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CONTROL BIOLOGICO DE Monifinik POR MEDIO DE Baciius.

[ INTRODUCCION

11 doj 30 d Aazno en Mixico

1 durazno (Prunus persica, Batch) se consideraba originario de Persla, de donde deriva su
nombre, pero Investigaciones reclentes parecen indicar que es originario de China. A partir da la Edad
Med!a el durazno tue Introducido en Europa durants las Crizadas, desde entonces este fruto se cultivd
an el viejo Continente (SARH-INIA, 1882).

El durazno fus Introducido a México por los espalfoles en el sigio XV1. Gonzalo Feméndez de
Oviedo, en su Historia General y Nelural de Indlee, manciona que introdujo de Toledo, Espalla, semilias
de durazno y melocotdn, sembrdndolas en México y otros pakes templados y cdiidos de Amdrica
(Comk: Nacional de Fnuticultura, 1901).

Actualmente es uno de los cultvos mds dfundidos en todos los climas mplados de la Herra ya
Quo sus MAog ademds de ener un alto valor nutritivo, son fafos sucufentos of paladar. Los fafos se
oonsumen en estado fresco o seco; siven para la prep in de ladas, Jaleas, gell y
conservas, aunque tamblén pueden ser utilizadas para preparer Jarabes 0 como saborizantes (Comisidn
Naclonal de Fruticultura, 1997).

&l contenido de azicares del fruto es menor al 9%, pero contlene una gran cantidad da sales
as/ como princ Ay 8 (Tablal1).

Son nLimerosas las variedades del durazno, s cuantifican més de 200, y su clasificacion se haos,
principalmente, en base a laforma del fnfo, color, 84 mayor 0 menor pubescencia, adherencla af hueso
y&uforma, ademss do clertas torkticas del &rbol como son forma, longitud y color de las hojas, y
latorma de las flores; las principales variedades de ck son Piunus persica compresa, Prunus persica
puebera, y algunas razas como Raza del Sur de China ( Grupo Honey), Raza del Norte de China, Raza
Parsa (SARH, 1993).

En México ests fruto se cultivaen 28 esiados, enlas/eglonﬁstempladas Los estados més
Impartantes en cuanto & p k3n son Chit 2dn México, Puebla, Sonora
Aguascallentes , Durmgo. Chiapas, Guanajuate, Nuevo Ledn, Oaxaca, Querdtaro, San Luls Potos/,
Guerrero, Hidalgo, Jalisca, Morelos, Tiaxcala, Veracnz y enire otros (Tabla 1.2).




TABLA 1.1

VALCR WUTRITIVO DEL DURAZMO BLANCO ¥ AMARILLO EM 100 gr DE PESD NETO.

CONTEN1DO
DURAZINO
BLANCO NURILLO

PORCION COMESTIBLE 0.88 0.88
ENERGIA (Kcal) 56.9 46.0
PROTEINAS (gr) 1.20 0.90
GRASAS (gr) 0.20 0.10
CARGOHIDRATOS (ar) 1%.0 1.7
CALCO (gr) 23.0 16.0
HIERRO (MNgr.) 210 2.10
TIAMINA ("} 0.0% 0.02
RIVOFLAVINA (mQ) 0.05 0.04
NIACINA {mg) 0.70 0.60
AC. ASCORBICO (mg) 26.0 19.0
RETIN (Microgramos eq.) 3.00 22.0

Fuente: Vator Nutritivo de los Alimentes, 1967,

TABLA 1.2
PRINCIPALES ESTADOS PRODUCTORES DE DURAZNO
ENTIOND micipto
. fomsuana CASA GRAMDES, MUEVO CASAS GRANOES, BUEMA VENTURA, RACHIMIVA, CHIWUAWUA Y ALDANA.
WICHGACAN ZITACUARD, PATZCUARD, TACANBARD Y TLALPUJANA.
ZACATECAS 3::1, WOCHISTLAM DE MESIA, 0JO CALIENTE, LUIS WORA, GRAL. ENRIQUE ESTRADA Y
nEXTCo COATEPEC HARTNAS, VILLA GUERRERO, VALLE DE SRAVO, TEMANCINGO Y EL ORO.
SONORA ALANOS, BACUACHT, WACHINERA, ONAVAS Y BAVISPE.
PUENLA TACATLAN, TEZIUTLAN, HUEJOTZ1GO, TETELA DE OCAMPO Y ZACAPGAXTLA,
AGUASCALTENTES JESUS MARTA, RINCON DE ROOS, PARELLON, AGUASCALIEWTES, ASIENTOS Y TEPEZALAPA.

Fuente: Informacién Basica Sistems-Producc|én Duraino, SARN, 1993,

De los estados productores Chihuahua es el que presenta mayor produccidn para 1991 con el
18.57 %; lo siguen Michoacdn con 17.74 %; Zacatecas con 1657 %; Edo. da México con 8.97 %; Sonord
oon 6.37%; Pusbla con §.02% y Aguascalientes con 4.79% (Figura I-1).



A nivel nack laprc i6n de se ha ido a lo largo de la década de 1980-1991
antre 202.9437 toneladas (produccidn de 1988) y 132,234 toneladas en 1891, con un valor de 264,892.085
de nusevos pesos, cabe menclonar que en este arfo se registrd la mds bafa produockon de la década
(INEGI, 1082; Fig. 12).

Las causas de esta bafa produccidn estriban en varios factores que van desde el entomo
scondmico, con ef aumento en lss Importaciones por nuestro pas' Ia baja on las expanmlonea deblda

a las barreras fitosanitarias; problemas an el campo, p fones no h

©Oon Mmac Mon del fruto desigual, probh de c¢ nmal manejo en postcosecha, ademds
de que un aito porcantaje do las pdidas 50 debo a plages y enfarmedados, que adomds de alectar Ia
produccitn, sumontan loe 005108 de p loquehag que productores, camblen

a otros culthros o actividades (SARH-INIA,1682).

12  importancia de la pudiicidn cald y otras enflarmedades on ka produocin de dirsmo.

Las principales enfermedades que atacan al durazno son la Verrucosts (Taphina deformans);
Chahubate (Lmanzchelia punctata): Roya (Claterasporium carpohfium), Ceniclila u oidium (Sphasmeca
pannose); Tizdn backeriano (Xanthomenas prunl); Céncer de ramas y corteza (Qviaspor 5o, Corgioeystis
80 v i Pudsicion cakd (Mon/linfa fructicols).

iLa pudricidn café se p todas las regk del mundo donde se cultivan frutos diupdesos
QOMS duraznos, ol mend) porag y (Northover y Biggs, 1990), ocasionando
darkos considerables, con pérdidas hasta dal?&%dalapmdncidn (Agrios, 1965),

La Incidencia de la pudricidn café varka de acuerdo a los diferentes estadios de desarrolio de la

fnta, los nheles de la enfermedad dependen de fos bios en las X demds de 188
condiclones amblentales.
Los sito de asta enk J ap sobre las Inf lag y frutos. En los pétalos,

estambre o pistifos se observan manchas pardas que se extlenden rdpidamente envolviendo a toda la flor
y & su pedinculo, Estos drganos se anugan y secan, quedando una masa putrefacta. Los shmm en
log frutos, apamcen cuando estos se aproximan a Su madurez. En elfos ap
clreulares de color cald, las cuales se extlenden con gran rapidez en todm dmeciotmyse cubren
rdpidamente con ramillates de color cenkzo, los cuales brotan a travds de /e cascara del fnfo y se
esparcen en anllios concdntricos (Agrios, 1985).




