lff reeif::tenciF de númerosa s especies a los herbi­

cidas , !'ungicicl:: "' ' bactericidas, etc.; c) las vari~.ciones en el 

éxito reproductor de una. é:,Tan variedad de "(llantas, inCl.ucides 

por los efectoe nocivos de los !JlRguicidA.s '='ob:rf; l o s rirc: · z .i ~wos 

polini?.antes; d) la reducci6n de las poblHciones vee;e t ale s y 

nnimA.les benéficos cor:10 efecto del uso l1 c h1 ·r 'ui ci1i ;- := , insectici, 

das, et c .; e) la toxicidad de los productos f1UÍtnicos en org~rti~ 

mos benéficos y f) l~ :>re ~3enci ,..· d e _1l 1•guicic1:=is pers istent t>i:; en 

el agua, suelo, aire y e~ l ~ s orgenismos vivientes. 

Entre los efectos t6xicos r.ue originRn los ~gentes nuímicoe 

más _pelierosos y de mayor toxicidEd l'lp1:,recen algunos en el cu&:­

dro l. Seg"Ú_!"J. l A Organi?.aci6n Hundial de la Salud (OMS), un n:í-­

vel ;1roraeeio por 11 e bHjo l1e 15 ppm de lA cone:e::.tre.d;5n d e :il 2.gu2:_ 

cida se considerR "normal" en unp poblnci6n. L~ OMS recomi endH 

el Pnálisis de t ej ido Pdiposo huma.no o animal co;w un inclicR.dor 

direct.; ~~Ern. ev a lw:;r, reeJ.(~.mentos y merlidúu de control fJn el 

uso de plP.t.uicidc>s. (Restrepo, 1988). 
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I. EN HUJIANOS: Al terHcione f' /?P, s tl'c, i nt e ~_it iu . les, hep~ticas, re­

na.lE' s , pul.n61rnre s , jP,.,uecPs, v6mi to '°:, pRn pl <? j Í a . 

Daños a embri6ne ~- y fetos hu.r,1:-:n o s : a bortos F:!:,-~-o ~ 

tá.i ieos, pe rtas ".lrolongaclos, muerte al nacer o el!!_ 

r~te el ernb ; n 1_::i-o. Ad emPs , irree,ul ari dP des mens-

e incluso este rilidad en ho mbre "' • C~ncer e inclu 

so l a muert e . 

II. EN A;IT MAL ESs Enfe rmede de s y muerte im: aves d -:: cor-r< 1 , GHil!!_ 

do norci no , VHCuno, p ece r , c~ngrejoF tortugF•s , 

ballenas, li:me;o s tino s , CA.marones, Ev cs mnrinas y 

zooplncton entre otros. 

III. EN VEGETALESs Perdifü;¡ del foll a je en .cultivos, reducci6n· 

en l n i~roducción de plantas, contaminRción en 

verduras, cereales, cítricos y frutas . En el fi­

t oplRcton se !)roduce inhibi ci ÓLl en el crecimiento 

y de la res pirRción; l P. reducci6n ele l E fotosín­

tesis y le. inhibición en l a utilü:a ció:1 de c14 -

en la fotosíntesis, Ptc , 

IV. OONTaJIINACION DB PRODUCTOS OOMO: CremRs emolientes, lubri-

CF.ntes, cremas f a ciHles y pe.ra lAs m~mos, poma­

da.a, acei tef'. vi t emínico s ; Rlimentos enlatados C2, 

mo je.leas , frut Ps en almíbar, aceit es comestibles. 

Harinas y huevo entre infinidRd de ~reducto s mÁE, 

CUADRO l. Algunos efecto s tóxicos ori t:,'in':"_dos por agentes ouími­

cos. (Ilestrepo, 1988). 
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r or l o r:u e conci erne r, l n cont Pr.i ina cióri c.€ ~ limentos, t1éxico 

en m.ll r. erv s a s ocasiones h ¡;. eu;:rido El reclv- ~v d e <•.leu,"lo s de sus 

>1•.::, (u.e t o~; agrí col l'-.S e11 e:!.. 1.1e1·c;-.c).o intern1-> ci on ::.1, :rri n ci ~ 1 _1- • lmente 

por parte de los Estados Unidos, YR r'ue se han encontr::ido Pl t n s 

concentr&.ciones d e 2.groruírrii co s en ~ · elüno , tone:t ~ , ch :Llf:' , cebo­

ll ll , free ri , etc., '1ropicif-nr1o e;r;:.r• 11el:' pérdi tl.2.s e con6mi" :-.2 p::i r P. 

el país. 

Ra.chel Louiee Carson en 1962 en su libro ti tulFdo Silent 

S9ring {Prim~wera silencio s~· ) re c ,' l CP riue por el u :=:o indiscri­

mina do de los pro c1 uctos ouímicos, el hombre pued e e.ni r uilRr es­

pecies in.Cefensa s y Útiles al m;emo tiempo r u e a a<1u eJJ.2.s a las 

oue en refllidfl.d trata de eliminar. (Asir.iov, 1985; Deh? ch, 1977) .. 

2.1.2 CONTROL BIOLOGICO 

El t~rmino "control biol6gico" se cre6 en 1956, !}El r P referi!_ 

se E l A mayor:! r'. de los casos de interfe r encÜ· microhi Pn1=<. {Me­

asenger, 1976). El control biol6e;ico i n t entP l oe,rn · un:, r ee;u1A­

ci6n p ermEtl1ente de poblRcionee recurr iendo al uso d e organi~1os 

biol6gico s p!'lr n controlar microorganiBl!lOS perjudici~l.le:::i. 

CualC1ui er a¿ent e rnicrobi Hilo d e con t rol dehe reu.··..ir ve.rí o ~ r!_ 



10 

ciuisi tos pPra ser efectivo P: el P.[t nte. debe s er :ü t::u11ente es"()e­

cífico · ll8J:' fl deter:nin::tdo s !Jatógeno s . :::.:t'l i 'lUch o ;; IP.Íses éste e ::: un 

re(luisito l eg Et.l; el org;c.ni pmo tien t:· c•u e ser fácil c1e producir, 

pues de lo contra:r·io su uso puede s er i nco :.c t r,;-i i ,1;:·; también, c1e­

b '" tener '--l-'l 2 (~~!0<10 latente en su ciclo üe vifü: ClUe perrni t "' PU 

almacenamiento; es cpnveniente. (lUe l P l•r e sent09i6n del agente 

microbüuio sea similer a la del plaguicide., !JH Y'f, lJermi tir sµ 

aplicaci6n por medio de los eC1uipos ya disponibles. {Restrepo, 

1988). 

Existen v arios tipos de: control biol6eico, CP•l n uno con sus 

fun damentos establecidos con respecto F. principios ecol6gicos -

distintos. (Restrepo, 1988). Los princi l1ioe sons 

1.- EL CX>NTROL BIOLOGICX> CONSERVATIVO, buso~ mantener y mfin~ 

~ar el medio ne.rA. conservRT a los enemigos ne.turFtles de las Pl!l, 

gas, lo nue im!>licE unf< rn e ?·Clfl de cultivos y métodos cul turpl c;: ; 

dirigidos hacia el mPntenimiento del e r.uilibrio del ecosistema. 

2.- EL CONTROL BIOLOGIOO AUM"!.mTATIVO, lA i ntroducci6n del 

agente de control d.ebe efectuarse antes de oue l e. pob1Hci6n 

llegue a nível el• :daño econ6mico , combe.te v arürn ;Jl:le 11,s a la 

ve2'·, pero puede ser un peligro p1- 1' ~ :" l as e s pecie r:: l, r-t téfi c;:i,s. 
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Del control biolót;;ico : 1;.ment< ti v o existen abund:;,ntes trA.ba--

jos como lE línea de R.tarue, .organi11.aclc> )Or CRrrol Milton, oue 

consiste en utili 7,•:r las 1')ropias hormonas de los insectos. Pte--

diante el ciislPmiF:nto y Epliceci6n de l F ll fll!lfht P "hormona juve-

n11" se puede intercepte.r la fase adul te. dur!Ulte el tiem!)O nec~ 

s flrio pa.rp matar al insecto. Otro 1·té todo es lH utili z,,cicfo . . 11f:' -

hormonas sexmi.lee para cF;iturHr insectos ma chos. (Af:d.nov , J_')fl"i; 

Debe.ch, 1977; Stoker y SeHger , 1981 ). "Sl con+.rol bio16c;i r o P. h.::;_ 

se de insectos estériles conocic1.o COl'O Cl •ll t} ci ). autocidP. o t écni 

C P. del insecto estéril , tambi~n, a. dado buenos resultados. (Al~ 

ja, 1984). 

se logra mediante la selecc16n y producción de rilantas resist e!!_ 

tes a ciertos pat6genos o mecliante la utili11.acj.6n de otros mi-

croorganismos oue senn 8ntag6nfcos a ellos o C1Ue los pA.r~1si ten. 

En los últimos Pño s a cobrado un considere.bl e interés el uso de 

hiperpar~si tos o microo:re¡:,nii:;:qos anta.g6nicos pe r a controlRr l a s 

enfermedades de las plantas. (Restrepo, 1988; Stoker y SePger, 

1981). 

3.- EL CONTROL BIOLOGICO CLASIOO, introduce agentes de con--
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trol oue llfl.gan R ser una pRrt e integr Al del ecosistemA, :Sjerce 

un control extenso con rel ::tti v a. inversi6n monetaria, lR cuRl es 

mA.yor en l a etPpe. inicie.l ele lR investigación; r:>ero <l esnués, el 

uso del a.gente tiene un precio muy bRjo para el agrícul tor. Ti~ 

ne un nivel de éxito <i<:- 1 55 r- 1 75%. 

Exist en Hbuntl nn t es reportes de control bi cJlógico clásico, C2,. 

!P.O el control (!Ue !'le desa.rroll6 comercialmente y pRra el CUFll 

en el aceite lubricente de la cedene de moto si er r as y :;o lon~L P S 

de Forne s Bnnosus se a plic?..ron los conidioi=: oel r-i rit Pe;oni s t H ~ 

niophora gigantea.. (Ri shbe~h, 1963). 

Ba.cillus thurine;iensis bacteriR ciue fortmJ. esporas y pro c1uce 

uno o mÁs cristales de ~roteína tóxi ca (endotóxina-delta) con -

c a.da esyor a , h :;; re sul t :::i.cJ o ~er un buen ?ro d.ucto r de bi oins ectic!_ 

ct? , cuPndo las esT)()rAs y crist r, les son ingeridos 10r i n s ecto 13 -

susce ptibl Ps , lo s partes bucales y el intestino t"lUedi:m uaraliz~ 

dos destruyéndose el epitelio intestinRl, ~ero lfl. muerte ~uede 

ocurrir trunbi~n '10r septicemia bact eri anE . Esta bacteria es pa.­

tógem=.. l) fl. T P. los siguientes órdene :: de insecto s a Le 11id6,oterr", 

Díptera, Hyreen6ptera y Coleó ptera. Entre lo s pro tlucto io el ::: bor a­

dos a base de Bacillus y oue se expanden comerci Hlment e F ni vel 
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mundifd se encuentrnn: "Thuricid.e" (1!. thurineienRis), ":OOON•• 

(Ji. popillie.e) y 11Ja.pidemio". <e· lentirnorbus). (1':i.aher y Rosner, 

1959; Hanmy, 1953; Krywienczyk y LÜthy, 1974; Yousten y_ ~ogoff, 

1969). 

Medifmte t~cnice.s de ingenier:fo_ gent.ticH se esta trP.t <:-:ndo o!?_ 

tener ce ::-i2.s más po~entes y virulentas de bP.cterie.s pet6genRa "'· 

insectos y 2JI1pliar su es':'.)ectro de ho i:'_;e ci.eros a loe cuales infe!:, 

tPn. F.n este sentid•) con lEt mani '.mla.ci6n de genes clonados en -

pl~smi d o s se :iut:e1e mejor1=tr lc1 . .:ie.togenicide c1. y ; r0ducci0n de 11• 

thuringieneie. Actualmente la incor:;o:rr- ci6n de genes oue codif!, 

can p <U:'f< la producci6n de l~ t6xinr- de E.• th'..l~in;·>;i ensi s son in­

troducidos direr;tc<.mente F, las oélul::i s ~e .:. F:o plRntAs por medio 

de plásrnidos, ~roduciendo lae c~lulae de las 9lantas, c~ntidades 

suficientes de t6xinR pe.rf!. me.tar insectos. (Yanchinski, 1985). 

Recientemente se han utili?.a,fo co· rJ. ·:,u.ostoe llamF.dos siderófo­

ros para obtener un incremento en la ~1ro ducci6n de papa, remol.t;, 

chA, rábi:ino, cere?,o, trigo, etc., mediri.nte le bact erizecicfo de 

tub~rculo s y suelo con c~lulA.s ele PseudomonHs fluorescent es, 

ndem6.s de controlar ciertos microorgenismos fi to9at6genos. (Ifa­

ruge; et al., 1989; Teint? e et al., 1981). 
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2. 2 SIDEROJOROS 

fil t6rmino sider6foro fue .,.,ro 1Uesto :_:>or Lankford P.n 1973 pa.-

ra substituir los existentes C0 '.:!0 si<leroc?·on.o ("IUe denote. lr:. !!IO-

l~cula libre de hierro, mientrHs r·ue lri fo:rnip asocie.da Fil hiP.rro 

es referidf1 como ferrisider6foro. (lhery, 1977; ileilF.nds, J.931 

y 1982). Los sider6foros se definen colrlo com puestos de bRjo pe.,, 

co mol~cular de 1000 d~..ltones n ".lroximadamente y que 1resentan -

una A.lt P.. afinidad -,or el i6n f~rrico. (Neilend s , 1981). 

2. 2. 1 CLASIPICAOION 

Por su extructurP. ("IUimicH existen dos tipos de sic1er6foros -

de amI>lie. distribuci6n, el ti'!'l<> ca.tecol ~ y tipo hidroxama-
0 O- OH OH 

to (-~N-). (:::mery, 1977; lfrederick et al., 1981y198la) 

SIDEROFOROS TIPO CAT3COL. 3stoe generalment e:: eon ,roduciclosc. 

por bacterias, sien. \<') reconocidos riuímicHrnente por present:--.r tul 

anillo R?'omático en su estructura. Bntre los sider6foros oue 

pueden ser clasificado s en este grupo se presenten en el cuAdro 

2. 

SIDEROFOROS TIPO HIDROXAMATO. Estos se encuentro.n presentes 
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en honeos, bacterii-~. s y ~·.lt;P~ .• (Cody y Gross, 1987; ?r~d r,:r-j_ ck f, t 

al., 2.981 y 1981~; Gorrine1~ .et nl., 1990; Powell et el., 1980). 

Les sider6foros cl,,--. ,,, ificEdos en este gru::)Q ::: e :)ue<len observPr -

en el cuc.dro 3. 