FIGURA i PRINCIPALES ENTIDADES PRODUCTORAS DE DURAZNO
SERIE HISTORICA
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FUENTE: EL SECTOR ALIMENTARIO EN MEXICO, 1082




FIGURA |-2 COMPORTAMIENTO HISTORICO DE LA PRODUCCION DE DURAZNO 1981-1881
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FUENTE: INFORMAGCION BASICA SISTEMA-PRODUCTO DURAZNO, SARH, 1963.




13 E género Monllinia como paligeno causanie de 1a pudricion caké (cicio de vida)

LapudrickSn cafd es causada por dos hongos Monliinla fructicolay Monilinia lgxa. Esta enfermedad
varla dep ) del peciico: Monliinla fructicola es el princlpal onganismo que causa
el tizdn en la flor y frtos de nectarinas, duraznos, clruela y de almendras; Mopilinia laxa es uno de los
princlpales patdgenos que causan la marchites de la flor de almendras, cltuela y en los futos de

albaricoques (Ogama, et al., 1980).

El clclo ds vida de Monifinia fructicola se manifiesta en dos fases, Ia fase asexval que es cornta y
{a fase saxual, mds complejay con un perido da duracidn méas amplio (figura 1-3).

La Infeccidn se Heva a cabo en primavera por ascosporas o por conidios, los que al germinar
ol tallo, hojas, b florales y causan su marchitamiento. EI micello crece y afcanza un estado
en el cual produce conidioforos largos y ramificados, que rdp se rompenen idlos ovales. Esto
hongo pertenece al género Monllia de los setes (fase Imperfecta de Monllinia fructicols). Los
86 desprenden fdoli y son por el viento, sl alcanzan a un hospedante
susceptible, el conidio germina (tubo germinal} e invade el tefido propag ia dad. N
conidios maduran a los pocos dlas, repitidndose el cick asexual del hongo, en una sola estaoion se
forman vartas generaciones de conkdios (Alexopoulos y Mims, 1979).

Los frutos son atacados por conidios cuando legan a la madurez, a través de Iss bases de los
tricomas del fnuto, las picaduras de los Insectos y olras heridas, formdndose manchas ybland:
El micelio se desarrolla, segregando una enzima que disuelve Ia laminiiia media de tas cdlulas del fruto
de modo que los tefidos se deshacen. E! micelio Invade todo 6! fruto y este se arruga, se seca, endurece
y momifica (Alexopoulos y Mims, 1979).

Cuando los fnfos aln no estdn maduros, son resistentes a la enfermodad, sin embargo la
Infeccidn estd latente o inclplente (Zehr, 1962).

Los frutos se pueden momificar en la planta 0 pueden caer y permanecer en el suelo durants el
imvierno. Los frutos momificados que han quedado adherfdos a las ramas constituyen en primavera, una
fuente de infeccidn (el micello produce conldios cuando la temperatura ambiental sumenta).

Los frutos que se encusntran en el suelo se p y despuds de 2 0 3 affos el
hongo produce spotecios, los que se obtienen por fecundacion de espermacios con ascogonios, aunque
6sto no se ha observado con precision (Herrera y Ulloa, 1990).

En la superficle de Ios frutos momificados aparecen numerosos y pequelios apotecios, con 8scas que
producen 8scOSpoOras que se escapan de manera explosiva, dando el aspecto de polvo en forma ds

8



nubes. El viento es uno de los pri gentes de di; jn & nuevas plantas (Figura 1.3; Ogema,
ot &l,, 7980),

14 Control de ka enfermodad,

8) Control flsico

Uno de los primeros controles de ia pudricidn café es el fhsico o por précticas culturades, el cual
oonsista en realizar ias plantaciones de fos drboles a una para disminuir la
probabliidad de que el patdgeno se transmita con éxito de plantas In!ecradas a otras o infoctadas.
Guando una poblacion de duraznos 6s muy densa la probabilidad de conteminacion es también alta (Allas,
1960).

Para evitar contaminaciones posterfores, se cortan lag ramas que portan lag Inflorescencias

ylos frutos momificados del campo agricola, para de esta forma eliminar cuaiquier

fuente de contaminacién como son las esporas y el micelio Invernante que son fuente de indewlo para
Ia siguianta estacidn (Agrios, 1985).

Sin embargo la produccién a gran escala de cosechas, no permite que se utllicen métodoy
fisicos, ya que representa un aumento en 1os cosios de produccidn por mano de obra, Este costo cada
vez mas alfo y la mayor incidencia de patdgenas en Ias monocultivog, han promaovido un mayor uso del
oontrol Quimico (Atias, 1990).

b) Control Quimico
Una de las formas de control de la pudricidn catd es aplk fung cormo captdn, dicions,

azufre, thiramy b h enel que el drbol p infloi eltizon (Tabla
1.3; Ogawa, et al., 1980; Pusey y Wilson, 1984; Vapiner y Deverall, 1984).

Para controlar Ia enfermedad en los frutos se utiliza captdn, thiram, azufre humectable o poivos de
azuire, aplicandose sobre l0s drboles unas semanas antas de la cosecha (Zehr, 1952).

Parael control de laenfermedad en postcosecha se utitiza benomil en solucidn, los frutos son sumergidos
en ella antes de ser &l dos o tamblén se fan antes de g &una temp qQue

oscilaentre 0-3°C. Otro méfodo utllizado es 6sp cont los donde se
los tnAtos (Agrios, 1985; Zehr, 1982; Ogama, et al., 1980; Tabla 13).




FIGURA I- 3




Reclentemente se ha utllizado Benomifo-DUNA mezclado con etanol af 70%, el cual disminuye la
Incidancla de la pudricidn café en postcossecha (Feliclano et al., 1932).

TARA 1.3
FMGICIDAS UTILIZADGS PARA Wonitinly Fructicola
FUNGICIDA FORMILACTON: DOSES/100LT OF AGUAL LINITE MAXINO DE INTERVALOS DE
RESIDUDS SEGURIDAD (DIAS)
(PPNY
BENOMILO PH 50 60-90 g. 15.0 sin limfte
CAPTAFOL PH S0 2.0-4.0 g, 2.0 1
CAPTAN SysP 30 300-500 cc 50.0 sin limite
CARBENDAZINM PH 50 50-70 0 15.0 Sin limite
OXICLORLRO OE (LK 300-400 g Exento Sin timite
COBRE
ZINED PH 50 120-180 ¢ 2.0 1

PH= Polvo hunecteble; cct centimetros cibicos; 9: gramoe; susp.: suspenaién; PPM: pertes por millén,
FUENTE: Rarusl de Agroguimices, 1938, SARN.

otk

El uso de nuavog p para la agricuttura ge ha do, en 1948, sdlo habfa tres
pesticidas para uso agricols, paro en 1976, se reglstraron en E.UA. 1170 plaguicidas, 425 herblcidas, 410
fungicidas y 325 Inseclicidas y se produjeron 725 miliones de kilogramos de plaguicidas orgdnicos
sintdticos (Atlas, 1990).

En deesficacla, kb y control de cefidad, Ios piaguicidas han representado un logro
incalculable para aumentar fa produccion de los cultivos, pero el uSo Que en ocasiones 6 desmedido
provoca altsraclones de diversa idofe en el agua, el sualo y el aire, dafiando a la feuna y fiora, sdemds
oontaminando ios alimentos (Cook, 1985).

Los plagickias exhiben vastas diferencias en cuanto a su tlempo de permanencta en el medio

yak ode elios p Inc Se han dk do I K con hidrocarburos
clorados en regiones de la remota Antdrida, a miles de kilémetros de distancla del sitic mds cercano de
su posibla aplicacidn (Rsstrepo, 1988).

EnMéxico se han reallzadk dios sobre el cc fo da plaguicidas en Enp dJos

e agua duice 56 han encontrado en cancentraciones de hasta clen veces més altas que 18s consideradas

como miximas aceptables. En varias regiones del pas, Ia leche de vaca ysus derivados exceden /as

tolerancias infernaclonales en cuanlo a de ag agroqui , en tanto que la leche

materna contiens hasta diaz cleses de contaminantes, ent:e allos, DDY, DDE, opdxldo de heptacioro,

dieldrks, BHG algunos ds Io cuales colocan a Mdxico en el primer sitio en el mundo debido a las altas
P (Restrepo, 1968).
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El desarrollo de resistencia o tol lads los patdgenos ha ocasionado un aumento en fas dosis
de fosp parac« irios, con el consecuente riesga | io de , yaque
la presencla da resid imicos en &l asfcomo sup I da en af ambh fimian
Ia utilizaclon en este tipo de control en cuftivos {Norman, 1988; Chalutz end Wilson, 1990).

Reclentemente se ha encontrado que Monlfinia fructicola ha adquirido resistencia a los fungicidas
utiizados para su control (Ketan y Shebl, 1981; Shabl and Ogawa, 1981; Zehr, 1962}, en aspeclal a los
benzimidazoies. En 1975 fue descublerta y reportada la resistencla en Australia (Whan, 1976), Michigan
{Jones and Ehret, 1976), en New York (Szkoinik and Gllpatrick, 1977) y en Sur do Californla {Ogawa and
Manjl, 1081).

En el Sur de Carolina se probaron diferentes combinaclones de fungicidas con benzimidazoles
(thofanato de metl), capldn, suluro) en donde Monilinla muestra clerta resistancla (Zehs, 1862). Otros

fungicidas adiclonales a los benzimidasoles se han utilizado con igual o mayor eficacia para controlar la
p cafd. 86 empezs a utiier la triforina que presenta el mismo problema que los
benzimidazoles en cuanio a la lo que ha g la necesidad de desarrolier otras

estratoglas para el controf de! patdgeno.

El control bialdgico puede ser una alternativa al control quimico para combatir a Mogilitia (Pusey
and Wilson, 1984; McKeen et. al, 1986).

c} Control biokigico

Baker y Cook (1983) definen el control bioldgico de fitopatdgenos, en un sentide amplio,
Inciuyendo ef uso de alguncs organismos para el control de obros microorganismos.

El control bloldgico incluye la produccidn de medsfemm por cultivo do re}ldos de plantas, llbres
de virus, para la erradicacién de las Jades de plantas y de de varledac
resistentos al patdgeno {sfendo dste uno do los controles més efectivos). Esra definicion inchsye tembién
ol uso de plantas superlores y microorganismas o patdgenas. El concepto as amplio, y generalmente 63
aceptado por Ios fiopatdlogos, aunque algunos autoras cuestionan qua el conceplo sea tan amplio (Coak
y Baker, 1983; Cook, 1965).

Sin embargo Cook (1985) propone ampllar el concepto, para meforar en el Asuro el control

bioldgico; un ejemplo es Incluir genes lack para la p de sustancias inhibllorias ds
fopatégenos en las plantas. £n la naturaleza existen igo: de microorganismos patdgenos,
que son utilizacos para el control bloldgico. En el suelo existen gran de micr

saprofitos (hongos, bacterias y actinomicetos) Gue producen sustancias tdxicas, quo permiten ser Lsados
para el control bloldgico (Ortizy Ontiz, 1984).
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El fandmeno de /a mmlsmsls del Buslo <que, algunos creen, 8¢ dobe a actividades microbianas-
85 muy usual, AlQ produoen las antfingicas y se ha demostrado que ja adicion de
Mnymum &sirve para controlar la enformedad produckia por Bhizoctonia soiani en
calabazes, guisantes, lachugas, efo, (Atas, 1890).

La adicién de microrganismos entagdnicos en el suelo, antes de la plantackn, permite combatir
aigunos patdgenos de plantas, Un ejemplo de eflo o3 Ia adicidn de Coniottwiiuemn minkans, Spoddesmiun
sclorotivorum, Trichedema spp, (Cook, 1985).

Varlas bacterias se usar con fro la como Insecticidas o k Egtms b
esporiadas del gdnero Bagliivg v Clogtridium v fas especies no esporladas do jos gé
Paeudomans, Enenabactsr, Prolous, Sermatia ¥ Xenorhabaks (Allas, 7980).

son

Di Pistro ot aJ. (1902) reportan Ia produccion de dog metaboiios con aothvidad antitingioa contra
Mm_mtmm(}’ddgano Que provoca la pudricidn de semilias y rakes), alelados de cultvag Huidos
de Chastomium globosun.

igarcjo et al. (7965) yablmg_ﬁmn:unmomlsmwmmdoln
microfiora del durazno, 8n ko vistagos y en lag flores. Este v oontra
Mantiinia laxy en ef faboratorio y en campo (Melgarejo ot ., 7066). &Mm prockjo doe
antibiotioos Jiamados Ay 8 gue muostran actividad oontrs Monlinia Ia@, on I8 germinaoidn de fas asporas
y o0 of cracimiento die fos ibos de perminacidn (De Cel ot ef., 1969).

ummmmmmuammw
an ol control de p K Infoctacles do ir auncque axisten otras eepecies como B, paplies. B.
aphesdous, B, moval y B, conus que también son utilizadas (Geldn-Wong y Rodriguez, 1960).

mpinder y | (1984) rep thicle in vitro de Daciiius subiile contra
BPenicikum okstum. f [ una suspension de osiuies de Sacliue sl an /a fte,
do que S8 p ba wne disi ion del crecimionto de loa petdgence Aernaria oir vy

Gaotrichum candigum. £ extracio crudo del cultve con Saciikus subtills mostrd antagonismo para A, cirl
y Q. candidum in vitro y en vivo,

£/ extracto cudo de B, aublilia demosind efoctividad contra Unpimvoes phaseol! (Raben) Wint,,
‘agenta del 1a soya del frijol; Neciria galligena (Bres.), ue causa el cdncer de la manzana (Swinburme, et
al, 1975); Alemada solan] que provoca ef tizdn temprano de la papa (Vasudeva, of. al., 1064);
Macrophoming phageoling y Bolndfiplodia solanHuberos) agontes causantes del tizon de la pepa
{Thirumalacher y O'Brien, 1977).

13



Bacllius gublilfs Inhibe tambidn ol crecimiento de 10 patdgencs de los chicos y da olras frutas
(Pusey y Wilson, 1984, Pusey et al,, 1986; Utkhede y Sholbarg, 1886; Wiison y Pusey, 1985), en estudios
mds reclentes s ha utilizado para enfermedsdas de posteosecha de cltricos (Vapinder y Deverrall, 1994).

Pusey y Wiison (1964) reportarn que B_thurlngiensis reduce la Infeocksn de Monliinia frctioola en
clvela, mientras que Bacllius subtilis es effcaz en dt , noctarinas y clwelas, Los matabolifos
secundarios de B. sublills (Cohen), ck actividad inhibiorta para varios hongos fitopatdgenos
(Asante y Neal, 1964: Babad, ot al,, 1852; Buranchik, et al., 1964; Johnson y Burdon, 1946; Landy et &,
1848).

Michenar y Snell (1949) reportan dos entibldticos, Toximycin y Mycosubtiin producidos por B,
Subliil, que son activos In vitro frente a Mondiinia fructicola. Tienen un esp amplio de inh ante
agentes fungales en bajas concentraciones in vitro contra M,_faucticola (Stesse! et al,, 1953; Walton y
Woodnt, 1949).

Mckeen, et al. (1986}, separaron [a fraccion bioidgica activa del extracto cnsdo de 8-3 un tipo de
Bacliiug sublills, v encontraron que la fraccidn activa contra Monliinla fnucticolg contiene un antibidtico
Hfamado Ninhydrin, y es antagdnico a 15 especles fungales.