2.2.2 BIOSINTESIS 

~ ácido corÍS!'li co es el ;lrecursor ert la biosínte:::is <'ie los 

sider6foro s ti ~X> fenol-catecol, I:lientre e r.u¡; ;::in·H lb bio síntesi F 

de los sideróforos ti,o hi ·trox:,.;niq i~o, se cree oue la hidroxilR­

ci6n tle los gru!lOS ;:;mino de las moléculHs ocurre enzim~.ticP111en­

te a ¡>artir de aminoácidos libres y oxígeno. LoR T~-hidroxi,,rdnof. 

cioos y otros hidroxamatos ¿ueden entonces formar uniones peptí_ 

dicas, aunoue el mec2nismo ele síntf;sis no <er- rihos6mi:;tico. (:ile~ 

korov"' iny, :i_g80). :.r b~0s!nte:::ie d~ los eider6forrJs f!E' r-ec.i.•lN1 P 

por el hierro y ,;n fortn« de cor!¡1lejo es reconocido por receT)to­

res de .1ern.br:fü . específicos. (Neil~nds, 1981). 

2. 2. 3 PROPIEDADES ?ISICAS, C?UIMICAS Y BIOL01I~AS 

Lo s sidar6foro s en genf:ral son carPcterü ¡:,clo s 0or l::i.s ~·ie;1.<.i '- !l. 

t es r1ropiededes : 1) son eintétiz-ado s sólo cunndo los microorgfl­

nismo~ !? e encuer .. t nm en condiciones de defici encia d e hi El rro; -
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NOM1lRE DESGRIPCIOII OUIMI CA ESTRUCTURA QUIMICA MICROORGANISMOS PRODUO'1'ORBS PAMILlA AtJ!ORES 

Peptído dcli ~o con 
c~3 un trireptido de rl. 
I AFEer!illue nieer Bnery , 1978 

PERllICOOMO Rcl1-N hidroxlorn1tl c;:O ... 

n$\ y unn comldrUlcidñ I '.,F'. N-. vnri1tble de e11clm., I RhhOpUB ~ Nal1pnde y L.Qn~ , 1~86 
• erina o p.1JUltnR • "1al~ 

ci e \0- ~~ -eu.,-, '!l- /itH-cJl- eó). 

Unidpdee rftpetirlRe -
de l-nmino-w-H-hldro 80 ~ de lo o ;\ ct illOrni CH t0 1"! 

y.1~mino nlcF4llo (pen: ""')$ ,CM. (~s Strepto!.!!l(ce . stre2tOmlcetRceae 
rERRI OXAMI NA. tAno O butnno 1,1 ter-

c.W SÓ w.,¡ ""-<.' \-~ W-c nRdo con ~c. Qucr.!n!. l' I 11 U 1 I " MlcromonoAllOrf' ni oromono SE:2,rA.C8R.8 Neilnnde: y Leonp;, 11'11) 
co o .cHico. ,~O o"'~' o 
"DeeferRl" ( Cibn- NooRrdia. NooardiAcMe 
Gelgr). 

-
f_N_ hldroxl1-L-o rni B r·~ ~o ,r ~~ PU:JAiUNIN A tinR. y ~c. cie-D-me- Nofc-f-ccu...t-N- \ ~'J - '."J~ 

~ N.llande y Leon¡¡, 19116 til Glut nc6ni co . !. y o tro R hon-
H H<.:s'l~ ,. 

Pepti~o clc11 co oue , 
1981 I LB mAyor parte d. loe J.Predcrick et j·l •• Y ACIDO preanntn. un f~H hf'ti t\!, :.x"1.(',,_c.-du 

nr.rldiom1cetoe Ba81diom1cAt~ce~e 1981" RODOTORULl CO y C'nte ,1p. r-Il-hidro-- """.'-N ,,: 1 1I 
Rho clotorula pilimanB.e Mill.~r e t ni . , 1 9~ ~ I >:ll -L-o rni tlnn . • O 111 O 

Nel1 and s y LeonR. 19R~ 

t'}ontiAnen citrnto 1- ~A<'(.,)~_"'-'-'I\) B. meeatE>rium &cl11 .. oe" e Mulli~ ,· t nl . , 1971 
"mi rlO-3-( N-hitlroxi-N 011 If~ g Y vfu'lRB CP.pflf' . de cit'no-F.SQUIZO QUINONA 
-ACfttll) runino proPAnO. • 0." /Ir R 

bAc t t;; ri ~ s co¡no Nel1nn oa y Leong, 1')86 
"N y"'ll).-N-<-<u.. .\nabA ena SIlP. o ¡ "d' Ad 

.. ~.Al<CNu..-N.(-CI\.¡ Aerobncter ~eroe.neB Elnery, 1978 
jAEROBACTl NA Cont innf'm cit rn to .H M~ I !. f1nvesc p.n s ~terobAct8r1Ace~~ 

C.OIH .. - " ~. terrec;ene Nei lRnda y Leolle, 19116 
MM y'-c.lhh_N_c.-dU 

o'" j n.c.ooN •• ~ 
• Al anery, 1'l7~ ~. ",,}._N",_U1~ 

RTRODACTINA Co nt1 l>f"!r:n ' cí t. n .. t o o. ,,~ g Arthrobnct (!r ~. 
J.frj l : 1ul:-, y I,eonr: , l'lP ~ r.4U JI/' : 

." "Nr.(U"}.~ 
Contianen fF!1101nt,) y 

Alguna. mlcobacteriRB MycobR.cteri ncane F}nery, 1~78 ~COBACTl NA Rcldo s grasos Auati-
tuyentee l1poeolublee. Nell/tndo y Le0"4I, 19116 

EXOQUELINA 
E)'ne ry, 1978 

ZlcobRoterium eme~ti! !OCcobaoteriRoeae II.llende y Leong, 1!l86 

Contíp.ne 2 dll'eptl- ~_sc< PBeudomon~~ aerug1noe& "'~nrlenhnum ~t 1"11., 1983 
doo Ser-ORorD y Lya ,.,..bH-o .... " o .. 

" I 
PIOVXllIlINA -OHorn y un tetrA-- e-", P. fluore.cenl! Peeudomonadaoeaa Meyer y Abdpllnh, lql\Q 

peptldo, Thr-Thr- ~\"_-¡"-L,5-"ND 
Lya-Ofurn. 

~ . !i!lri!!liae HohnAdel At f'l., 1 0 11 6 

Conti Pone ~'O r "1 on o P:l • ~.I 'r'- ~ iCOR H 

I de etl1endiRmlno 
~'&}~) úll 

Sm1t et n1., 19115 ",1 
rZOllACTlNA Ilicnrboxil como el"\!. ,.) ~J AlU 

RhhOb1Wl~ lIhil:obiaoeae 
pos coord1nFldo ~ nI oH I 

,o. N J..v,. c. .. 0 Nel1And~ y Leon~. 19R6 
I 

metol. 
ef} 

~SEUDOBACTINA 
MOOTfI'8 et nl., 1911 4 

PIOOHELINA 

PI'.RlUI.lIGlNA 
Teinhe y Leonp;, 19111 

PERRIBACTINA Te1ntre et 1'11. , 1'lr.1 
COPROGENO 

rRIORNICINA 
Wendsnbnum et ,..1., 1983 

SlRINr,om CINA 

entre otros . 

CUADRO J. Cl~riflcnc16n de loe nider6foroB tlpo hidroxBmRto. 
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2) son ei:I)ecíf'icoe !'<:-1'.", P.socü .. rse c t)n ,,1 ión f€rri~o y tienen _ 

;:>oca afinidad por el ferroso; 3) muchos sider6fol'o~ conti<>ntm -

-iT-hidroxi oJ'ni tina ; 4) COIlO resul t~do de E'U CP.PA.Cirl8.d de for­

mar .,1 complfljo con e l ión fh'rico, lor" sicf'Jr6foros incrementr.n 

e l rpll6'O de entrada de aetos catioIHHl a la célul8.. (Meyer, 1978). 

Los sider6foroe ti no catecol se solubiliz é'.n en compuestos 

orgánicos COlDO el etihl.cetato o en solventes como la e.cetona. :r 

el etAnol 8. pH 2 o menoe, mientrA.8 "ue lOH de ti }o hidrox¡'ID,· to 

;~on h i dro80 1vbles, ro excepción dG las r.licc:·'¡¡·c tinae . (":in{"ry, 1977; 

Neilands, 1981). 

Todos los siderdfol'OS preeente.n unl't Hb~orci6n r.W.xima en el 

n.u~ de luz. ultr1>.VÍol.?t F ~r de luz visible cURndo se coorc1inAn 

r on el hierro. LI'\ mayoría le los cO!!lplejos, son colorepo.os en -

presencin de cloruro ff. :crico o perclorato f~rri co, f<ielJ(10 lste 

un método para detectar 11". preeenciE (~'" sider6fol'Os en el medio. 

J,1ediante ~ste m~todo los oP.tecoles present '-~! l lúL 00101' vino y­

tienen una absorbenciA. m~ximfl A. los 495 run., por otr 1~ parte los 

ácidos hidroxe.micoe !,resent ~n Ui.1~~ color ,' ci6n naranja y unA. ab-­

sorbencia máxima en el renuo de 425 a 450 nm. 
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CuÍ'.'!liCP.mente t 2mbi€n ::;o.n detecte.bles medifmte mftodos color!, 

m~tricos. Los catecoles son uet.:; ctr-c1os gener2_l'11ente con el refl~ 

tivo de Arnow (nitrito-rr:olibc1 Pto), siendo ~stn unR :oruebf:1 i::ele~ 

tive para los gruno s de anillos i:iromáticos. (Arno t•·, 1937; Nei-

lands, 1981). Otro método 'larH l f'_ irl ~ nti fi•-:'.~_ni6 n de 'stos comuu ·-
estos es rr.ecli1>nte el r e :.•ctivo de Hathw&y (cloruro-f r, r ri c:i i:r.uro 

f~rrlco). ( Reeves et al., 1983). r.os aideróforos tipo hirlroxPin!!, 

to eon detectF.,1oz r-eCliante la prueb2. ele Gsiky bP!:: c~o en la oxi-

tectados por el método u€ Gibson y I~:r¿r é. (1969). 

Los solvente e: mf.s uti: in1clo !2 pPH• le extrn~ci6 !1 dr; si der·ó f o-

ros son: oceteto de etilo pA.r a los de tipo CP. teo')l y el :üc0hol-

bencilico o clorof'ormo-fenol 111 p11ra el eru:;o hidroxfl.mato. (Ne!, 

lAnds, 1981). 

2. 2. 4 MECANISMOS DE ASIPILACIOI·; I.IE HIERRO 

".:l. lJroble!lll-l de la f'.similfl.Ci6ri celulPr de h ierro rme<~e r:;er 0!_ 

vidido en dos estados principPlrnente: fil primer e 2t P..do, r:e el -

pro l::le:na d8 lP o:oh:. bi li2+d6r; <" el hi. erro extrpcelvl r r. Bl h i er-rc• 
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te insolubles en fonna <le 6xidos de minerr.;l.;, s t ; ' lP-~ <:: ' >:Y• : hemR­

ti t n ("!e 2U;.), magneti t <:. ("le 20 4 ) y limoni t i~. ( ~:JeO( CH) o como flUl­

furo s como piritH (1"es2 ) y burnit ~ (~?e34 ). Este '.'.'roblP-m,.., c;13 -

debido a rue la solubilifü:1d ele las S"' les de hierro ,, st{ estre-­

chamentc relacionr.ll1~ con el pH del suelo; en suelos ~lcnlinos -

L • <o ; l u'.Ji lid?.•1 cUs:niHiAY'-' !)rinci · •filrnent f~ tlolll~,, ' 'l r H puede 8lC~!1, 

zar VP.lores de 10; y el e1entos t~·le s como cobre, !!l f" ngimeso, ni-

del hierro , dando oor resul tE<do oue el elemento s e ;: ·X>co :=i cc es!_ 

ble ¿er:i l Rs plantas. (i.:mer7, 1977). 

:si ~egundo t:f' tado &sta relRcionpdo con la. "uel::tci.Sn :por sid~ 

r6foros y su transferenciR H receptores de membrana esl'.lec!ficos 

co:no em:ir:w s o proteínRs. ( Flnery, 1977). 

2. 2. 5 TRANSPORTE DE HIERRO MEDIADO POR SIDEROP'OROS 

El trF.-ns porte lfo hierro mediado por ::licler6fnros sr' :•oclría e!_ 

plicar en bese a tres mecanismos& en el primero los sider6foros 

'V ' asocian con el hierro clel medio, el ferrisider6foro "'9 trP.r1,:a 

portado Pl interior de 18 c~lulR y allí es liberado por hidr61!, 

sis, s ienr1o el Rider6foro utilizr;do s61o unH ve7 .• Eh el segundo 
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ro es reexcretado P.l medio. :::xi. el t ercer mecPnisrno, el h11'1'''f) -

es se~uestrarlo •1el mt: •1io ) O :C exo 1:·,.i.eline.s, nu~ r o[ tE:riormente lo 

[;eden P. las micob~• CtL-,<,_S (lOCP-1.i1"edEe en V~s l)Orciones '_ i· ,JfÍli . . -

rior de la ctSlula, donde es reducido p~ü'<:: ser removido de lfls 

micoba,ctines. Este mecanismo ocurre en micobactEoriPs y orgP11is-

mos r·ae utilizan ácido ro 11,) tcr-(J.ic·o. ( l'inery, 1977). 

2. 2. 6 CONTROL DE ENPERMEDADES DE PLANTAS MEDIADO POR SIDEOO~RO) 

Investigaciones recientes herL demostrHdo rue el eobrene.dente 

Ce medio gastado (sr.:G) de una serie rle ce1ir·s de Rh.izobium r.>hE-

~. logró inhibir f!l rlesarrollo de Xrulthomonas cempestris pv. 

-:ihR.seoli . haste en un 90~ medi2nt1? le rref;enciP de sideróforo"' -

en <:l :JI.:(;. (Peral tr:>. y Carril) o, ::!..988). 

La ~plicnci6n de s id€rcSfo r os º'" 3.· l)haseoli en lAs hojPR c1e 

yilant~•.s de frijol, reduj6 signifi ce.ti ve.mente el d~ño caueRdo 

por las cepas br:icteriflnas ! • cemneetri s pv. ·nhaseoli CBP 123 y 

Pseudomonas s:yringEie pv. oh l.'lseolicole. Estos r esul twlo s inrlican 
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C1Ue los sideróforos, adern~s, de ser efectivo s <~n Pl c0!:"!1" 0 t •) ,1l' 

enfermed ade ~ pro ·.1i;•r: .~., 1 : : ;·:·{ces de h 1s •1 1-int:>,., , pueden cons­

ti tuir um1. buene opc16n en el co!.t ro l de c 1 1f~n!l• .1 , .1 e s f oli Pres. 

( p erRlt~ y CRrrillo, 19880). 

Se conoce oue l'seudomonae s pp., colonizfl r$.pi1l runent e r:::1!ces 

de plantPs y causM incremento c; r,n 1:, p ro ilucciS1i. 3in •·mbFr e;o, 

se observó unP. reducción Eigni f icc:tiv2 en lA. ".'Obl Pción de hongor:i 

y bc>.cterit~s de la rizo s f er n . TJn2 ex 7lli cP.ci ·)n r est e fenómeno, -

"' S un rr.ecaniArno en el cual lP- cor;,pet enci P ¡ior el hierro limi t ~u 

tt:! en el suelo de s empef'. o un pe.pel central. c~·ieger et al., 1986). 