Jenkins (1868) reporta especies de Bagillus (8. cateys) antagdnicas a M, XICOIa sobre todo en
los conidios en el campo. Este Baclllus aparentementa reduce el desarrollo de la pudricion catd cuando
89 aplica en la superficie de Ia fnta madura en of faboralorio.

- Reclontemento se ha ancontracks que B, coreus produce un antibidtioo llamado Clepentacin que
ataca &l hongo Candida albicans A540 y 8 Cryplococcus neokvmans IAMH514, su estiucturs estd
determinada como (1R .25 )2-Aminociclopentano-1-Acido Carbaxilo (Kondsh, ot al., 1689).

Besson et al, (1076) describen Murin A, un polipdptido ckilico antiungal que 68 producklo por
oiversos tipos de Bagliug subtis.

Asanta y Neal (1064) reportan que los doldos producidos por bacteriae del género Baciilug son
de bajo paso molacular, los dekdos identificados son aodtico, isobutiico y aifa metil blstirk

En sihiocls, dhvrsog aidoreg proponan ol empleo de prodkcioe dervedos del meteabollsmo
secundario de microorganiemos, pera o control de enfeamedades de fas planias, gue pueden sor deede
adraoips onidoe 0 antibivticos alsiados y purlicarkos.
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15  Funcion da jos antibidticos y ulizacion en of control blokigico,

Et significado bloldgico da los antibldticos ha estado sujelo a una considerable especulacion y
discusién. Sin embargo, aun hoy en dia no se comprende totalmente ¢! papel que juegan en la naturaleza,

Entre Ias distintas funciones propuestas para iog antibidticos estdn el considerarios coma reliqulas
ewolutivas (Eigeny Winkler, 1675; Zahner, 1978, 1975); productos de desecho de! metabollsmo (Luckner
y Nowver, 1972); bloqueadores e mecanismos dle regulacion (Demian, 1968); productos del metabolismo
1COMO CC la de una limitacion de k (Tempest y Neljssel, 1975; Neljssel and Tempest, 1975,
1078); prodkxctos relacionados con la dife fackin celular (Luckner end Nover, 1977, Beny, 1075;
Bu'tock, 1975); actividad reguiadora en Ias moldculas 8 Incrementar [a flexibitidad para fa adaptacin a los
cambios del amblents (Haavik, 1978); como awditares en el mantenimiento de los mecanismos esenclales
para llovar a cabo 1a mtipiicacion coluler (Buflock, 1961); mpdiiares en of control de ia prollerscion do
onpaniemos competidores (Krasiiinikov, 1964, Brian, 1957); inckden en ta fonmecion de la 6epora, que es
el vitimo sfemplo de la adaptacidn da la bactaria para su idn o supervivencla (Bemlohr and
Novelll, 1963; Nover and Lucknes, 1974; Errington, 1993); en el control de la esporulacion (Hodgson, 1070;
Martin and Demlan, 1980); productos derivados de la degradacion de macromoléculas celulares (Romero,
1966), .

Una idea quoe ha sido considerada es quoe la funcidn de los antibidticos es matar o Inhibir el
Imlento de otros organt en la natura'aza, esto fes tayjas compelitivas a las aspecies
productoras (Gottlleb 1876, Demian 1984).

Muchos da fos antibidticog son produeidos por microomganismos saprofiios del suelo, y de hecho
una alta proporcién de microorganismos aislados def suelo a partlr de fragmentos de materia orgdnica,
en donde la petencla entre los habit del suelo 6s muy infensa, son productores de antibidticos
(Ortizy Ortiz, 1984).

La produccidn de algunos antibidticos ha sido demostrada en suelo estdrll suplementado con
materia orgdnica e Inoculado con una cepa productora. Sin embamo, muchos de los microorganismos
que crecen en el sualo estdril suplementado con materia orgdnica, son Incapaces de procuclr antibidticos
on cantidades detectables en ausencla de materia orgdnica. Solaments sa han descrito uUnos cuantos
casos positivos en 08 cuales I0s antibidticos estaban presentes en pequerias cantidades {(Demian, 1984).

Ademds, una funcidn postulada para fos antibldticos, que recientemente ha adquirido una gran
atancion, es qua los antibidticas son compuestos que participan en la diferenciacidn celular, esto es, la
trangicidn de céiulas vegetativas a esporss. Muchos de asfos p s son elaborados por
microorganismeos cgpaces de esporuler, principalmente Baglilug, Straptormaces y hongos flamentosos (Katz
y Demian, 1977).

15



Algunos autores sugleren que los antibidticos pueden ser usados por los organismos en distintas
formas durante la esponidacion para modificar su membrana colular, un efemplo son log antibloticos
peptidicos producidos por Bacliius, que pueden actuar como delergentss Que disgregan los
componentes de la estiuctura de la cublerta de las esporas 0 como portadores de lones que modifican

las propledades de permeabiiidad (Sarkar y Paulus, 1872). Aunque mueh: b que
existe una estrecha relacién entre la formacidn de los antibidticos y la esporulacidn, da ninguna manera
prueban que los antibidticos sean rios para ia esf La evidencla en contra de lo antericr,

es que existen mutanies que 50N incapaces de formar antibidtico pero que adn conservan /a capacidad
de esponilar (Demlan y Piret, 1981).

Estos mutantes han sido obtenidos de bacterlas, actinomicelos y hongos productores de
gramicidina S, gramickdina lineal, tirocidina, micobacliina, bacitracina, metilenomicina A y patulina
(Demian, 1084).

Egtd claro que no todos log antibidticos tienen que estar relacionados con la esporulacion; pero
a5 altamente probable que todos los antibiéticos tengan una funcidn en la supervivencia o en la
diferenciackin del organlsmo productor, ya que 6s bible que la cla de reacclones

multienzimédticas de Ia blositesis da antibidticos haya sido retanida sin ningun efecto beneficioso para
la gupervivencia (Lorenzo y Agullar, 1984).

En el género Bacliiys, ia produccion de antibidticas peptidicos tiene lugar de forma temprana en

.. el proceso de esponlackn, La biosilasls da estos compuestos implica un nueva mecanismo de

angamblado, en el que ia secuencia de aminodeidos estd datorminada por una enzime; no p jpan en
ol nf fos ARNt nl log ribosomas, El papel de estos compuestos en fa 10N 68 dh ido, pero
86 ha sugerido que pueden controlar varios estadios del proceso da diferenclaoidn (Stanker y Adaiberg,
1086).

El modo de acckin de 103 fungicidas ha sido dilucldado tnk na en alg cagos
especticos. El mayor problema o dificultad es que los resultadog provienen de experimentos in vitro, y
no en suelos (Hornby, 1933).

Log antibioticos Interfiaren con el desarrolio y 6l metabolismo de Ios microonganismos patégenos.
Segun Waksman, pueden actuar por diferentes vias:

~Sustitiyendo a un slemento nutritivo esenclal.

-interfirlendo con la utilizacién dg Ias vitaminas

-Madificando el metabolismo Intermediario de a cdiulia -combinandose con el sustrato o uno de
sus constifuyentss, ef cual s6 vuelve inactivo para la utitizacida de! patdgeno.

Compltiendo con una enzima requerida por el patégeno.

-Intetfilendlo con ef K piratorio, esp fi con el sistama hidrogenasa

16



-Inhibiendo directaments la oxidacidn celular

-Aetuando como slstema enzimético y produciendo en el medio productos de oxidacidn, tales
como perdxidos, dafiinos para la cdlulas.

-Favoreclendo clartos mecanismos Iicos en la céjiula

-Afoctando Ia lensidn superficial de las bacterlas, actuando como detergente (Bryan, 1971).

Barberd (1989) reporta la lorma de actuar de algunos antibidticss, como son la Blasticlding, que
inhibe la respiracion del hongo Interfilendo la sinteslts protekca y evitando la incorporacion del dcldo
glutdmico en la proteina; ias Polioxina tiene una accidn Inhibitoria da I3 s tesis de quiting en los hongos
y la Validamicina actla sobre la bit del o, ibldndola.

16 Los Bacilius como productone de antibidticos

Casl todas Ias especies de Bacilius son saproblos, ampliamente distribuidos en la naturaleza,
particularmente en el suslo, en polvo, agua y en malerfales de origen animely vegetal, La distribucicdn estd
refacionada con {a sobrevivencla que le confiaren las esporag que son resistenles a las condiclonas
adversas. E! ampllo fango de caraclerksticas fisioldgicas que exhiben dentro de este gdnero es reflefado
en Ia gran diversidad de especies, muchas de ellas capacss de Inhibir 0 matar & otros onganismos
(Bolows, A. 1997).

La mayorke de las especles de Bacllfys aparentsmente lanen una patogeneckiad baja o no tenen
un potencial patdgeno y rara vez esldn asociados con enfe dades i oen jes. Las
- axoapclonss son B._anthragls, el agenla del ¢ )0 iz, ent: jad de y ani)
(Burdon y Williams, 1962), y especies como B. cgreus, que recleniemente se ha encontrado como
contaminante de alimentos provocando Intoxicacionss y en Infecclones humanas y animales. A B, corous
se le asocla con infecciones de inmunocompresiin o en personas ddbiles (v.gr. alcohdlicos, diabdticos
y drogadictas), en Infecciones meazeladas como vector secundario (Bolows, 1991).

En 1939, Dubos aisié de una especie comun, Ic dora de esporas (Baciliys brayis), productora
de un agents antiblético que Ilamd Urotricina. Més tarde, se encontrd que estaba formade por dos
sustancias, la gramicidina y la tirocldina. La Intensa actividad bacteriostitica de esios productos atrajo la
alencidn de muchos y estimuld el interds por los agentes antibidticos en general (Burdony Willlams, 1952).

Varlas especles son de Importancla clinica con otras capacidades como es el ensayo o prueba
de antibidtico (8. pumiius, B. careus v B. stearothermophlius), o'os ensayos de COMpUESIos organicos,
como la aflatoxina ( B, megaterium ATCC 25848), deldo fdlico (B, coagulans ATCC 12245), y hexaciorofano
(B._sublills ATCC 6533), y pruebas para monitorear fa eficacia de! calor, quimico y/o radlacisn, en
procesos de estorilizackn y/o fumigacién para la p ién de productos farmacéuticos y allmentos
(B._stearothermophlius v B. sublilis varledad globigll NGTC 70073} (Bolows, 1997).
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Cinco especles de Baclllug, 8. thuringlensls, B. poplllise, B. sphaericus, B. lavaey 8. lentimorbus
y B. moritsl son patdgenos a Insectos, la primera especis es usada comerclalments como Insectickia para
el control de plagas que destnuyen las cosechas (Bolows, 1991; Galan-Wong y Rodriguez, 1980). B,
[agerogponss BMI156-14F! producs un antibldtico Hamado Leuhistin, que producs la Inhiblcién da la
aminopepetidasa M (AP-M) en algunos microorganismos (Acyag! et al., 7991). Aigunas especies proaucan
antibidticos como bachrecina (B. subtills v 8. licheniformis), polimyxdn (B, polymyxa), y gramickdina (B,
brevig} y numerosas enzimas usadas en la Industiia farmacéutica y en otras Industrias.

En , tos Bacilius p una gama amplia de U508, dosde el Industrial farmaceutico;
en la Industria afl rig y rec se hal do su uso como Insecticidas y fingickdas,
como se menciona anteriorments, en los thoos de control que se han dado para ia pudricidn cald.
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OBJETVOS
Obyetivo general

Alslar y purificar bacterias dal género Baclliug de suelos agricolas y prober su efecto
antagdnico contra Monllinla faxcticola,

Alslar @ identificar cepa de Monliinia fructicols.

Objetivos particulares

Identificar las bacterias Gram positivas con pruebas bloguimicas.
Producir extracto crudo para pruebas de antagonismo.

Valorar la actividad de! extrack crudo in vitro contra Moallinia.
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L MATERIAL Y METODOS

En aste caplulo se proporciona una daserlpeidn de los rlales y mdtodos utilizados para las
Investigaclones realizadas en la tkisqueda de attermnativas para el control biolégico de Monllinia faseticola.

Esta Ipvestigacion se Inicla con of alslamiento del patdgenc causante de la pudricidn catd y de
cepas pofenciall “as a dl. Se izan p de antagonismo, idantificecksn de /as copag
a el da especles y la produccidn del extracto crudo pare su veloracidn contra Monllinla frseticola.

En la Figura M-1 se presenta el esquema de la metodologla expermental desarroilada en el
presente trabgfo, y a continuacion ge describen cada una oo las fases experimentales.

3.1  Alsiamiento, puriicacion o identificacion do Moniinig frcticola

Para realizar el alslarmianto de Monlfinks se adquinieron frutos de durszno (Prunus persica) con
pudricldn café. Se lavaron con agua corriente y se sumerglercn en una solucidn de hpochorito al 1%
durante 5§ minutos, para desinfectarios debido a que Jos hongos fitopatdgenos nommalmente  estdn
acompatados de bactoriag y otros hongos secundearios mds proilficos (Fokema, 1973; Royse et &, 1977
y Vanpinder y Deverell, 1984).

Las secciones daffadas por la pudricion café fueron coradag on trozog de 2 cm por 2 om, 80
sembraron en placas de PDA {Papa Dextrosa AgarXAnexo 1), por medio de la técnica de cuithvo de punta
deg hifa (French y Herbert, 1680), sa Incubaron a 28°C durante 56 dias. Una vaz que of micelio se
desarrollé, se purlficé e identifico.

32  Aistamionio y puricacin de bactorias Gram posiives.

Para el alslamlento de las capas baclerianas se itiflzaron muestraes de suelos agricolas de Toluce
y Chalco, Edo. de México. El prox leno de /a Inlcid con la separecidn de rakces y cverpog
extrafios al suelo por medio del filtrado con un tamiz de 100 malias. Seé prepard una suspansién con 2.0
gr de guelo en 20 m! de agus destifada (Bakien, 1885).

Esta solucidn se colocd en tubos de ensayo, se Incubaren en bafo mark a una temperatira de
30°C duranite 10 min, De ¢ada und d6 103 tubod §6 tomaron mueslras y se sembraron por estria cruzads
en placas con agar nutritivo, este medio 63 uno de los mde wiilizados para el culthvo y alsiamlento de
bactarias, debido a que su reacciin 6s neutra y dstas son favoracidas por medios de reaccidn neutra con
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un pH 6575 (Burdon, et al., 1982 y French, 1980). Las placas son Incubadas a 37°C. Para reallzar le
Ppurificacidn de ias distintas cepas se ressmbraron /as colonias de interds en otras placa de agar nutritivo,
56 purificaron e Identificaron como Gram positivas con la tinckén da Gram (Bakken, 1985) y como
formadoras de esporas con la técnica de Shaeffer y Fulton (Ruiz, et &., 1986).

33 Pruebas sobre la actiidad antagonica de igs bacterias Gram positivas contra Movllinia
fngticola

Existen algunos ejemplos de organlsmos que in vitro exhiben antibiosis a clertos patdgenos de
plantas. Para la demostiaciin de esta antiblosls, ef primer paso a segulr es probar que la relaciin entre
astos fenolipos (cepa p i fo gonica y patdgeno) es antagdnica (Atlas, 1990). Pera llevar a
cabo este tpo de prweba o seleccién ‘Primarla® se mallzaron bloensayos duales con las cepas
Grampositiva y esporogenas.