L~ cianobacteria AnabRena ~·· dur~nte el proceso de fij a ción 

de ni tr<Sgeno, excretr> f>ideróforos dada l :>. demandP. de hierro que 

"'.i ··1_e dicho organísmo. Por co;isi guJ r,nte, .o\nA.baenP. ~·, incremen 

ta r,u crecimiento a la vez oue restrine e clirecte.mente el creci­

o iento de otras esyecies del !.'.l edio ?Qr la utiliZP. Ci•~n <le sider~ 

toros. (Murphy et al., 1976). 

Eh pruebHs llevadas aca bo en el campo inocu1 Pn t1o ;.: f"rr1illAs de 

pnpa , remolRcha y r~bano con c~lulns de !:• fluor eecens uutida -

s ·~ oLtuvó un incrt-rnento en el crecimi en t o d e l ;is 'llant rts y en 
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f ::nte de lF. ~udriciÓ ; 1 G.e lr; r ::Í :· de le. !)Ep a . (.Kloe~:::i er et ~1., 

i ::.;-)O). 3in ernb ~1j'LO ~ ~·t o s i:-:isnos •1utor "' " reportFn ~ue ln pseudo­

b2ctin8.-férric::. no :-ir·m;.ue·-re el dí-! s arrollo d e l ::i s Jl ~tnt P s Of: pa--

suelo permite r•ue el hierro '.)recipitf•C:o :cr: r= r,-o lubiliz~r1o, (?o--

~ell et Rl., 198J). 

2. ~ .dir.:ILAGIC1i'l Y TIL I: ~ !'OUT::: J : ~ :-iT;;'.nG 

Zii MAJl!IFEROS Y PLANTJ.".i SUPERIO!lES 

3e tiene co:1'.)Ci •.1:i P.11to C'UE' célulPs mutnntes de mAmífero tran~ 

formHde.s ( B~B 13T3), adApfladae a crecr:.r en ~ci1lo piolínico fot, 

m:o<11 co!!l 1ue2tof: con ligadur·as de hierro llamnd::>.s ?nctor-SiderÓf2, 

ro de Crecimiento ( SGP) ('!Ue se demostr6 rue e ~timulf-ln l ~. 11.bsor­

ci6n d n hterro, pero aún no ha. eido definido ("IUÍmice.mente. (Ne!_ 

lends, 1981). 

:sri humanos, lA mayor pR.r t e del totel del hierro 11 el cu H .. :·o -

e::: in1TP.celular y la peouefia ci>.ntidad de hiP.rro libre en flui-
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e -18 dos del cuerpo 10 M, Shelley_ y PR.yne) )Otencb.lmente dispo-

ni ble pe rA. pE1t6genos invasores, esta limite.do por las prote:!ne.s 

transferrinae y le.ctoferrine.s de alta afini 1)_:-< cl El i6n hierro. -

Durante la infecci6n, el mflln!fero hos :iedero, r educn 1 2 CPntid :c ü 

de hierro en el pla•a srmgu:!neo e i ncrementa el l"'lmncenPrtliento 

Ce est P o etel. en el híg;,.do. Bt>te capecidEid del ·hos-:iea.ero prir~ -

negar hierro R los microbios invr:tsores se l"' hP. llPmPrlo " I?1T'.lu-

ni dad !·'.utrir:ionpl ''• (L ,:;ong y Nei!Jmds, 1981). 

La ffn' ei t i'.'1 ~· e s una .:n·o t eí na complej P fo:r1micJH '.JOr 24 subuni-

dades idéntices, ClUe tienen un :per::o mol~cul.ar de 4.5 x 10 5 da!. 

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

como al Rlmacemmiento de este elemento. Lll trRneferrine es ªP!. 

rentemente una sola cadenf. polipeptídica. de peso moláculi:tr apr2. 

ximade1nente de 8.0 X 104 dal tones y SU funci6n ee trane ~X>rtAr 

hierro. e ~ery, 1977). 

L"l.s :olantas eu'!)eriores son lo f; or~rnismos aue dem:>ndpn y re-

<'uieren unA. mtyor cantidad de hierro A. cot1.:pP.reci6n con loe Mi-

males, lleg~ndo a contener de 6 e 7 veces más hierro en ~eso S!, 

co. PA.rte ele este r e tueriniento puede deberse a la necesidfld P!l 

ra la síntesis de clorofila. Acerca del mecEmisrno 1"olecul.er de 
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ningun~ t eoríi: s61icla. ( Bnery, 1977). 

Les plante.s producen ~cido hmnico y se ha especulHdo su pa­

pel en la solubili2pci6n del hierro. El ~.cido ht'unico eE" vnr· mez. 

cla mRl defüú.1h• rle veyjos ~cidos C<l..".'iX>.Ílicos, teles corno el 

cítrico, fumárico, ox~lico ~' succ:f.nico: la excresi<Sn de teles -

eubstancie.s al suelo disminuye el pH y en conaecuencii.~ P-1 hi err•) 

se solubilize. (~ery, 1977). 

Los fi tosiller6foros descubiertos por Takagi en 1976 en ra!--

cc~ de ~ sativn y ~ sativa son aminoacidos ~ue poseen 

la cA.racter:!stica de o.ueler hierro. (Nishizawa. et ~l., 1989). -

Loe fi tosiderdforos conocidos actualJllente aparecen en el cu2.llr'o 

4. 

Bajo condiciones de deficiencia de hierro, lRs ~lentas gramf 

neas excretan fitosiderdforos por las raíces, para disolver el 

hier-ro insoluble en la rizosfera tienen receptore::: pe.rP los fe­

rrlf'i tosicler6foros. 1stn re s ·-1uesta adaptativa fue llAmada "Es-­

trategÍa Il''• (Marehner et aL, 1986). 



NOMBRE ESTRUCTURA QUIMICA 

Cº" cooff cooH R1 = R,_ .r H 
R, N """'NH M NI OOTI NAMINA 

Ri RJ 

ACIDO MUGINEIOO R,:: 1 l,_:~.a.OH 
. 

ACIDO 2'DIOXDWGINEIOO ... = Ra =" R,¡~ OH 

ACIDO 3 'HIDROXIMUGINEI .;o R :s R,.:: R3 :oJI 
1 

C.0011 cooll c.oo• 
ACIDO AVEN'IOO 

MO AÁ11H M 1141 /\ÁOH 

c:ooH cooH coolt 
ACIDO DISTIOOIIOO 

<,,H 1' 11H M 
011 OH 

CUADRO 4. P:Ltosider6foros conocidos actualmente. (NeilAnde 7 

Leong, 1986. 
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L« biosíntes is de el f> ciuo muéi.neico en las grrunínee.s no hP. 

s i do muy (~:'.' tudi P. cle., Bin embe.l'go sf: snb<:: C'IUe el pr~ cur :;io r e s 11=1 

L-met ioninF . (Hori et 21., 1987). 3e h e> intentado obtener l!ne<1s 

de céluh,s de cebe.de. c-ue producen y excretf\11 f. cido l!iue ineico en 

condiciones defiGientes de hierro. (Ni shi:'c.wt• et Hl., 1989). 

Por todo lo antes mencionedos la utilizaci6n de sideróforos 

podría constituir una buena 0 9ci6n en el control biol6e;ico de -

enfennedc>de s de )lnntas de imoortanci P. econ6~i e;:-.• 
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OBJETIVOS 

l) neterminac16n de ios níveles de producc16n de sidP,r6foros l'lre . · ~ -
sent "' en el medio gaetHdo de Rhizobium pheseoli, !'!. l o l ~:reo -

del de s arrollo de los cultivos utili7ando medios CAJU'entee de 

:ti erro, mediflnte bioensayos de l P. a ctivid?.o de pro1!10 v er o in-

hibir a otros microorganismos en me,Uos Cf'rente i: c~ e hierro. 

2) Oonf'irmaci6n de pruebes ex!)eriroenttle s p :::i.r::i detennin:=i.r el ~ 

po 1'.'UÍmico al C1Ue pertenecen loe sider6foros ele 1!• phaseoli. 
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presente estudio fueron& Rhi zobium nhe~eoli cepas C~ Mexs 1, 6, 

9, 13, 19, 28, 43, 4'1 y 46; Es cherichir< ~ RW 193, Pseudomo-­

nas solena cearum y Xanthomones c runuestris CBF 1 ?3, obtenicl <> s 

del Cepario del LflborF.torio de Gent§tica Mol~c1.11 < 1 r, Centro de G!_ 

n~tice. , ·~legio de Postgrndupdos, r.iontecillo, E.do. de f.Yéxi ·~o . 

3. 2 !1~ -:::DIOS :::l~ CULTIVO 

I,·)s J'le •li r-' ~.- c1f, cult i vo °t <'nto parFt la pre s ervc-:ci6n y desa rrollo 

de los microoreaniamos fueron& LevHdure. t;l úco r,;;' (YGB), LevP.durr> 

me.nitol {"{IiíB), B de King (HK), Medio de J,urie (L), J·!edio mí nimo 

para Rhizobiwn (M) y Medio n s in ::.i'eCJ. 3 (M-Pe). Curoldo loa medioF­

se :orepararon en condici6n sólida se les R6rP.e ó aee.r por l i t r o 

t'l e 1nedios 18 g ~era YGB, YMB, BK y L mientras l'Ue pa.rp los Me­

dio s n y l'r-?e se utilizfl.ron 16 g. (Vincent, 1970). 

J. 3 PREPARA~I O~I :::r; l..O S MEilIOS l)~ CUL'l'IVO 

LP. ee terili ZPCi c';n d e l oE medios de cultivo y f:'oluciorn,~f$ con-
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centrHde.e utili2-Adi:>s par,, 1 8 ~)rey•r ·.: i6!1 de lo ;c ;~:edio8 c~e cul t;!;_ 

vo P SÍ co ::r:o •,l trFt<:imiento ciue se le di6 El el materiHl de c1·is-

t:ü ería fue el deecrit6 por PernltEJ y Carrillo (1988 ), con lP s 

si gui entes VHriacione s s cJ n :-teri i;J. de cri stalerín co:1c> 1-, ,.._trP-­

CF:s de tubo l HterAl ~' c :' j Hs Petri p<i.I'a ::_:>re ;:i 2.r·Hr cultivos en me­

dio M-?e, fw~ron tratado s con :-rci 1 N uur:0 n t e 24 horPs, t :rrmsc~ 

rril1o r.,st e tie:::i :::io s e lavaron 10 veces co!! : '-:u:.• desioni za da . La 

esteriliZF•.ci6n de los .neJ ::. os •le cul ti Yo y soluciones concentrn­

das se efectuó en matrace ~ ~lemney t:r de doble capncid::i.d en un::i 

au t ocl nve de va3Jor elé ctri c :=.. :·. 1.05 Kg/cm2 dur1mte 1 5 ! rlinuto~:, 

la esterilizRci6n del materiHl de vidrio tam.bián se llev6 P ca­

bo a la ~resi6n y tiem!)O antes mencionados, excepto lR soluc16n 

de glúcosa, le. cuál se e!'!teriliz6 u o. 7 Kg/cm2 durPnte 10 minu-

L?.s s oluciones de HCl, FeCl. 3 y vi tf'mines E:e ei::terilif.i:•ron 

por filtración con membrf!nHs Millipore de 0.45 µm en soporte de 

vidrio de ?5') m1 de CH!)acidad, con ayuda de una bomba de vacío~ 

Ir:re la preparaci6n de lo s medios de cultivo y solucionee se 

utilizó a.gun desioni 7.e.uE o tri1leetilP-cla, e :rce:pto parA. loe medios 

YGB, YMB en los f' Ue se utilizS aeur-> de:ctilada. L?s soluciones -
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:n~ni ~iUL'.~'.oD ·· r1 fom :o ef't~ril SJ'P.nte e. v.r• tif:;Ch!:-ro ?if:J-,e-r. Los m~ 

cliós dl'o cr..ltivo ~6lido s := e- v•0,r-'; i e r oi1 , ~ : 0 ;.: i!!'.~( .·¡JiE, r~t E :25 ~:ll 

;:io:r C<:' j&., en C?.j <·s :;:'e tri estériles o 3.5 >nl e11 tubo s Lle vidri o 

~; .stS:::-il e ~· rlr) 100 Y 10 mm "pyrex" procediem1o a inclinHrlos h c>.~ 

t ? flU.:O ~oli difiC?! ' F<l1 o 

3. 3.1 MEDIO YGB 

A l'.)00 :ü r1e agua de s tiladµ 1=,n un 1.1Ptr"" (' i:- ?000 :'., l rl.r-- e' ·y i.­

·:::i.fü·u se le agree;6 1 g de eztn cto de l ev;.; oura , .. e ''>t E:1·ili ~ '~ :' 

se ')roce<li.6 a afiadir o.8 ml de um• soluci ón 1 L: r1.E- Meso4 , 1') r'll 

de la solución de sales (apéndice I) y 20 rrJ. ne l ~. s oluci6n 11.e 

elúcos~ Pl 20~. 

3. 3. 2 USDIO YMB 

B.'1 un matraz Erlenmeyer, se coloc1:>.ron 1000 ml de p ¿u,c;. rlest i ­

lucla , 10 e d e 1w11i tol y 1 e; <l t- ;:zt:. '"'to d e levr>.uurp , se te::i6 

con un tt>.p6n de Rlgodón y ge.se y un gorrito de PE! -:Jel. Una v ez. 

estéril s i:: l e :.[.'regó 0.8 ml dP. 1 ::: solv.ci6n 1 lt'f rle ?~gS04 y 10 !:11 

de l ? p.oluci611 de B ''.' l(>·~ . 
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P~r< la preparaci6n de éste merho se :r:irocedió de l: · '''iDd P.nte 

mPner<>.: i=: n un mectrt~7 con 4J1 !"11 ~e e.gu2 d•?:: ioni o.: :"''' • se le <'-CT~ 

g6 15 ¿ de caseína, 10 ml de glicerol, 1.5 ¡:, K2HP04 , enseguida 

se proce<.116 2. aforar a un litro y el medio se eEteriliz6. 

3.3.4 MEJJIO L 

A 5:JO 1r.l de E[:.V.P dedoni ?· &.de. se le agreg6 10 e de CP:c: eíue , 10 

¡;, de !Ir Cl y 5 r:, de eY_tr~cto de levadun1, Droce oienco enseguide 

P.. afo r r-_r a un litro y se ester ilü"ó. 

A 900 ml de agua de2ionizPc1e. previ2.mente estéril rrn la aere­

g6 10 m1 de cada una. de 12 s solucionep "?." a "i" ( P..péndi ce I). 

3. 3. 6 M3DIO U-Pe 

Se 2it.,rui6 el rnh :.10 l•roC •' l1 imiento rue para el CP.do dP-1 medio 

M:, solo rue en luecr de utiliz.arse le. s:>l:i.ción de l"eCl. 3 se uti­

liz' la. solución de HCl 0.1 N. ~~..,4n·u~~ I). 
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PP-ra le. '1reparaci6n de los medi :::i s y soluciones r1P. los medios 

~nterioreB consultar el apéndice I. 