Lag copas Gram poeitves ioron eveluadas contra MOninilig fucticola en culthvoe dkales.

Un empaste de micelio de Moninilia fructicola de aproximadamenta 7cm por 1 cm. fue sembrado
en un extremo de la placa de PDA, durante 4-5 dias a temparstura amblente (25 +/- 2°C). Despuds, en
el mismo cultivo 86 sembrd la bacterla Gram positiva en el extremo opuesto donde se sembrd ¢l hongo,
se Incubd a temp amblente durante 34 dlas. Se reglstrd la zona de Inhibleidn del crecimiento de
log culthos. Ejancho de la zona de Inhibicién se midid con tres registrog entre ambas colonlas izquierda,
centro y detocha (Royse, 1078 y Vapinder y Deverall, 1984; Fig. M-2),

34 identificacidn de lan eapecios do Baciis que prasontan antagonismo

Las caracterlsticas fislotdgicas y bloquimicas alrvan como procedimientos de identificacicn de
microorganismos. L do a cabo la slembra de i/ 8n ¢ medios de cultho y
estudiando las reacciones fiskoldgicas y bloquimicas resultantes, se puede por aliminacikn, hacer un
diagndstico especifico e identificacion de estos microorganismos (Biyan, 1971).

Los bacterioldgos clasifican los microorganismos anallzando un ndmero pertinente de
caracterkticas e intentan con dstas hacer 1a clasiicacidn de determinadas especles, mlembros dal mismo
gdnero.

El resultado de ia diferenciacion de caracterkticas es una clave dicotdmica que en ocasiones es
muy compleja, paro que estableca claraments el género y las especles. Algunas idenlificaciones requieren
un periodo de llempo lango y mucho trabajo de laboratorio para claslficar correctaments a los
microorganismos {Bolows, 19971).



A continuacion se describen las pruebas morfoldgicas y bloquimicas ulilzadas para ia

identiflcacidn de fos mlembrog del género Baciliug. Para la clasificacidn de Ias especias de Baclliug se

fi 2 claves o matrices de identificacidn d diferente Meratura con distintas pruebas bloguimicas,
con el objelo de reallzar una claskficacion lo mds fiel posible (Tabla M-T).

A) Y B) Tincion da Gram y Tincida de Shacffer y Fuiton

E1 método de colorackSn més utifizado es Ia tinckén de Gram. Prdcticamenta todas las bacterias
pueden ser clasificadas como Gram positivas o negativas, segin fijen o no el colorante Iniclal (Gavifo,
et al, 1972).

La tdenlca dfe Shaeffer y Fytton se utiliza para lofiir 1as esporas de las bacterlss, los colorantes
utilzados son verde de malaquita y safranina, Cuando se reallza la tincidn de los microorganismos, la
espora se obgeva de color verde y I3 bacteria de color rojo, 10 cugl nos permite detenminar {a posicion
de la espora danlro de la bacterfa (Rulz, ot al, 1986).

C) Prosba do motiided (movikded)

Esta prueba delermina i un organismo es mdvll o Inmdvil, Las bacterlas tenen modlidad por
medio de sus flagelos, qus ss encuentran principaimeants en baclios ( rias en lorma de I MHos);
&ln embargo, slgunas formas de cocos son méviles (Burrows y Moulder, 1968; Wilson y Miles, 1964).

P

A voces, lag bacterlas con molilidad producen no que p ser hies y
raramente se revierten en formas mdviles (Burrows y Moulder, 1968), otros autores efirman que los
ofganismos no movileg carecen de flagelos (Mac Faddin, 1684).

Esta prieba ayada a fa diferenciacidn de ia especie de Bacilius anthracis (-) de otras especies de
Baclllus (generalmente +). El medio utlllzado para esta priwba es Medlo de Moliiidad (Anexo 2).

Este medlio fue distribuido en tubos de enseyo do 10 ml posterorments esterilizacios a 15 lbras
de presion por 15 minutos. Se dejd enfrfar el medio en posiciin vertical y 58 refrigerd pera su
congervacion. La Inoculacidn se efectdo con la punciin en el centro dol medio contenido en ef fubo de
ensayo, Con una asa bacteriologica recta hasta una protundidad de 1.2 cm, se Incubd a una lemperatire
de 37°C durante 24-88 horas. (Shaad, 1688). .
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Tabia M-1 CARACTERISTICAS DIFERRNCIALES BE ALSUNAS ESPECIES COMANES 0E Bacillue

I | [ 3 L 2. [ X b B L [N
Spthracts | bavis | cormm | clrcules | lichniforyls | mmeteriun | meoides | omils | sheerion | mbeilis

A) TINCION DE GRAM + * + * + » T + + +
B) POSICION DE LA ESPORA 4 v [4 v c 4 X X X c
€) MOVILIDAD - . + . + . - + + +
D) LICUEFACCION DE GELATINA + + + * + Y + + + .
E) KIDROLISIS DE ALMIDON . - + + . - - - - .
F) HEMOLISIS DE SAMGRE - X + X - x - X *-
G) PRUEBA DE LECHE TORNASOL - >~ - Acido - .- + + - +
H) PRUEBA DEL CITRATO + *- - - . - + + - +
1) REDUCCION DE NITRATO + . + + +* - . . - *
J) REACCION VOGES-PROSKALER * - * - * - + + - +
K} UTILIZACION ARABINOSA . - - +* + » - + - +
GLUCOSA . . - . - - . + - .

MANITOL - - - *- + - + + - +

SALICINA - X *- X + X - X X +-

L) CRECINIENTD EN MoCL AL 7X + X x X + + X X X +
M) CRECINIENTO A PH 5.7 + - * X + * X X X *

L0S DATOS DE LA TAILA FUERON COMPILADOS ¥ MCDIFICADOS DE SCRAAD, 1988, PLANT PATHOGENIC BACTERIA; GRABER, C.D., 1970, RAPID DIAGMOSTIC METHODS IN MEDICAL MICROBIOLOGY.
LA REACCION (X), NG ESTA FUNDAMENTADA EX LA LITERATURA CITADA; (#-) CORRESPONDE A REACCIONES QUE PUEDEN SER POSITIVOS O NEGATIVOS; (+) ES POSITIVO; (-) NEGATIVO; (V)
€S VARIADLE; (C) LA POSICION DE LA ESPORA ES CENTRAL EM EL Jacfllye.



Cuando la prueba os positiva (tlens motilidad) ios organismos mdviles migren de la lnea de
slembra y se difunden en el medio, provocando turbledad. Puede darse un crecimiento en estrias vallosas
{Kelly y Fulton, 1853; Tittsler y Sandholzar, 1936).

Cuando la prueba es negativa (sin motlidad) dio un crecimiento bactariana acentuado sigulendo
1a lfnea de slambra, el medfo circ 80 mantmo claro @ Incoioro (Mac Faddin, 1984; Schaad, 1988).

D) Liouetaccion de gelatina

Esta prusba eslablece fa capacidad dal microorganismo de producir enzimas de tipo proteottico
{go/stinasas) qus licuan la gelatina. En esta proeba se Incorpara gelating a diversos medios para
determinar !a capacidad de un microorganismo de producir enzimas de tipo protecifico que, a su vee,
son detoctadas por fa digestidn o licuefaccion de la gelatina p Estas enzl! Que son cap
de la gelatinosls, se denominan gelatinasas {Mac Faddin, 1984).

Las protelnas que se Incorporan en el medio, son demasiado grandes para entrar en una célula
bacteriana; por lo tanto, para que una cdlula utifice las prolehas, primero deba ser catabolzada en
comp mds pequerios. Las lulares ds tpo p INco, gelatinasas, son secretadas

por clertas bacterlas para desdoblar a las protekas, y esta capacidad eyuda a la identificacidn baclerfana.