3. 4 D~ERMINACION DE LAS CINETICAS DE CRECIMI ENTO DE 0CHO G:El>AS 

DE 11· nhaseoli 

3. 4.1 PREPARACION DEL I ITOCULO D:S LAS G;-;;?AS DE !!• ph~s8oli 

A pe.rtir de tubos de agar inclinado. cafü>. una de l.1.s cepas 

fue crecida en c::j a s Petri oue contenÍAn 25 ml de medio YMB s6-

lido apr6ximadamente, durante 48 horas. Transcurrido este tiem­

po tubos de vidrio con tap&n de rosca "pyrex" de 100 x 10 nun e~ 

t~riles oue conteníP..n 3 ml de medio H-l"e con ayuua de un asa de 

platino fueron inoculados, los oue se agitaron e incubaron du-­

rante 24 horas a una temueratura de 34~C en agitación constante. 

3. 4. 2 !NALUACION DEL GRADO DE DESARROLLO DE LOS en.Ti {úS DE 

1!• ohaseoli :n IiT:ZDIO M Y f'-Fe 

A partir del inóculo señal~do en el punto anterior, oatre.ces 

de tubo lateral de 1:?5 ml conteniendo lJ nl de medio M o M-l"e -

se inocularon ha sta P.lCAllZar una l ectura de absorbencia inicial 

de apr6ximadamente 0.03, l a cual s e midió en un es , ectr ofotóme­

tro Colemen Junior II Modelo 6/20, a unn lonei t ud c1e onda de 
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660 run. Los cultivo!: se incubaron en e..gitR.ci6n conEt t:> . .n+,e e. 34ºC 

en un agitador IICD líneal tomP..ntlo lecturas de absorbencia cada 

dos horas y media hasta llegar a la fase er-·t 2 cionaria el e l?. cur_ 

v i d € c rr-;c i :::!ien t o tl "' c acb. un!?. •_( f; l ~ · ~. cepas. L?.. lectut'P. inici¡il 

de absorbencia fue tomada utilizando como blanco matraces de t~ 

bo lateral con medio de cultivo sin inóculo. 

3. 5 OB :;:' ~:;N ']lüN :iJS l'CUBSTRAS D:Z SMG EN TRES TI F..MPOS DIPERENT'S~ DEL 

DESARROLliO DE LOS CULTIVOS DE CADA UNA DE LAS CEPAS PRODUC­

fORAS DE SIDBRO?OROS 

Inóculos de 3 ml en medio M-Pe se pre~araron como se indicó 

anteriormente. Los cultivo ~ de 24 horas de incubación se utili­

zaron pfU'a inocular 10 ml de. ~edio M o M-Pe contenidos en matr~ 

ces de tubo lateral de 125 ml_, siendo la lectura inicial de a.­

pr\irlmadamente 0.03 a-.660 . nm. Estos culti\ros se sometieron a a­

gitación constante a una tem:Jeratura de 34ºC. PosteriormentP- de 

estos cultivos se obtuvieron muestras n trE:s clifFrentes tie:!!pos 

( Tl' T2 . y ~ 
3

), a las cual.es s P- les midi6 l H absorbencia "- 6.)0 -

nm y s e determinó 1"1 tieJ:Joo en horas a las ciue fueron obtenide.s. 

De cada una de las muestras, 1.5 Vil del cultivo fuPron cen--

trífugados en tubos .E!>pendort de 1.5 ml de capa cidad en una ce!l 
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trífue:~ cl i níc 2 Damon/I:SC Division a 6000 ;.: t:; durante l~ 'llinuto ,., , 

Iie f:;JU~S d e l P C<:ntrifueaci Ón "10 'º SOb:renadantes de medio e2.staLlO 

fueron colectados CP.da uno nor separado con pipetas Past·E;ur es-

t~riles y finalmente s e colectaron C;n tuJ>o s ::;pp endo:rt •~ rt0~· i. .J._e :: , 

las muestras se eti~uetaron y se colocaron en el congelador ha~ 

ta su utilización. Todo éste proce,U¡;¡iento se reali z6 en condi-

ciones de esterilidad. 

3. 6 BIOENSAYOS DE LA ACTIVIDAD INHIBITORIA DE LOS srm OBT -:<;NIOOS 

A 'LL.";S DIFERENTES THl.tros SOBRE !:· solenacearum. 

3. 6.1 PREPAR.ACION DEL INOCULO DE ~· solBnncearum 

A partir de tubos de agar inclinado se tomó un inóculo de P • . -
sola.nacearum, se creció en cajns Petri con 25 rnl. de r.J.1~ <1io !3k sf 

lido durante 48 horas a 2aoc. Posterio:nnente en un matraz "S:rleu_ 

meyer de 125 ml conteniendo 10 ml .de medio Bk fue inoculfl C~o e 

incubado durante 24 horas en agitación eonstant e a 28° C. '.!'re.ns-

currido ~ste tiemp~, un matraz de tubo lateral de 125 m1 conte-

niendo 10 ml de medio BK fue inoculado agreeando al medio de c'4_ 

tivo el volumen de inoculo necesario para alcanzar l a lectura 

de 0.03 de absorbencia apróximad8mente. :Enseguida se tomó l a 

lectura inicial de a bsorbencie., utilizando como control un ma-
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traz de tubo lat f: ral cont eni en •_:_o me cl i o ,1_r" c·.L!. t i vo . !,;~- ~- con rli- -

ciones cl f: incubeci6n f w: !'lin i ~- f ' r-n te !? descri t n.s. L O fJ cul t i ·m " ,.,. 

se desar-r0 ll ~ _::·on h u-t:: r.lcanzar· una lectura 1le P..hso r b ,;n:: i :::. '-~"- -

0 .25. 

3. 6. 2 BIOENSAYOS DE INHIBI CION 

A ;:Jartir de lo s cul tivo 2 cl e sarrollad oE co ,u s •c i ndic6 ~nt e­

riormente, 3 e realizaron ililucion,!"s como se indica H continua­

ción: en cac'i2 uno de tres tubi tos Kir16:: de 5 ml s e colocaron 

0.9 ml d e a(:,,-'UP cJe '-'. ioni 7.u 1!. ;;_ estéril, al prime ro de lo s tubi tos -

sE: le eereg6 O.l ml de suspensión <le c~lulfls •l e ¿. solan2.cearum, 

el cual se me2cl6 con la a~TUda de unH micropipete. cop :mntillas 

de plástico eet,ril_es, enseguida d e éste SP. pasó 0.1 ml :ü ioe~ 

do tubo y de éste Último se . pas6 O.l 1!11 Pl tercer tubo hasta 

llegar a una dilución de io-3. De ~stFl últinP diluci6n, c a jRs 

Petri con 25 ml de medio M o M-ll'e s6lido R fueron inocul~des con 

0.1 ml. 

LAS célulPe flE: di i:: tribuyeron en la superficie del meclio con 

ayudP de unP. V<'lrilh1. d e vi1lrio en forma de L previ Pment e flm'le.t_ 

de en Alcohol. :Eh cue,tro ) lU1to :o enuidistant e e se coloc?.ron dis­

ooa. de papel filtro ef' t ériles de a.pr6ximadeJl! ente O. 6 ¡;r.¡ c1 e di2-
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COütrol se coloc6 un oiiscc. con <;;kr; d e l A. cepH ~~P Fex 1 Y'' •· u •: :1c 

CRUSH inhibiciñn. L::i s CP.jas se invirtit:ron ,. ir •ctck<:con dur~nte 

72 hor::i.s . Los resul t ;c1dos ftH' :r·on f::V : 1 u dos midiendo el re dio de 

la zonfl. de crecimiento de !!• phe.seoli; a sí coi no el r'-'.tlio de in-

hihici6n del mi croorganismo fitopa t6geno. Post eriorrn-=~nte se c 21_ 

cul&.ron l Hs f.rer•s respectiv~e mecliPnt e lr f ÓriittÜ " del C 8lcul~ -

del é.rea de la circunferenciH ( A::1f:::· 2 ). 'U :!rnlj e~ de inhP.i ción 

se c:alcul6 divi<"ii.-::n<3.o · 1 área de la zonA. de crecimiento de la 

cepa de l!· phaseoli entre el ifree d0 l a zon'=. de inhibición de 

la cepa fi to9atógen::i .• 

A partir de loe resultados obtenidos del oromedio de cuP.tro 

experimentos independientes y realizados por duplicP.do se sele~ 

cionaron cuatro cepas en base a la mRyor activide.d inhibitoria 

presente.dr> .• Adem~. s ele selecciorn· rr;f.l el tiempo de lA. muestrfl de 

SMG en oue se presento ~eta. 

3. 7 DETE'qMUfACION DE LA C<\PACIDAD DE PROMOV~R o INHIRIR CTi rrss~ 

RROLU:1 DE OTROS MICROORGANISMOS R:lR SIDEROPC:rtOS PREs~mT~S 

EN Sr.1'} Y SEG 30x CONCBNTRA:OO D3 l·~UEST ~U1.S TOT<!A:J,\3 A UN TIEM-

PO D:S'~ ::;: JMINADO DE LAS CE?.AS CP H:S..X ¡, 19, 28, 44 Y 46. 



I:t:.L ulos de 3 m1 en medio M-Fe se ')rel_)?.rR.ron de l :i m:c·nerH y a 

inc1i cr~ da anterionnente. Cul ti voe de 24 hora s de ~. nc'.lb '· .::;i 5l:1 se -

utiliz0.ron parfl inoculer l'.) ml d e me dio f•i y I1:-?e cu;1t eni dos <or1 

r12 trac qs d.5 tubo lateral de 125 ml de c 11pacided, s iendo la lec­

tura ini ci el de Pbsorbencia de RpróximadA1I1ente 0.03. Bs to s cul ­

tivo s Sf) sometieron a agi t P-ci6n con r;'. tm::. t e A 34º C dur<?nt e ?5 h -

( T;: ) de incubación par P l F• CE'l_)é' Cp Mex 1, 24: 30 fj ( ~~) 9ara Cp 

Me x 19, 2ls00 h ( T2) parH Cp 1'1ex 28, 25:40 h ( T3) Cp Mex 44 y 

26140 h ( T3) para la cepa Cp Mex 46; midiendo la absorbencia e. 

660 nm. Los cultivos se centrifugaron y conservfl.r on üe le. mflne­

r a previHmente indice.da. 

. 3. 7. 2 PRRPARACION DEL s•G 30 .VECES OONCENTR.ILJü ( 30x) 

Cultivos de 24 h el e incubi•ción se utiliz1:ir·on p P. rP. in6culflr -

100 ml de medio M-?e contenido en mntre.ces !rlenmeyer de 1000 -

m1 de capacidad, manteniendo se los cul ti '!OS en agi taci6n oscil~ 

tcria construite a 34ºC durante los ti empoe ya indicad :-;:; pR.rF e~ 

da cepa. Transcurrido este tiempo los cultivos se centrifugaron 

en una centrífuga Deckman modelo J2-21 a 28 000 x e durPnte 15 

minutos entre 4 y io0 c. 
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In sobren<· (~. <:nte se s e pEr6 d e l r. 9r:;_stilln ' ' '" c :~ luJ. «s .:: on una 

pi:r·eta y se conE:ervo en refrigeraci6n~ 

1''1i.lestr2.s alícuo t ::..s de 90 ' ;l ele SMG fu e r o::- l coloci=df!s en metrP 

tras fuero!·t conu; :: l ~ tl"'-E' f::n .. el r:iP..tr"l.7 con hielo seco y e. c Ptonr{ t r¡;_ 

t 1<ndo de nue la muestra fonnarR unP. :película lo m~ f' d10lg11da po-

sible en la pared del matraz para facilitar l P liofi l i 7~ci6n. -

Posterior.n..,:1tE:. c ad~ matraz fue colo c2.rlo en un<i l iofili 7:-Hfor r• 

New Rruns1·i~k Scientific CD., INC., esperando rue se estabili 7i!, 

ra el vacío entre 0-50 micrones 0 e mercu1io. Las muestr2s fue--

ron concentrPl!.r- s 30 ve-u,f, O;Jeraci6n ruP terdo epróxim P <1 1~1!. <::rttE:: 

8 horP.s. 

3. 7. 3 BIOENSAYOS PARA DET~RMINAR LA CAPACIDAD D1:: F:K'l\~OVBR O Il?-­

HIBIR EL DBSARROLLO DB OTROS MICROORGANI~YO<; POR SlDBROPQ. 

ROS PR'.8SENTES EN SMG y SMG 30x DE N:lnSTRAS 0!3'.i'ENIDA'3 A un 
iJETEnMINA.00 TIEMPO 

A ')artir de tubo s de fle;P.r inclinP.do, cada una de 1 P t3 C8?' '- " -

fu e< c:c 1;._· i d a en CP.j A. s Petri r·u e cont!'!nÍ Pn 25 ml de med i r) s fili .1o 

{:í!: l T E.• solRnA.cearum BK, ;f. camoestri s GBP 123 medio YGB y pfl.-

ra 2· ~ nw 193 medio L) durEmte 48 !1orA.s , l e s :b 3 )rim·~'.:'fl 8 -
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cepa s e 2Bºc y lP últim;:i :~ 37-38°c. El dese.rrollo de lo s culti-

vos ,ck lr·s ce:.:>Hs r:sí como l P..!O diluciones reRl.i?.nf.12.s y diRt:ri bu-

ci6n cJ~ l é·.s célulFs en medio M y IY'i-Fe s6lidos fue e: l df3i;;c:rito -

en experimentos anteriores para E.• solfmflcefi rurn. ParH la re F>li-

2'ación de los bioens&.yo s , en el c (m tro de la c ~1ja. se colocP.ron 

disco s de papel filtro estériles d e apróximadamente o.6 cm de 

diámetro H los nue ) reViRmente Re les coloc6 30 J..ü c1 e S-riiG y ~Ft--

ralos bioenf3 P_yo s con SMG 30x fueron utiliZRdos 20 µl . c:m ayuda 

de une. micropipeta. '.ñmo control s e utili ?:: ', :t 'On discos ffUe cont~ 

nían SMG y SMG 30x de la c e:,.ia Cp Hex l. LRs caja s de E.• eol::tnfl,-­

cearum y ~· crunpestrie IJDP 123 se invirti e ron e incub,,_ron 72 h 

a 28°c y !• ~ RW 193 a 37óC durante 24 h. Los resultn.dos ob-

tenidos del promedio de cu a tro experimentos inde:,>endientes rea--

!izados por duplicado tanto '.)ara los bio en seyo s con SJ.'IG y <JMG -

30x fueron evnlm1do s mediante el c!.lculo del áre;:i de crecil'lien­

to de .E• phaeeoli, el ,i;,rea de inhi bici6n, el índic8 de inhi bi-­

ci6n o el é.ree. de ~·.cti v2. ~i 1::v y el !nuice lle ECti V!·.ció11 según 

fuera el ca.so. 

3.8 DP."l'ERMINACION DEL GRUPO QUIMIOO AL QUE PERTENECEN LOS '3IDE­

BOJ.IQBOS PRODUCIDOS POR !!• phA.seoli 
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Z1 principio activo de interf·~renci:o o promoción del cn;ci--

miento de otros microorge.nismos por sideróforo s de !!• I?hr. s üoli 

fue d!~te:nninado medifmte P. bsorci6n espE:ctrofotométrica del SMG 

de muestr2s tom~das a tres tiempos diferentes (T1, T2 y T3 ) 

del desHrrollo de los cultivos de .!!• phaseoli; SMG, SMG 30x y_ 

SMG eluido de sílice: gel ( ESG) de muestras tomadas a un det errn!, 

nado tiempo. Además, tP.mbi~n se re8.liz6 la carHcteri?.Hción por 

cromatogr afía en caDa fina de sílice gel. 

3. 8.1 CARACTERIZACION QUI MICA DE LOS SIDEROFOROS PRODUCIDOS POR 

LAS CEPAS aP MEX 1, 19, 28, 44 y 46 f~EDIANTE ESFECTROFOTO 

METRIA. 

PR.ra la caracterización e>u!mi<?a se empleó la metodologÍP de.§. 

crita oor Arnow (1937) para la identifioE>.ción de sideróforos fe - ...,... . -
ñoles catecolee, la cuPl consiste en agregar a 1 ml de muestra 

F identificrU' 1 ml de agun destilada, 0.5 ml de HCl 0.5 N, 1 ml 

de reactivo nitrito-molibdato y 0.5 m1 de NaOH 1 N. Transcurri-

do 30 minutos, la Rbsorbenci0 f'ue medida en un espectrofotome--

tro Bush Lomb Speotronic 2000 a 500 nm. La L-dihidro:xifenilele-

ninR (L-DOPA) fue utilizada como esta.ndard con la C1Ue se detP.r-

miruS su espectro de absorción en un rango de 375 a 700 nm y se 
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estableció una curva pPtr6n. j, r;:_ det e r r:iina ci6n de fenoles c 2.teco 

les se realiz6 utili zando las siguientes cantidades de SMGs 

SMG ( :ssr. ) 
SMG 3MG ]')x 

SJIG, SMG 30x 

SMG (BSG) 
50) µl 

o 
50. 00 ,ul 

.'\gua de s tiladP. 1.5 m1 1.95 ml 

HCl 0.5 N 0.5 ml 0.5 ml 

Nitrito-Me li l>-

d nto 
1.0 ml 1.0 ml 

NaOR 1 N '.). 5 rn1 0.5 ol 

CUAD10 5. Cantidad de muest r c.s utili?:P.fü•s p11rR 

la determinación de catecoles por el 

m~todo de Arnow. 

Lfl. determinación cuPnti tRtivP de la pro ducción de eidF-:r·ó!'oros 

tipo catecol s e :aidi6 de l H siguient i:> m'tner; u H::-· vez obtenit"l. p_ -

l a :::iern'.i 8n te de lF- curva tipo se obtuvo t::L V > lo :c l/m el cuR.l es 

multiplica.do por cade una de lfl.s lecturas de absorbenci E obten!_ 

dHs f' 500 nm y nue nos fü:, l~ cnntidnd de Jlll.1 moles de cr-te coles 

producidos. 
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3. ~. 2 CARACTERIZACION ~N CROMATOG;iA!I ..;. 1~~< CAPA FINA DE LOS SI DE 

: lüFOROS PRODU CIDOS WR .!!• phaseo li 

La técnica emrileF;df' fu e l := de cromat ot;r Rf í ,-. .::n c eo p p fi11c. . _~ e 

sílica gel en su modalidad a sc e:ndente, p <- r c- lo cual se utili z-a­

ron crom8tofolios comerci tli és ;.L d e sílic.0 • gel 60 ( s i n i n ñi ce­

dor fluor ef' ce:nt e ) d e 20 nor 2'J Cl!l de: O. 2 !'lrn ~- e es!)esor marcri 

Merck, t ambi Én se utili z e.ron ple.ca s croma togr,;f it:2 s ryrepar Hdas 

en placas d e vidrio de l H sigu iente maneras en un mri traz '!Zlen­

meyer de 500 ml de c e pPcidad se nre r:iaró u.n~· 3Uspens i6n en una -

;oro:porci6n ls2 de sílice gel (GP tipo 60) de hler ck en aguR des­

tilada. Eh una pla t 2forma e! e un extens or Yaz a\va Sci entifi c APP!i 

r a tue MP'G OO. l'TD., cuntro pl a cas el e vidrio d e 20 ¿o r 20 cm 

fueron colocadE<s uni=i trHf' d e o tra a dheridas a l a plfl.t ri fornm con 

una s gotas de a¿,'UH de tal manera nue no s e mo vi t: r Pn 11urante el 

corrio iento. Le suspensi6n se vacío en el carro del ext ensor, -

se derram6 y extendi6 en unP. CBpa de grosor uniforme de 0.5 ~.m 

)Or desli zAm.iento del ext ern>or a lo largo d e 1 2 s :·üe c es de vi-­

drio. Poeteriorment e l a s !)le.c Ps un2 v ez se c r~s f ueron retir ,~<l e s 

de le. ? lHtafo r mH. 



en una pro~rci6n ue 24:618. 

Los cromatofolios así como l F.s _11Hc». a cromatogr~ficas prepp_­

r adas fueron HCtivadas dur<mte 1 h en vn Eorno '?elisar modelo -

Pe 293 A:.:J a l)0°c. 

A los crometofolio ::> se le !'.' traz6 la líne~ d~l orieen con lÁ­

piz !:'. lo largo de uno de su ,.; lados y a un cm de la orillfl. So­

bre esta lí nee. y e n i:n.mtos ef"luidistentes ::: e colO~ é1ron muestras 

de 20 )l.]. de sJ.:G JOx de cada un2. de l as cepr_. s con Ryud r> de tubos 

capilares de 10 µl. Cupndo 1 ?..s muestre.a se sec<>ron, los crom:ü2.. 

f oli os :c: E; colo c2r<Jíl en una cé.mare. crumatogr8-fi c_a, la cual Re 

mruituv6 sntur::<.d:i con el solvente dur::mte 2 h. B1 tier· ~10 11 i:- se".l~ 

r a ci6n fue de 5 h. TrAnecurr ido r,:0 :.e ti Rmpo, los cromatofolios 

se retiraron de lfl cámara y se deja.ron secar. Uno de los cromP.­

togr~.mas fue observad~ bajo luz ultravioleta y el otro se reve-

1~- con una soluci6n de PeC13 Pi l~ en HCl 0.05 N, 'ate Últino 

fue expuesto a una fuente de calor ~ur~mte unos llinutos 8ntes 

y despu~s del revel11.do. Las manchas obrf'erve.clas fueron delinee­

das en au contorno con l~piz, el color de 'stas se Pnot6 y se -

determinRron sue valoree de 'Rt. 
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Para la uurificación del "Jrinci pio activo ti. E: los SMG 30x de 

le.s cepas Cp rr.ex 19, 28, 44 .y 46 se utilizaron las 1Jlacas cro­

matográficas ure 'Jarada s a las cuale s se les tra?.6 la línea r'lel 

origen. En cada una de las pl a cas sobre toda la línea de l ori-­

gen se colocaron con ayuda de capilares de 100 µl muestras de -

500 µl de Sl!-G 30x, utilizando Ae une. ·.Jl a ce. po r ceua. Una ve z s e­

cas le.e placa.e se colocaron en una cámara cromatoerñfi ca be.jo ~ 

l E.s mismas condiciones antes mencionadas para los croci2tofolj_os. 

Una vez desarrollados y s eco s f ue revelada una parte del croma­

tograma de apr6xir.iadamente 4 cm de 211Cho de un extremo de la 

~laca con Peai. 3 al 1%, para lo cual la ~arte ~ue no se revel6 

de a9róximadamente 14 cm de ancho se cubrió con un acetato para 

nrotegerla del revelador. 

La parte no revelada fue observada ba jo lu:r ultravioleta. re­

marcando las líneas oue coincidían con l as ~P.nchas oue apareci~ 

ron en la parte revelada con ~ec13 sl l~. El sílica gel de es~ 

tas áreas de apróximadamente 1 cm de ancho fueron raspadas con 

una navaja recu_oera.ndose l i:i s ílice. gel de l e placP. cromA.togr:íf!_ 

ca. Con e.gua de s ioni Z['.da fue elu!da y l :-1 )reparaci6n centrifug!!_ 

da a 27 500 X e durante 5 minutos. Posteriormente la soluci6n -
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fue s e 0arada . La identificaci6n y cuantifi caci6n de lo~ connue~ 

tos ti oo catecol presentes en lo s SNG ( ESG) se realizó mediante 

l R metodologÍa Antes descrita. 

3.8.3 BIOENSAYOS DE ACTIVACION DE LOS SOHRF..NADANTES D~ MEDIO 

GASTADO ~lJI:'.)() S DE SILICA GEL (ESG) EN MEDIOS SOLI:!JOS SO­

:aRE E. Q2li RW 193 

Los bioensayos fueren establecidos en caj Rs Petri ~ue conte­

n!en medio M y M-?e s6lido para urobar la a ctividad biol6gica 

de cada uno de los SMG ( 3SG) contra ]f. coli FUI 193. En discos 

de apr6xi madrunent e 0.6 cm de diamétro se pusieron 30 µl de cada 

muestra , utilizando una micropi peta con puntas de plástico estf 

riles. Sst os discos fueron colocado s en ca jas con medio s6lido 

previamente in6culadas con la cepn ya menciona da , coloce.ndo un 

disco por caja. Las cajas s e invirti eron e incubaron u 37ºC du­

rar.te 24 h apr6ximRdrunente. Lo s re 8ultado s obter.idos del prome­

dio de dos experimentos realizados 1'.lOr duplicado fueron evalua­

dos como se indicó en bioensayos anteriores. 
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION 

4.1 GR.A:JO DE DESARROLLO DE LOS CULTIVOS m.: !!_. 'llhaseoli EN ME.nIOS 

LIGUIDOS M Y M-Fe 

Un criterio para determinaT s i ur1 microorg1:1.rli s 1•1<J -produce si-

der6foros, se base. en la CR.;Jacidad d el microore!:'nismo ~2.1'2. ere-

cer en medios deficientes de hierro. (Frederick et al., 1Q81). 

Los resultados obtenidos en esta ·iruebr: , se mue s t ran en l" l 

cuadro 6 y 7 en los cuales aparece el crecin iento pre sentarlo 

por o cho cepas de .!!· phaseoli n: medio !'!; y M- ?e; tre s c e :;JH B pr~ 

sentaron una disminuci6n en l n velo cidad de crecimiento en el -

medio carente de hierro, l!lientres oue cinco presentaron un ere-

cimiento similRr en ambos medios. Le.s ocho ceoas presente.ron una. 

pigmentaci6n ámbar, eiendo más marcada en los medios M-li'e ('!Ue -

en los medios M. Además, esta ::iie¡nentaci6n se presentó más tel!l-

preanamente en medio r,t-~o. 

La producci6n de oiemento ~arece estar relacionada con l n 

produ c ci6:1 de sirler6foros. (Peral ta y Ce.rrillo , 1988 1 ltfoyer y 

Abdalle.h, 1978; Teintze et al ., 1981 ) El caso de Pseudomonas !E.• 

pro duce W1 pi .~mento ne.::)"o 0 F,bido '-" 1 ~1 e.oumu1A.ci6n de sidarófo·ros 
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CUADRO 6 

MEDIO f,j 

!!· phR- AbRorbenci P 660 nm 

aeoli Tiem •»o de incubRci-'; n ":!! hor ~·s 

Cp i:ex : o 2:30 5 7:30 10 13: 30 16 18; 3') 21 ;:- "'.\ :JO 

6 0.023 ').041 0.116 o. 250 0.51J 0 . 600 ') . l'i 60 o. 730 0.8'.)0 'l . PJO 

9 0.')21 '),041 0.138 '.). 3 36 o. 7110 '.) .780 o. R'..10 '.) . Q, ') ') ) , 7"l 0 } . .,..,, 

13 0.023 0.031 0.061 0.111 o. 211 0.380 0 .::80 C\ , R:'_I) o .. 'l lO 0 .78? 

19 0.020 0.041 0 .132 '.), 32 € .). 7J l 0.180 0.780 O. ?'lO o. 7f/J '),?a.o 

28 0 .0 20 0 , JJ7 0.100 o. 298 0.620 J.760 'j.760 ' 7 h f'J '),7 5'l " ~ -: " 
- ' • .• , l. ,. . ' -

43 '.).020 ') ,045 0 .122 0.332 ') .660 o.?60 ) , '7 (0 '), 760 ') . 7 (, '.) '), '7 S0 

44 0.017 J .'J23 0.050 0 . 098 ').199 0.370 ') . 5 ( ) '). ') 4 2 ) . 73') ¡ . 7 31) 

.; e ) . 019 J . '.)33 0 .012 ).148 0 . 289 0. 475 ). ?J.0 J, 7 t,O '.).740 ). ·: "º 

CUADRO 7 

-ª· J!ll!. 
~ 

.l.bsor'bencii·. 660 nm 

Tiemuo :: e incubPci6n en hor .... s 

~ex: O 2:30 5 7;30 JO 1 ~:30 1 6 13:30 21 23:30 

6 ·J.023 0 .042 0.108 0.238 0.J9? 'J .560 ').690 0 .790 0. 851 0.880 

9 J,030 0.058 0.152 0 .292 0.520 0.690 ').740 0 .760 0.780 0.780 

13 0.023 '.) . ·)50 J.108 ').178 0,350 J,41)9 ') . 6il,.8 0.770 0.790 0.790 

19 0.019 0.')40 t},110 0.226 ') .399 'J.l'iJO 0,6'30 0,750 'l.800 1 . 15 20 

28 0.023 0.037 0.101 O. ?J'.) 0.360 0.576 0.700 0.750 0 , 77') 0.770 

43 0.0 28 0.062 0.180 0 .358 0,590 0.682 0.160 0.180 o.soo o.Roo 
44 0.032 0.056 0.111 .l,ll'iO 0,281 0,380 0.515 0.615 0,680 0,680 

46 1.022 0.042 0.101 0.188 J.?39 0,445 o.57'.) 1 .6 ~0 0.680 1. 6Ro 

CUAlHO 6 y 7. :Jato s llE turbidez F los tiHnpor" indicHdos de cultivos 

ba jo agi t Pcióri cori10 t <inte ,, 34ºC de 0 cho cep:" r' nr, fi t op:-· ... 6g~ 

n P.s d! :rie rJj_o e M y E-?8 . 
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cloro c:· tecolf- s . (fülley y 7inn, 19?C::, ). Por otr;-, :-;a rte l n secre­

ción de s id.eróforo s rietil c ai>eco l en !• ;:mtiú tAmbién ¡·:roduce 

un ;;i emP-nto p ;-irdo (Ha:rwoo d y Ornston , 1 98 4) , esto rü sr:\O -i::ucede 

con :.i.le;u.na s Z.· fluor escent t;i::. 0Ue :1rouucen un pigmento E.m::> rillo 

verdoso fluoresc~m~•·· (Jteyer, 1978). 