El catabolismo de las proteinas por las gelatinasas es un proceso en dos etapas, y ol resultado
final dg una mezcla de aminodcidos Individuales (Mac Fadklin, 1984).

) gelatinasas

A

Proteina + HO —————> Polipdptidos
proteasas

polatinasas
Polipéptidas + HO —————> Aminodcldos
proteasas

El medio utilizado fue gelatina nutrithva (Anexo 7). Se distribuyeron § mi del medio preparado en
tubos da ensayo con tapdn de r0sc4, se estariiizaron a 15 libras de presion por 15 minutos, Los tubos se
dejaron enfriar on posicldn vertical, sa refigeraron para su consevacisn. La Inoculacion se hizo a travds
da una puncidn en el medio hasta una profundidad de 1.5 cm. Se incubaron a 37°C por 7 dias (Cowan
y Steal, 1966; Wilsony Miles, 1964), se registraron los camblos dianamente hasta completar 6! periodo de
fnoubacicn. EI resultado fue posiivo cuando el medio se licud y negathvo cuando se mantuvo Soiido.
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£} Higroiisiz de almiddn,

Aigunas bacterias son capaces de hidrolizar ef almiddn para poder utilizarlo. Para 6sta prueba s6
utliizd el medio de agar almiddn (Anexo 2.

Se mezcld el almidén en 50 mi de agua destilada. Se ie adiclond el agar nutritivo formando una
goluoion homogénea. El medio se esterilizé a 16 libras de presidn duranta 15 minutag y se vaclo en cg/ss
de Petrl, Para su conservacion se mantuvisron en refigeracion. Las placas fueron inoculades, Incubdndose
por & diss a ura temperatura de 37°C. Para realizar la prueba de hidrdlisis se inundaron las placas con
una solucion de lugol-lodo (Anexo 2). Se disolvic W yodo con el yoduro de potasio (Ki) en 10 ml de agua
destllada, 6! volumen se afustd a 100 ml con agua destilada. Guando s utiilzd esta soluckin se diluyd a
1/8 con agua destilada,

La prueba fue pasitiva cuando se mostraron zonas claras, es decir hubo hidrdiisls del almiddn, La
prueba negativa mostrd un color azul violdoeo can el lugol (Rulz, et al,, 1096, Shaad, 1968).

£) Homiiske de sangre.

Esta prueba es uiilizada para dk inar sl los microorgank son capaces de llevar a cabo ia

hemdlisls de los ertrocitos. Cuando se Heva a cabo la hamdlisls 8e dotecta la presencia do una zona de
eritrocitos hemolizados alrededor de una colonla cultfvada.

Se producen tres tpos de hemdlisis, 8l las colonlas estdn rocaadag por una 20na de hamdlisls
Inoomplela (Verdosa}, s la denomina alfa Incomplata; an la hemdlisls beta las colonlas estdn totaimante
transparentss (Claras); la ausencla de hemdiisls se denomina alfa (Mac Faddin, 1984).

El mediio utilizado an esta prueba es Agar Sangre (Anexo 2). EI medio se remojd con agua
desmineralizada o 16 La suspensidn se hivid heata su completa dilucidn. La on 86
estorillz6 a 15 libras da presidn durana 15 minutos, Al bajar Ia temperatura del medio a 45 0 50°C, se
mezcld en 5 a 8% sangre estérl y desfibrada. El medlo fue vaciado en cajas Petrl. Se refrigerd para su
conservacion (Manual Difco, 1953},

La pruebe fue positiva cuando se presentd una 2ona clara alrededor de la colonia, y negatva
cuando no e presenté cambio de color en el medio,



G) Prusba do leche tomasol,

Esta prueba se utllizd para diferenclar organismos sobre la base de sus multiples reacciones
motabdlicas en un medio lécteo. La leche tomasolada es un medio diferencial que se emploa para
deferminar varias reacclones metabdlicas (Anexo 1.1) que llevan a cabo los microonganismos, entre ellas
sa encuentran /a coagulacidn, alcalinizacion, peplonizacidn, eckdificacidn y digestidn del codgulo.

El medio utifizado fue Leche Tormasolada (Anexo 1). El medio se hidratd con agua destilada. Se
calentd suavemente hasta oblener una leta disolucin. La suspensin fue distribuida en tubos de
ensayo, § mi en cada twbo, se esterilizaron a 15 Iibras de presidn durante 15 minrtos. El medio es

frigerado para su ién. Los tubos con el medio fueron inoculados e incubados & 37°C durante
18 824 hrs.

Los resultados varkan y pusden Ser los sigulentss:

Color rojo rosado (A)
1) Reaccidn deida
2) Fermantackdn do lactosa

And purpireo (SC)
1) No hay farmentacion de lactosa
2) No hay cambilo en e! Indicador de pH tomasol, igual que el tubo festigo

Azl (ALC)
1) Reaccidn alcalina
2) El organismo ataca las sustanclas nitrogenadas que se encuentran en el medio,

Blenco (RED)
Reduccidn del tomasol a una feucobass.

Formenidn de codgulo o ausjo (C)
Coagulacion de fa protaina de la feche.

Digestion (Peplonizacion) (D)
Sa ha digerido la proteina de la leche
Aolaracidn del medio

Gas (CO* y ) (G)
Burbujas en el medio
El codgulo puede desintegrarse



Fermentacidn turbulonts (T)
£ codgulo deido es fragmentado por la abundante produccion de gas

H) Pruaba del cltrato,

Esta prueba se utillizd para determinar sl un organismo es capaz de utilizar citrato como dnica
fuente de carbono para el metabolismo, provocando alcatinidad (Mac Faddin, 1984).

Algunas ias pueden st tr pfa en ausencia de fermentaciin o produccion de dckio
lactico empleando el citrato como tinica fuente de carbono (Gunsalus y Stanfer, 1961; Ruchhoft, et &.,
1931; Anexo 1.2).

El medio utliizado fue Citrato de Simmons (Anexo 1). El medio se hidratd con agua destilada y s6
calentd suavemente hasta lograr una disoluckdn, El medio se distribuyd en tubos de ensayo (5 ml en cada
tubo), se esterltizaron a 15 libras de presidn durante 15 minutos. Para su solidificacidn se mantuvieron en
posicion Inclinada, se conservaron en refrigeracion, Los tubos se Inocularon © incubaron & 37°C durente
24 8 48 hrs.

La prueba fue posltiva sl se registrd crecimlento con un color azul intenso, negativa sl no se
observd crecimlento, nl camblo de color verde (Mac Faddin, 1984).

1) Peduocin de! prato.

Este prueba d Ina la capacidad de un organk de reducir el nitrato en nitritos o en
nitrdgeno libre.

La reduccidn del nitrato (NO°) en nitrito (NO?} y en gas nitrdgeno (N°) tiene luger generalmente
en condlclones anseroblcas, en las cuales un organismo obliene su oxigeno del nitrato (DIFCO, Manual,
1959; Polzcar y Reld, 1965; Anexo 1.3).

La prueba da reducclon de nitrato Se meniflesta por la presencila de un producto final catabdiico
0 la ausencia de nitrato en el medio (Mac Faddin, 1984).

El medio utitizado fue Caido con Nitrato (Anaxo 1). El medio fue hidratado con agua destilada, ia
solucién se calentd hasta lograr una homogenekzacin total. EI medio se distribuyg en tubos de ensayo
(5m! en cada tubo), se esterilizaron a 15 libras de presién durante 15 minutos, Para st conservacion s9
refrigeraron,



Los tubos fueron inoculados @ incubados a 37°C durante 24 hrs. Para roallzar la prueba ge agregeron log
reactivos {3 gotas de alfanaftilamina y 3 gotas de dcido sulfanfico).