En las fie;urHs la, b, c yd se ) Ueden o t :.;erva r l as cin4tic1-1s 

de crecimiento de los cultivos t ento en r::edio H C0·!•.1 e!i H-?e ..... 

p~ :e; · c::ofü una <k l r0 e ce9Hs; h i.s cepas Cp Mex 6, 13, 43, 44 y 4 5 

no pr esentan di fe rencias p:.·onunciad2s e:1 L . V"'locid .~. ci de creci 

miento en ambos medios, mientras nue Cp Me:' 9 , 19 y 28 nresen­

taron una di sminuci6n en la velocidad d e cre cimiento en el me­

dio M-Fe. En base a los resultados obtenidos en c.mbos medios -

::e obtuvó el tiemoo medio en 0ue se lleg6 nl 50 .~ de crecimteu 

to mé.:;:imo de las ocho cepas, Dresentc':ndose 10 0 re sult:ldos en 

el cuadro 8, la mayoría c'le los microore;:mis:10 alcanzaron el 

tie:1 ,10 de 50 ~~ de creciniento prácticr:mente al mis1'1o tiempo en 

ambos medios, a exce Dci6n de lP..s cepas Cp Mex 19 y Cp ~ex 28 -

~ cuyo crecimiento medio fue ~ayor en el nedio M-.P'e y de l;; ce:pa 

Cp Mex 13 (n :nec1io lll. 3:3.sa cl.o s en los resultado"' obtenidos se 

,mede decir oue la defi ciencic. de hierro en el medi o , 8.0<:>r~P2 

Ce i no u cir l R síntesis de sider6fo:r:-oa, induce t 2_'!lbi én un s iste 
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Oepas TiemEos de incubación en hori:i.s 

• lrl-P'e 

Cp Mex· 6 9 10 

Cp Mex 9 8 e.1"/2 

Cp Mex 13 14 l~/2 

Gp Mex 19 71/2 10 

Cp Mex 28 81/2 101/2 

Cp llex 43 8 8 

Cp Mex 44 l~/2 121/2 

Cp Mex 46 11 111/2 

~UADftO 8. Tiempo medio en oue se llegfl. al 50~ 

de crecimiento máximo de ocho cepa s rle 

_!!. uhRseoli. 

54 
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ma de al ta afinidad de proteínas en lR membrana ext e rna ( Cody y 

Gross, 1987); Maruge; et al., 1989), -;ior lo oue el c recimiento 

de la mayoría de l as cepas fue similar en 2.mbo s medi os , y el he 

cho de (l Ue do s ceD&s hayan ore s enta do un cr E- r:imi •mt o medio máxi 

l!iO n:ayor en el medio Jll.-.Pe y una ce pa en medio M, ) o eiblemente -

se debe a que existe un reouerimiento J ifer encirtl de hierro por 

lo s diversos mic~oorganismo R , donde l n asimil aci 6n es mejor por 

uno s microorgani smoR en co~1 paraci6n co n otro s . 

4 . 2 AC'I'IVI :JAD IJ\il-IT BITORI A. DE LOS SIDEROFORO'> PRESENTES EN LOS -

SllG DE TRES h:UES1.PRAS OBTENIDAS A DIP'ERENTSS TIEMPOS DE CE­

PAS DE .!!• phaseoli SOBRE ~· solanacearum 

Con el fin de rletectP.r l a actividF•d bio16gicp de l os sider6-

foroe en distintos estadios de desarrollo, s e tomaron tres mue~ 

tras de SMG a diferent e s tiempos F' lo l <·rgo de la cu rve. de cre­

cini ento de las ce 11R s Cp If:ex 1, 6, 9, 1 3 , J. 9, 28, 1,3 , 44 y 46 -

en medio ?I! y M-Fe s e realiza.ron pruebas so ·bre el desarrollo de 

~· solAnacearum. Los resultados apa r ecen e~ el cua dro 9, l os -

:índice s d e inhibici6n represen t Fi 10. ca!)acidAd de un orgP.llismo 

para inhibil· t~. otro. Se :!JUede observar oue los SMG de s iete c e­

pas por lo meno s en alguna de sus mue E'tres in ovoc:-1:-0-.1 ~ 1 i nhibi ción 
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- - --------- -
I·iues- 1!· nhaseoli Gp llex : 

tra l 6 _-9._ __ l ,} __ l2 2a 4J 44 -~ 
Absorbenci "· 660 nm 

T1 0 .770 0 . 840 ·0.750 0.720 '' · 750 0,750 0 .76') o. (. :0 ') . 5.::0 

T2 0.800 o . 860 '.), 760 ·'J.750 :J .770 o. 760 . '.J .780 o.no o. 650 

T3 o.s90 'J . ~ ª º J.780 '.) , 770 ) • 80 ') 0.780 •) • Rr¡ r¡ 0 .100 ·J . 6RO 

Ti P.IDUO en horas 

T1 23:30 19:30 18:30 ?1:00 17: .?0 18130 18130 ;:> ') : )') '.'l: 00 

T2 24100 22: 00 21100 23: 30 20100 21100 2213) 22: 30 211 : 0 '.) 

T3 26: 00 25120 24: 20 26140 2.1:30 24: 2') 25:4'J 25: 4') 26: ,10 

Are a de crecimiento (mm2i 

T1 280 500 790 790 640 640 790 790 640 

T2 280 790 790 790 790 790 790 no 790 

T3 280 790 790 640 790 790 790 790 790 

Are a de inhibici6n (mm2i 

T¡ 280 500 790 790 1330 l.?30 790 790 1130 

'l!2 280 790 950 790 1770 2010 790 790 2270 

T3 280 1330 1130 1130 3140 790 790 2840 ?8liO 

Indice de inhibi ci6n 

Tl 1 l l l 2.08 2.oP. l 1 1.47 

T2 1 1 l. 2 l 2.24 2.54 1 1 2.87 

T3 l 1.68 1.43 l. ?7 3.97 l 1 3.~9 3, 59 
Indice de iE}:.i l>ici6n ',; ~ 

T1 o o· o o 52.39 131.89 o o 49. 30 

T2 o o 83.92 o 56.42 100 o o 79.94 

T3 o 100 100 100 100 o J !')·) 1 •)0 

n !ndice de inhibi ci6n 1=0 
CUADRO 9. Determinac16n de la cap:; ci dEti inhi bi torie. ejercida por 

3MG de 1!· 12hr,seoli sobre el des~rro llo de E• solanRCeRrum 

en medio !1i- "?e H l »s 72 h c>e: incubr; ci6n. 
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sobre ~· solEmacearum, línic:'1nent<> la cepa Cp Mex 4 3 no c ::<.u s 6 ir!, 

hihi ci6n co1·. t ·inr;un2 de lP.s t: ·es muestra s de SMG sobre la cepa 

fi to:p8tÓgena, 'eto no indica f!Ue no> produzca s i il erú f oro·s sino 

oue no s ibl emente las muestras no se obtuvi r: ron en e l momtnt.o -

indicado. C?..be sP-ílP.l a r ~UA l F ceyP. C:p Mex 1 fue utililize.da co­

mo control nuesto cue no produce s i Llr"r óforos y por lo te..nto no 

c f. u s e. inhibición, lo s re sultados se:'IalAdos anterio rment e cor :ce~ 

pond en d . '!J rue'b: >s reali9·Rfü'l S e n me1li o id-Fe . L8 s muestrHs de SMG 

al ser probad ,-, s cu ned i o TI!, no c :;usaron ningún efe c to s obrP el 

desarrollo de !:• eolanacearum, por lo 0u e los r•~ sul t a c1o s no se 

present:~n en cu F>.dro , si endo e s t E unH prueba l!lás de oue l a inhi ­

bición esta mediada por sider6foros, cuya máximR producci6n se 

encuentra relacionada con la velocidad de cr e cimiento del orgH-

nismo. 

El índice de inhibición más alto correspondió P. l n cepP Cp 

Mex 19 con 3. 97 veces.: ~1 crecimiento de l!· phe.i: eoli de l R mues­

tre. T3 ( 24: 30 h) y C'Ue tuvo uni:i ebsorbene:ifl de 0.800, neguide 

de la.s ce :m.s Cp Mex 44 y Cp Mex 46 con 3. 59 de la muestrv T3 

(25s40 h y 26s40 h respectivrunente) y una Rbsorbenci~ de 0.700 

y o. 680, el índice más b~. jo l o ¿re ·cent6 l r· C t:'.'>P Cp Ir.ex 9 co n 
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L2 rle le mue f-'tre T2 (21:00 h) y una. HbsorbenciF· de 0.760. J,os 

índices de inhibici~n presentados en el cuadro con el v :o: lor ne 

1 e~uival en a una inhibición de o. ~sto concuer nR con <- l t-uno e -

autores {r-;eili:inds, 1981, 1982; .::-reilands y Leong , 1986) en r.ue 

la producci6n de sider6foros en medio s deficientes d e hi erro, -

e s presentada POr Alt,unas bact erüis , honeos y n.+e~i s siendo uti­

lizados para int erferir en el crecimiento de otros microorg1:mi~ 

moa en condiciones lirü to.ntes él. e hierro. La interferencia caus!!:_ 

da por microorganismos productores de s ider6foros s e ha demo s­

trad6 in vi tro en numerosas ce .Jas de Pseudomonas fluorescentes 

como !'..• fluorescens y E_. pu ti da, desapareciendo l H acti vidRd iU 

hibitoria cu8ndo se Rdicion6 hierro q,J. medio. Esta es una indi­

c a ci6n d e oue los sider6fo ro s son usu8lmente res-:x>nsRbles de l a 

activid<->.ll entH,gonistP. (Weger et al., 1986). Esta actividnd km 

bi~n s e ha demostrado sobre el crecimiento de Erwinia c arotovora 

c ausada por el sider6foro pseudoba ctina . (Klo epper et al., 1980). 

Gráficamente se l>ueden observar en la figura 2, los Índi ces 

de inhibi ción en l ~' s tre s niuP.strHs de SMG o'.:>"t e: a:'.. r1n, ::; a diferentes 

tiempos par;. CHL1E una de las cepas. 
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C E P A S 

FIGURA 2. Perfil de la 11.ctividrtd inhibitori ~ de t re s ··w. ':: r,,-

tra s de SMG obtenidas a tres tiemyos diferentes a -

lo largo de la curva de crecimiento de ceuas de ª• 
phaseoli sobre E• solana cearum a las 72 h de incu­

be.ción en medio M-Fe sólido. 1 es equivalente i:i. o. 
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f'oluto de inhibici6n i:i2.r::i c r·dP un~ de l f'f' C F-c~<' s, tom¡:.ndo como -

100~ el VRlor más nlto de i~ibici6n en 1 2. s tres mue s tri:is de 

De RCuerdo P. l os re svl t ¡;. dos obtenidos s 2 seleccionaron cuatro 

ce pas a ;,>arte de l a cepe Cp Mex 1 en base :i. l CJ mnyor a ctivida d 

inhibitori ~ provocada s obre ~· so l8n8 ce2rum. Ademá s , de selec-­

cionarse el tiempo de l P P.luestra de SMG en que r::e :::•rE;se:nto é s t P .• 

Lt . 3 .CAPACIDAD PARA PROMOVER o INlil BIH EL ni.~sARROLLO :;; :; 0 Tl0'3 

n cROORGAHISMOS POR 3IDEROFOROS PRES-SHTES BN sra; y SiéG 30x 

DE MUESTRAS ·roMA~A3 A UN TIEMPO DETERMINADO 

Con lo i:: microorgBnismos selecciont,lo s y el tiempo en <' Ue se 

:::iroduce ::_, , máxima '1roducci6n de sider6foros lo s cuales apare cen 

en el cuadro 10, se procedi6 a confirmar los resulta dos obteni­

dos en experimentos anteriores sobre ~· solanacearum. Además de 

los SMG fueron orobados los SMG 30x concentrados (SMG 30x) de -

muestras tomadas a un detenninado ti empo en lo s cu?.les se evc..-­

lu6 su caoacidad para 9romove r o inhibir el desarrollo de !• 

campeetrie CBP 123 y .§'.• coli RW 193 b.dem4s d e l r> Ce!H' Rntes men 

cionadH. 
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Absor- Tiem- AreR de Area de Indice jndi ce d~ 
Ce pi es f1~ue s- bencia po en crecí- inhi bí- tle in- j r;hi Li -

tra 660 nm miento ci6n hibi· cicfo 
(h) (mm2) (rnm 2 ) ci6n {'.() 

Cp Mex l T2 o.so 25:00 280 280 l o 

Cp :Mex 19 T3 0.82 24:30 950 2840 2.9 100 

Cp Mex 28 T2 o. 76 21:00 1130 2270 2.01 67.22 

Cp Mex 44 m o. 71 25 :40 950 2540 ?.67 q'.J , 30 ... 3 

Cp Mex 46 T3 0.78 26:40 790 1540 1.95 65.22 

El índice de inhibición con valor de l•O 

CUADRO 10. Det erminación d ~ 1'1 ~ctivid< d inhibitoria de SMG de mues-

tras obtenidRs a un tl E: t enninado tiem:JO sobrP •"1 desarrollo ae 

l.· solanaceartu!l en medio M-P'e a l a s 72 h de incttbM:icSn. 
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~cic · dP.tos del efecto df: lo¡; SI.11} dE lr•t" cu c !;J·ü CEoDUE de ~· 

nh aseoli s ob:.·¡:, e l c r0 c:i '!Í Ent:o de E_. sol Fn r·cearum a.parecen en el 

cuR dro 10 y los clP t o:-· o11teni doE y -H ~· campestris GBP _123 apn­

recen en el cu2dro 11 y 2mbos re sultRdOE a9arec en 2~ P fi rA~ Os en 

lR figura 3, en dond e se mues t r E 0ue 1 8.s cu ~-·trci e · ~· s utili ?P.­

das interfirieron en el desnrrollo d e :oJnba s ce;ia s fi tonatÓ ("e- -

nas en medio M-li'e, mientras nue en medio M no se o b r; ervó ninc t.ín 

efect o , por lo oue no se presentan 10 2. re ultac1 o s r-n cu adro. "ie 

observa oue la ca Jti.ci dad ele, interierencia de los SMG de l a ceua 

Cp Mex 19 obt enidos a l as 24:30 h afectó en mayo r gra~o el ~8-

sar r ollo de P. solanacearum así como de !· cRmDestris CBP 123 -

presentanno un índice de inh j.bi ción '1 E· 2.99 (100:&) y 4.37 (l '.)0 '~) 

CA.da unH r•"81Jf:Ctivament e . El srG ,,ue caus6 el menor efecto so­

bre ambas cepa s ft~E i:,l de Cp Me Y: 46 con un í n dice de inhibición 

de l . g 5 ( 65 .22~) para la primera cepa fitopat6gena y 2. 87 (65.68~) 

u a ra l r>. segunda c e''ª fit o'.lat '5gena. Resultados s imilare s se h an 

encontrado en uruebas renlizad?.s con otros mi croo:r-e;Rnis.rno s . ('Mo.2. 

re y ::!Jnery, 1976 ; 'Smery, 1977). Los re sultado s o bt enidos EC'br e 

!• c.ampestris CBP 1 ? 3 son similares a los encontrauos ·oor Carii:_ 



{¡epas 

Cp Kex l 

Op Mex 19 

Cp fllex 28 

Cp Mex 44 

Muee­
t ra 

Absor­
benci a 
6GO nm 

o.so 

0.082 

0.76 

0.71 

o.68 

Tiem­
po 

en 
(h) 

25100 

24:30 

21100 

25140 

26s40 

Area de 
creci­
miento 

(m2 ) 

950 

1130 

950 

790 

El !ndice de illhibici6n con 7411.or de l...o 

·_t,rea de 
inhi bi­
ción 

( u:r2 ) 

280 

4150 

3800 

3140 

2270 

Indice 
de in­
h i bi-­
ci6n 

1 

2.87 
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Indi ce d 0 
inhibi­
cicSn 

( : ~ ) 

o 

100 

76 .f.fl. 

75.74 

65.68 

CUADRO U. Determinaci&n de la <'.Cti vide.u inhi bi tori.P. 4e mues­

tras de SllG de 1111estras obtenidas a un <l eterminado 

tiem;x> sobre el desarrollo de !• caapestrie CBP 

123 en medio 11-Pe. 
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CEPA S 

FIGURA 3. Perfil de la acti vi <fa C inhi bi t.oria. de los SMG 

de muestras obtenida s a determin::..do tiemoo de 

cuatro cepas de !!• phFrneoli sobre el desa.:r:-rollo 

de dos ce~as fitopat6genas. 1 es esouivalente e 

o. 
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llo y Peralta ( 1988a) en experimentos que realizaron al estu­

diar el fen6meno de interferencie en .!!• phaseoli. 

Para detectar la.actividad prornotor~i. o inhibitoria de los 

SllG 30x concentrados de las cuartro cepas de E· phaseoli ya m,ea 

cionadas anterionne~te se prov6 su efecto sobre ~· solanacea.rum 

y !• ~ R'N 193 puesto Que en estas sepas los resultados se o]2_ 

tienen rápidamente, para le primera a las 72 h y para la segu.u 

da en menos de 24 h. :En el cuadro 12 y figura 4 se observan los 

resultados, el SMG 30 x concentrado de las cuatro ce pas no fit~ 

patógenas causaron inhibici6n sobre el desarrollo de z. solRna­

cee.rum en el medio M-Pe. El mayor efecto lo caus6 el SHG 30x 

concentrado de la cepa Cp Mex 19 con un índice de inhibici6n de 

7.17 (100~), por otrR part e las cepas Cp Mex 28 y 44 adtUA.ron 

de la misma manera presentando un índice de inhibici6n de ' 6.3 

(83.87~) ~ara ambos casos. El menor índice de inhibici6n fue -­

?resentaJo por el SMG 30x concentrado de la Cp Mex 46. En el 

medio M se present~ una pequefin inhibici6n qui~a debido a la 

gran ce.ntidad de sales presentes en el SMG 30x por lo 11ue no sf.: 

presenten los resultados en cuadro. 

Por otre. perte los resultados obtenidos sobre ~· .s21!, Rw 193 

aparecen en el cuadro 13 y figure.. 5 indican c;ue tres cepas cau-
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.lbeor- Tiem- l\reR de kre« de Indice Indice de 
Cey>E.s linee- bencia po creci- inhibí- t1C in- inhi bj_--

tra. 6CO ma en miento eicSn hibi-.,,, cicSn 
(h2 'l'lllll 2 l Cmm2 2 c:I &:ll '!2 

Cp J!ex 1 '?2 o.so 25100 280 280 l o 

Qp 'Mex 19 T3 0.82 24130 280 2010 1.11 100 

Op Mex 28 f2 0.76 21100 280 1767 6.) 83.87 

Cp Mex 44 f3 o.n !5140 280 1767 6.3 83.87 

Cp ll!ex 46 f3 o.68 26140 280 1327 4.73 65.96 

l ., 

CUADRO 12. Capacidad in.~ibitori~ provocada por SJE 30 veces 

concentredos (30x) por liofilizaei6n de cuatro cepas 

de !- ;ehaseoli sobre !· aolanacearum en medio f<f-?e. 
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CPMEX 19 

SMG 30x CONCENTRADO 

va. 
p, tQllOIQWWD 
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l'IGURA 4. Perfil de l a A.cti v:i ded inhi bi tor i::i. provoc2fü:i Dor 

SMG 30x de cuatro cepa s U.e !• phaseoli sobre e l de-

s Rrro llo de !:• solanRCeR.rum en rn e d i o r.~-Fe. 1 es e('tu!_ 

VHlente a o. 
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saron pro!:loci6n del crecimiento de ~· coli "l.W 193, por lo ou8 -

se puede decir oue esta cepa es capaz de utili:Mr e1 hierro 0ue 

lado por los sideróforos presentes en los SMG 30x. Vari os mi---

croorganismos tienen la c apacidad de utilizar los sideróforos -

producidos por otras espe cieic como f.• coli y '3almonella typhi-

' 
murium (Moody, 1986)~ Un caso interesante fue el presPntaoo 

por el SMG 30x de la cepa Cp Mex 46 · oue causó inhibición sobre 

!· coli RW 193. 

El SJ[G JOx de la cepa Cp Mex 19 causó l a mP.yo r acti VEción --

del crecimiento de ~· coli RW 193 con un índice de activación -

de 70.l (100~) seguido de la Cp Mex 44 (49.02~), mientras el 

SllG 30x de la cepe. Cp Mex 28 causó una Ftcti veci6n de 25. 25 

(36.02:'). 

El SMG JOx de la cepa Cp Mex 46 provocó un índice de inhibi-

ción de 25.25 (36~).Los resultados también fueron expresados en 

porcentaje, tomando como cien JOrciento el valor máximo obteni-

do. En medio X no se ?rer-:·ent6 ningún efecto. 

Los resultados obtenidos tanto en los SMG así co~o de lo s 

SIIG.· 30~ de las cuatro cepas no fito nat6e:enas utilizadp.s indican 

nuevamente, oue debido a la gran especificidad de los compuestos 
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Abeor- Tiem- AreP de Are a de Indice InCii e e c1f . 
Cepas lilue,!i bencia po en creci- Fctiva- de ac- :o ctiVP.-

tra 660 nm miento ci6n ti va- ci6n 
(h) (mm2) ( nun2) ci6n (~ 

Op MH l T2 o.ao 25140 280 280 l o 

Op 1/lex 19 ? 3 0.82 241.30 280 19,635 70.l 100 

Op I·íez 28 T2 0.76 21:00 280 7,069 25. 25 3 '0 . I '.' 

r,p J,:ex 44 T3 0.71 25140 280 9,621 34.36 49.02 

++ 
Cp Mex 46 T3 o.68 26:40 280 7,069 25. 25 36.0~ 

++ • inhibici6n . 
CUADRO 13. Det ermin«.C:i.t. n u FJ l tt CRpaoidad promotora <'\el creci-

miento de !· ~ RW 193 cqusado por SMG 30x de cepRe 

de !· 2hn~eoli en medio M-Fe a. las 20 h de incubación. 
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FIGURA 5. Perfil de l a capacidad promotora del cre cimi en, 

to CHUsRdo ¿or cuetro SMG 30x de cuatro cepas de 

!!• phaseoli sobre el desa rrollo de !• coli R'V 193 

en medio M-Fe. *• provoc6 inhibici6n. 
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produci dos por !!_. phaseoli sobre di fc;r ient t:s rnicroor 5n.ni "'r.'lo2 . -

Esta es una evidencia rriás de r.ue el mecanismo d e capk~ci(n de 

IU.e:rro esta mediado por sideróforos. 

3.b DET ERMINACION DEL GRUPO QUIMICO AL QUE PERTENECEN LOS SI DE­

:clOI"JROS PRODUCIOOS POR !!.• phaseoli 

Como una aportación má s par a l R de t er1nim1.ciÓn del erupO C! UÍmi 

co al o, ue pertenecen los sideróforos pro duci dos por !!• phaseoli 

ya que son escasos los trabajos al r especto en es t e microorgani~ 

mo. 

!lodo s los s i deróforos presentan una absorción máxima en el -

rango de luz ultravi oleta y el rango de luz visible cuando se 

coordinan con el hierro. Químicamente lo s sider6foro s tipo cate 

col son detect ables mediante métodos colorimétri co e:. Lo s catecg_ 

les son detectados generalmente con el reactivo de Arno ·.Y (Nitrt_ 

t o- Molibdato), s iendo éstQ un~ prueba selectiva para lo s grunos 

de anillos aromáticos. (Arnow, 1937; !foilands, 1931). 

Parn realizar la es t i ma ción colorimétrica ~o r el método de 

,u-now de loe eider6foroe tipo cat ecol fue necesario primer amen 

t e establ ecer una curva patrón para determinar cuantitativamen-

te la cantidad de catecoles prf)ducidos por !!• phaseoli, utilizando 
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se como e standard la L-dihidroxifenilal.anina (L-DOPA), en las 

concentraciones que se indican en el cuatro i4. En el cuadro 15 

se muestran los datos obtenidos en la medici6n del e soe ~tro de 

abeorci6n de la L-00'.PA a diferentes longitudes de onda oue van 

de un rango de 375 a 70'J nm., obteniendos e Wl s61o ;Jico de abt-

sorei6n máxima de 500 nm con una absorbenci a de 0.742, éstos r~ 

sultados se muestran gráficamente en la figura 7. Una vez esta-

blecido el rango de absorción má:d ma todas las es timacione s se 

realizaron a 500 nm, para posteriormente det enninar la cantidad 

de és tos compuesto s en mp moles. En la figura 6 se observan ~e-

tos datos. 

Las pruebas de identif'icaci6n química de los sider6foros ti ;JO 

catecol dieron resultados po sitivos observando s e un tono ro sado 

en la pregencia de dicho c compuesto s , éste mismo tono fue obser. 

vado en la L-DOPA. 

En los SMG de tres muestras tomadas a dif'erentes .ti empo s de 

de cuatro cepas de E· ~haseoli en medio M y M-Fe f ue cuantifi~ 

cada l a cantidad de s i der6foros tipo catecol producidos en 1 ml 

de muestra , midiendo-s e la absorbencia a 500 nm. Loa resultados 

s e muestran en el cuadro 16; l a máxima producci6n de Aideróf orss 

fue presentada por los . ~G de l a cepa Cp Mex 46 s i endo mRyor la 

~roducci6n a las 261 40 h (T2) con 0 .166 ~ mole s/ml de mue stra. 



}ll de Ir-DOPA 

o 

10 

20 

40 

80 

Absorbencia 
500 nm 

o.oo 

0.016 

0.038 

0.159 

1191 moles de 
·Ir-DOPA 

o.oo 

0.011 

0.025 

0.051 

0.101 

CUADRO 14. Determinaci6n en ll}ll moles de la CP.ntiie:d 

de L-DOPA presente . en diferentes concentra­

ciones de ~eta en soluci6n, por el m~todo de 

l\rnow para la detecci6n de catecoles. 
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A 0.18 
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R 0.14 
B 
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o.oe 
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o 0.04 - ·----------·-
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FIGURA 6. Curva patrón de l F L-dihidroxifenilalanina. 

(L-DOPA}. 
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Longitud de onda 

700 
690 
680 
670 
660 
650 
640 
630 
620 
610 
600 
590 
520 
570 
560 
550 
540 
530 
520 
510 
500 
490 
480 
470 
460 
450 
440 
430 
420 
410 
400 
390 
380 
375 

:ibsorbenciH 

0.003 
0.004 
0.006 
0.001 
0.010 
0.014 
0.020 
0.029 
0.043 
0.062 
0.089 
0.127 
0.175 
0.240 
0.311 
0.400 
0.500 

.0.586 
0.667 
0.718 
0.742 
0.739 
0.708 
0.655 
0.586 
0.522 
0.468 
0.445 
0.441 
0.458 
0.469 
0.459 
0.498 
1.020 

CUADBO 15. Análisis e•pectrofotom~trico de L-DOPA. 

7r;, 
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1.Z 

1 ISOO nm 
A 
B l s O.B o 
R 
B O.B 
E 
N 0.4 e 
I 
A o.z 

o 
376 460 640 tlllO TOO 

LONQJTUD DE ONDA nm 

11!GUHA 7. Es~ectro de absorción de la L-DOPA a diferentee 

ongitudes de onda. 
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Seguida de los SEG de la cepa Cp •ex 19 teniendo ásta su máxima 

Producci6n de sider6foros a las 24130 h con 0.107 mµ l".olf~r; :;or 

rnl de muestra. Mientras que los SMG T2 de las cepas Cp llfex 28 y 

Cp •ex 44 presentan una nroducci6n parecida s iendo esta de 0.097 
-1' 

para la !Jri•era y 0.094 para la segunda. Cu.en.do los SMG de las 

cepas no fitopat6genas crecidas en medio M fueron aná.lizados -

por el mátodo ele detecci6n de cutecolee dieron resultados nega-

ti.vos o s ea no se presento ningún cambio de color al igual oue 

en los SMG de la cepa Cp Mex 1, tanto en Dedio M como en M-Pe -

la cual fue utilizada como control. ES~os resultados se muestr2.11. 

grUicamente en la figura 8. 

Bn el cuadro 17 ee dan los valores de la producci6n de side-

r6toros ti-;x> oatecol en SVG, SllG 30x concentrados y SMG 30x co~ 

centrados eluidos de sílicu gel, observdndose una mayor nroduc-

ci6n en los SMG 30x concentrados corresPOndiendo la máxima uro-

ducción a la cepa Cp Mex 46 con 2.72 mp moles por ml de muestra, 

mientras que la menor producci6n la present6 la Cp Mex 44 con -

1.04. Btl segundo lugar en la producci6n de sideróforos se en---

cuentran les SJl[G 30x concentrados eluidos de sílica gel; prlfle~ 

tando la máxima producci6n la ce.:la Cp Tfex lJ con 0.5 lllJl moles 

por ml de nuestra mientras oue las tres cepas restantes tienen 

una :producci6n similar. :Cor último se encuentran los SMGs pre-
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Sl!G •G 
Mues Tiem- ( 500 }11 de mueatrfl) niµ mol es de ce.te-

Cepas col ~1or m1 de mue!!_ tre. po en 500 nm 
tra. 

(h) JI 11-P'e 11 M-.?e 

Cp Mex l 1'2 25100 0.004 0.004 0.005 0,005 

'?1 22100 0.069 0.081 0.087 0.102 

Cp Mex 19 '2 24130 0.069 0 .085 0.087 0.107 

'f3 27100 o.on 0.074 0.089 0.093 

'l'J. 19100 0.063 0.074 0.079 0.093 

Op Kex 28 '2 21100 0.066 0.077 0.083 0 .097 

·f3 27100 0.060 0.010 0.076 0.088 

'1 23100 0.043 0.070 0.054 o.088 

Cp Mex 44 T2 25140 0.048 0.075 0.060 0,094 

T3 27100 0.050 0.070 0.063 o.088 

'1. 23130 0.047 0.126 0.059 0.158 

Op Mex 46 1'2 26140 0.047 0.132 0.059 0,166 

'f3 29100 0.045 0.119 0.057 0.150 

CUADll) 16. Determinaci6n de lH producci~n de aider6toros ti ::ic cate­

col en mu.estres de SllG obtenidas en tres diferentes tiem'.P()s 

F. lo breo ele la cuna de crecimiento de cepas de ). llhaseoli . 

¡>0r el m4todo <le .'\r..:,ow. 
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... ~ 

tt n ." • Re R7 Rtl n 30 

nEMPO {HORAS) 

-+- CP MIX 11 

-- CP M•X 4e 1 

P'IGURA 8. Determinaci ón de la producci6n de sider6foros tipo 

catecol en mµ f'.lo l es _!)Or ml de muestrr<. de SMG ohteni--

dos ;,_ t2·e s diferentes tiempos "1 lo l R.r ¡::·o •l e lr· cur v P-

de crecimiento d e cuatro c epes de ]!. TJh~seo li en me-­

dio M-Fe. 
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Determinnci6n de Deterrninaci6n de 
catecoles {500 =2 catecoles oor ml de 
~: muestr~ net ermina-

Cepas Ti en- Absor- dos en: 
po de bencia SMG Sl4G SMr: SMG SMG SMG SMG 
incu- 660 nrn 320 30x .30x 30x 30x 
bffi~6n nm .s.aQP.1 ~o..u.1 l~~.l E3G 

JIEDIO 11-P'e 

Cp Mex l 25: JO ,) , 010 o. 061 o.oot. ) • ')08 0.005 0.1 

Cp Mex 19 24 : 30 0 .780 0, 950 0 .085 0,106 '.).040 ') ,1')8 l.Jll 0.5 

Cp Mex 28 ::>1:00 o. 760 ') . '.?10 ),)77 0.121 0,037 o. 098 J . • 5? r,, ~(, 

Cr f,'.ex 4~ 25140 0.740 0, 770 o . c-;75 0 .083 ) • ') .3'? 0.094 1.04 1 . ~1 

Cp Mex 46 26:40 o. 680 1.490 0.1?5 o. 215 0.038 '.) .158 2. 72 '.). 48 

MEDIO M 

Cp Mex 1 25 100 0 .750 0.003 0 .004 0.005 

Cp Mex 19 24130 0.780 0.540 0.069 0.086 

Cp Mex 28 21100 0.750 0.550 0.066 o. 084 

Cp Mex 44 25140 o. 720 0.490 0.048 0.060 

Cp l.l:ex 46 26140 0.740 0.330 0.047 0.058 

-rro se deterruinPron 

'":U.".DUC 17. DeterminRci6n de le. producci6n .1 P. 

eider6toros tipo ca.-t.ecc.1 a un tiempo 

determinado en SMG en mecUo Ti y I':'.i..Fe. 
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sentando la máxima producci6n la Cu •ex 46 con 0·.158 y la mí-

nima producción la Cp Mex 44 con 0.094 m¡ moles ·nor ml de mue s-

tra. Varios re90rt e s s eñ alan oue la produc ción de sider6foros 

en 2· coli K-12 es ele 32 mg :ior litro de cill'.tivo. Mientras oue 

Agrobacterium tumefaciens mo s tr6 una uroducci6n de 6-9 mg de 

ag r oba ctina oor litro de cultivo. (Ong et al., 1979). Eh Bhizo-
. -

~ RA-1 la máxima producción de sideróforos fue a las 36 h 

con 6.2 mg por litro de cultivo filtrado . (lt>di et al., 1985) 

Esta es una evidencia más que los sider6foros pro •lucidos .:ior: -

~· nhaseoli uroducen eideróforos ti ;x> catecol y aue su uroclucción 

es de nendiente del crecimiento d e é s te. Además de determine.r ::: e 

la producción d i:: s ideróforos se det e ~minó l e. ~ro Lh1cci6n r1.e pie-

vtento a 320 nm en lo SGM; :oresentando l a máxima producción la 

cena Cp Mex 46 con 1.490, quedando com;:iroba cl.o una ve :;:. mú f: cue -

la 9roducci6n de pigmento e sta relacionada cocl l a ;>l~odnccic'Sn de 

si dl~róJ"oros . (Peralta y Carrillo, 1988; Meyer y Abdall21l , 1978) . 

En la cromatografía en ca pa fina 8 n sÍlica cel del S!'G 30x con-

cent ruao de las ce T)aS Cp fl'l'ex 19, 28, t;4 y 46 se obtuvif:ron l of: 

YalorP. s de Rf :presentado s po r la.s manch as o b ~-: e rvadas b P. j o lu~· 

ul trn.v iolet a 7 r evel Rdo ::· con Fe m .. ,_ ::l l'.~ , esto s v alores se mu e.s. 

t ran en el cuadro 18 y la oresentaci6.:1 e::;. c;uem <Í.~;i c :~ ee , .; :~ •-,::rnnt L 



Cepas 

Cp Mex 19 

Cp lttex 28 

Cp Mex 44 

Cp •ex 46 

Cp &fex 1 

--- - - - ------- - - -----------
Luz ultravioleta 

0.19 
0.23 
0.47 
0.57 
0.61 

++ 0.69 
0¡77 ; 

0.17 
0.21 
0.41 
0.60 

++ 0. 69 
0.77 

0.19 
0.23 
0.43 
0.62 

++ 0.70 
0.77 

0.17 
0.24 
0.35 
0.49 

++0.69 
0.79 

o.oo 

color 

F<llP.r enjado 
azul claro 
verde a zulado 
flI!lfiXill o 
blanco 
lndrillo .. 
roaa 

anarenjado 
ft.Zul claro 
verde a zule.do 
blanco 
l adrillo leve 
rosa 

anare.njado 
e.zul claro 
verde azulado 
blanco 
ladrillo leve 
rosa 

emarillo lim6n 
a&ul intenso 
ladrillo 
blanco 
ladrillo 
rosa 

RevelA.do con i1e <JJ. 3 1 :-'> 
Ri' co1 or 

0.13 
0.18 
0.35 

++ 0.71 

0.15 
0.35 

++ 0.67 

0.15 
0.35 

++ 0.67 

0.13 
0.15 
0.35 

++ o.66 

'.),00 

blanco 
pardo 
anaranj ado 
pardo 

bl1mco 
Pnaranjado 
pardo leve 

blanco 
anaranjado 
pardo leve 

blanco 
pardo 
anaranje.do 
pardo 

ninelll'lll. manche.. 

OU.ADI.:> ;16. Valores de Bt 7 color de las manchas observadas en 

ii11 oromatogramas bajo luz ultravioleta 7 revelados con 

P'eCl.3 el l,C de los SMG 30x. Mancha eluidfl. de ailicl'. t;el 

++. 
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f1 _1 1 8. figura 9. J,a mayoría t1e lo :::; co ::!::il e jos, son coloreado s 

en ::ireeencia de cloruro férrico o perclorato férrico, siendo e~ 

te un m~todo para d etectar la presencia de s ider6 f oros. 

Al cor1;:iar~,r la r esolución obtenida nor ar:ibos s i s t emas ele l'e­

velado, se observ~ C'Ue h ay me.nchas en común de a cuerclo con sus 

valores de llf. Le.a: m8Zlclta.s color ladrillo y ladrillo leve ob­

servadae k::. jo luz ultravioleta aparec en en el cromatoe;r8un re­

velado con cloruro f é r1'ico :.ü l;~ 1ero ';>resentando un color pP-.r-

do. Estas manchas fueron eluidEis de la s ílica gel y fue deter­

minada su a ctividau bioló.::;ica . A estae fracciones obtenidas se­

les nombr6 SMG 30x el u ido s de sílica gel. 

Im los bioensayos para determina r la actividad biol6gica de 

los SMG 30x concentrado s eluido s de sílica eel se obtuvi e ron ~ 

lQs reaul t aclos preFentado s en el cuadro 19 , donde se -ouede o'hl;¡¡.­

servar que las cuatro cepas cnusaron ')l'OP10 ci0n del crecimiento 

tl e 2· coli RW 193, el mayor efecto fue ejercido por el SMG 30x 

eluido de sílica gel de la cepa Cp Mex 19 (100~), mientras PUe 

las frA.cciones de lHs cepas Cp Mex 28 y 44 presentan un ínclice 

de e ctivacion ñ1,ü la:c. La cepa Cn Mex 46 provoc6 inhibición • . 



l':rente 

Manchas 
eluidas 

Origen 

CROMATOGRAPIJ) EN CAPA PINA 

~evelA.do con ? e 01 - ,, · 1. ., Ultra violeta 

ºººº o o o o o o o o 

ººº Q 

ºººº 
o 

ºº \) 

D 

ºººº 
Bs~e 

. . 
1 19 28 44 46 1 19 28 44 46 

C P ME X 

.FIGURA 9. Represent 8ción esauemática de la caracteri zaci6n en -

cromatografÍ H en capa finR de s í 1 i c: "' gel de los SJIG 30x 

dG las ce oas Cp Me x 1, 19, 28 ,44 y 46. 



8 5 

SMG 30x con- 1J1 moles de Area de Area de Indice Indice de 
centre:.clos catecol en creci-- activa- de 8.C- activa--
eluidos de - 50 uL de - miento ci6n ti ve-- ci6n 
sílica gel ' mues1ra (mo2) (mm2) <•> 
de: 

Cp Iex 19 0.040 280 836 2.99 100 

Op Jlex 28 0.037 280 729 2.60 86.96 

Cp Mex 44 0.039 280 719 2.57 85.95 

0p Jlex 4~ 0.038 280 665 2.30 76.92 

++ Inhibición 
CJ1!ADRO 19· Detenninaeión del Índice de activacidn causado por 

Sl'~G 30x concentrado eluidos de sílica gel sobre el de­

sarrollo de !• ~ RW 193 a las 20 h de incubación en 

medio M-P'e. 
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v. e o N e L u s I o N E s 

]!. phaseoli produce sideroforos en medios carentes· de hierro. 

Lo s diterentes grados de inhibición o promoción del crecimiento 

sobre !• ~ RW 193, ~· sol8nacearum y !· c<.ouestris CBP 123 -

ade;n~s de de:;:ien <l Er de lP. cantidad de s iderófo :ros producido s ~)or 

!• phaseoli depende~ de la gran especificidad de éstos compues­

tos sobre diferentes microorganismos. 

Las pruebas de identificP.ción qu! itl.ca pHrP determinl-lr e l e;-.cupo 

químico ~l que pertenecen los sideróforos de E• phas eoli fueron 

positivas, con1'irmandose que producen sider6foros tipo catecol. 

El tiempo en el que se presentó la dxirna producción de sideró­

foros fue des ?4s30 h para 1 ,-, cepa Cp Itie x 19, 21: 00 h Cp Hex 28, 

25s40 h para Cp f•~ex 44 y 26:40 h para la ce ".la Cp Mex 46. 

En le. !)roñucci6n de sideróforos así como en su actividad biolóC!_ 

ca y caracteri z.ación ouí:·,ic& las ceoas Cp Mex 28 y Cp Mex 1:4 -­

son muy similares. 

Por lUtimo, la mancha eluida del cromatograma de sílice. gel pr~ 

sento actividad biológica, indicando la oresencia de sideróforoe. 
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APBlifDICE I 



Todas 1 2.s c?ntidades están dadas para preparar un litro de lhOl!!. 

ci6n. 

MEDIO M 

SOLUCIONESs 

a) Acido L-glutffinico (lOOX ) 

b) Ma.nitol (lOOx) 

e) Po•tato• (lOOx) 

KH~4 
Na2HP04 

d) SUlfato de magnesio (lOOx) 

e) Cloruro de calcio (lOOx) 

f) Elementos traza (lOOx) 

H3B03 

Znso4.7H20 

CuS04.5H20 

JlnCl.2.4H20 

Na27'1nO 4 .-:rn2o 
g) Vitaminaia (lOOx) 

Biotina 

Ti e.mine. 

PantotenEto de calcio 

h) Cloruro f~rrico (lOOx) 

100.0 g 

100.0 g 

30.0 g 

30.0 g 

10.0 g 

5.0 g 

1.0 g 

0.1 g 

0.05 g 

0.05 g 

0.01 g 

0.1 g 

0.1 e; 

0.1 g 

0.10 e 



PREPARACION1 

SOLUCIONES a 

Solución a 

Soluci6n b 

Soluci6n c 

Soluci6n d 

Solución e 

Soluci'n f 

Solución g 

Sol ución h 

111 B DI O 

10 ml. 

10 m1 

10 ml. 

10 m1 

10 m1 

10 ml 

10 ml 

10 ml 

11 - Pe 

89 

Son las mi11ma• oue lais del medio ill, !1ero Ein lA. solución h 

( lle S E substituye por HCl 0.1 N en la mima concentra ci6n. 

PlG?ARACION1 

Se pre para de la misma manerH f! Ue el medio M. 
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MEDIO K P.A R A ~·O. ! l i R W 1 9 3 

SOLUCIOKBS1 

Son la• mitlllla.., que le.11 del medio 11, pero a ded• lleva le 

•oluci6n de coctel. 

"\'Coctel 1 

PREPARACIONs 

TiaminP_ HCl. 

Leucina 

ProlinP 

!riptefano 

Coctel 

~racto 4e levadura 

Caeeíru>. 

0.0026 mg 

0.01 ag 

o. 01 . !"1g 

0.01 mg 

20.0 

0.5 
1.0 

Ill 

g 

e 
Toda• la• •olucionee del medio M 

Se prepara de ln misma manera oue el medio M. 

)f E D I o ... l"e p A R A !· c o l i mv 193 

SOLUCIONES a 

Son la• misma• oue las del medio • para RW 193. 

PREPARACIOHt 

Se pre:96ra de b mismH aanera que el medio M :Pa.rF! RW 193. 

t' La• cantidede• dad.a• para pre'98.rar el coctel 90n para 10 ml.. 



•EDIO YGB 

SOLUCIONES 1 

Su1fato de magnesio lM 

TlgSO 4 • 7H20 

Soluc16n de •ale• (lOOx) 

E:zBP04 
NaCl 

Glúco•a ~ 

PREPARACIOlf.a '• 

BxtrRcto de levadura 

SUlfato de magnesio 1 M 

Soluci'n de sa1ee 

Soluci6n de glácosa 

SOLUCIONES a 

Sultato de magnesio 1 M 

Mf;S04• 7H2o 
Soluci6n de ee1es (lOOx) 

K2HP04 

Na<ll. 

PREPARACIONa 

Sanitol 

ExtrA.cto de levad\U"R 

SUltato de m981le•io l M 

Soluci6n de •al•• 

246. 48 g 

50.0 g 

10.0 g 

200.0 g 

1.0 g 

o.a 111 

10.0 m1 

20.0 m1 

246.48 g 

50.0 g 

10.0 g 

40.0 g 

1.0 g 

o.a 111 

10.0 al 

91 



•EDIO B DE KIJIG 

PítBPWClOlh 

Glicerol 

Ca•e!na 

K2HP04 

PREPARACIONs 

Caseína 

•BDIO L 

ExtrP..cto ele levadura 

NaCl 

10 ml 

15.0 g 

1.5 g 

10.0 g 

5.0 g 

10.0 g 
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