La prueba positiva dlo un color rosado o rojo Intanso. El nitrato (NO™) reducido a (NO*) por el
migroorganismo. En la prueba negativa no se obseivd ningtin camblio de color (Mac Fadkdin, 1984).

J) Reaccion de Voges-Proskaver,

Esta prueba se uliliza para determinar la capacidad de algunos organismos de producir un
producto final neutro, el acetilmetiicarbinol (acetoina), a partir de la farmentacion de la glucosa (Mao
Faddin, 1984).

La reaccidn de Voges-Proskauer (VP) se basa en la deteccidn del acetiimetiicarbinol (acetoing),
un producto final neutro derlvado del metabolismo de la glucosa, Esta es melabolizada en dcido pinkvico,
imtermediarlo clave en la glucdiisis. A partir del deldo plnivico una bacteria puede seguir muchas vias. La
produccidn de acetoina es uno de los ciclos para la degradiacion de laglucosa, en las bacterlas (Abd-al-
Malek y Glbson, 1948; Anexo 1.4).

Para Ia realizacidn de esta prueba se utlliz8 el medio Caldo RM/VP (Anexo 2). El medio fue
hidratado con agua destilada y calentado Suavemente hasta lograr la completa disolucién. El medlo se
distribuyd en tubos de ensayo (5 ml en cada tubo) y Se esterilizaron a 15 Hbras de presién durante 16
mintos. Se conservaron en refrigeracion.

Los tubos sa Inocularon ¢ incubaron a37°C dutante 24 hrs. Para verlficar 8l la prueba es positiva

* 0 negativa ge agregeron los siguientes reactivos a cada uno de los tubos en ef sigulante orden: € gotas

da una solucidn de alfa-naftol, 2 gotas de una solucién de KOH-Creatinina, $6 agitd suavements, y se dejd
reposer por 15 minutos (Rulz, et al., 1986; Mac Faddin, 1984).

El resuttado positivo fue cuando se presents un color rosado en lasuperficia del medio (p
de acetoha), negathvo cuando el color fue amarills (6 mismo color del reactivo). Pueda formarse un color
cobrizo, pero aun asi Ia reaccion es negativa (debido a la accidn des los reactivos al mezclarse) (Mac
Faddin, 1984).

K) Utiizacion de Hidratos de Cartono (Arabinosa, Glucoss, Mankol, Salicing).
Los caminos metabdlicos seguides por un microorganismo durante la utliizacion de un sustrato,
le permite producir sus materiales estructurales y energla (usualmente con la produccion simultdnea de

subproductos doidos); estas vias pueden ser oxidativas o fermentativas. La fermentacion tiene fugar en
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gran de dcidos orgd

ausencla de oxigeno y con frecuencia el microorg
(Sindney y JoBarron, 1989).

La prueba da utilizacidn de carbohidratos sirve para determinar fa capaoidad de un organismo de
fermentar (degradar) un hidrato de carbono espeallico Incorporado & un medio bésico, produciendo
dokdo, o doido con gas visibie. La forma de utilizacion de 1os hidratos de carbono puede ayudar a Ia
dife lacidn de dh pecles (Mac Faddin, 1984, Anexo 1.5).

El medio empleado en esta prueba es Madio Basal OF (Anaxo 2). Este fue hidratado con agua
destiladay calentado suavements hasta que se logrd su disoluckdn. Se agregaron 103 difarentes azicares
utlizacios, preparados previ al 1%, D ficina al 0.5%.

£l medio compuesto fue distribuide en ubos de enseayo (5 ml en cada tubo) y estenikados a 15
libras de presicn durame 15 minutos. Para provocar que ol medio estd en condliciones anaerdbicas, so
le agregd 1 mi de aceMe vegetal en cada tLbo, previamento esteriizado, Los tubos fueron Inoculados ]
Incubados a 37°C durante 18-24 hrs.

Los resultados fueron positivos cuando el medio es dcido pH 6.8 y vira a color amarlilo. La

produccion del gas puede ser variable. Los rasultados fieron negathos cuando el medio es alcalino y do
ocolor rosa-rofi2o (Mac Faddin, 1984),

1) y M) Crocimiordo an NeCl al 7 %, Crocimiento a pH 5.7

Algunos microorgenismos se pueden diferenclar por su capacidad de sobrevivir en medios
salinos. El génaro Bacillus exhibe un rango muy amplic de caracterkticas fisloldgicas con diferentes
rangos facultativos, existen especles dentro de este género que son termofiicos facultativos y obligados,
aciddiflos, haldlilos, capaces de reproducirse en temp , pHoO d (Bolows, 1901),

Para la prueba de crecimlento en NaCl al 7% se utilizd caldo nutritvo con una solucion de glucosa
al 0.5% y de NaCl al 7%, (Schaad, 1988). EI medio fue inoculado ¢ incubado a 37°C durante 72 his.
diasiamente se obsenvd el crecimiento.

Para la prueba de crecimiento en pH 5.7 se utiliz6 el Medio Caseina Pius (Anexo 2), afustdndolo
aun pH de 5.7. La suspensidn fue distribuida en tubos do ensayo (Sml en cada tubo), se esterilizs a 15
lbras de presin durante 15 minutos. Para su conservacion se refrigerd. Elmedio fue inoculado ¢ incubado
a 37°C duranta 72 hrs.

La prueba fue positiva, en las dos pruebas (Nacl 7% y pH 5.7), cuando se dio un crecimlento
bacteriano, y negativa cuandc no se presents crecimiento.
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35  Produccion y oblencién dol crudo de especies que p mayor halo de

Una vez identificadas las cepas, el sigulents paso fue la produccidn del extracto crudo de la
especle y cepa qua mayor halo de Inhibkcidn p J en log bk X (Fig. M-3).

Se utilizé tambldn una cepa de coleccidn de Ja misma especle, para determinar st la especie en
general tenka |a capackiad de producir toxinas antagdnicas a Monllinig o solamente la cepa identificada,
ya que no todas lag cepas de una especle tiensn la misma capacidad de producir toxinas y por lo tanto
de antfblosis (DI Pletro, 1991). £l medio utllizado pera la produccion del extracto crudo fue caldo papa
dextrosa,

Properacidn del indeulo.

Para realizar la produccidn del antibidtico, se prepard el indculo de Ias dos cepas de Bacliiug. Se
sembraron en tubos de ensayo con caldo papa de (PDB), a una temp de 37°C, d 24
his. Se tomaron § mi de NaCl a 0.15 M. y se agregaron a cada uno de los matracas con PDB. Los tbos
fueron agltados con culdado para lavar 1a células en la superficke del agar. Un mililitro de la suspensidn
de cdivias fue ubilizado como indeulo en la produceidn dal extracto crudo para un Iitro (Mckoen, et gf.,
1966). Se Inocularon los mediios de cultivo e incubaron a 37°C con agitacion a 170 RPM, por 36 hrs. (Pusey
y Wilson, 1984, Mckeen, ot al., 1956).

D on del numero de on ol indouly

~  Existen diferentes métodos que pueden emplearse para reailzar el conteo, entre dstas se incluyen
la cuenta viable en placa, cuenta directa y determinacion del mimero mds probable.

Para d lacantidad de bacterl kdas en el indeulo utilizado para la produccidn del
extracto crudo, se utilizd el médtodo de cuenta viable en placa. Este método es uno de los mds utilizados
(Burdon y Willfams, 1982).

En placas de Papa dextrosa agar (PDA) se sembraron difuciones en sere do la suspensidn
bacteriana (indculo). La suspensidn se extendid sobre la superficle de la placa de agar o Mcnica de
extensién en superficle (Franch, et al., 1990). Las placas de agar se Incubaron a 37°C durante 24 Irs.
(Atas, 1990; Fig. M-4). )

La muftiplicacion da Ias bacteriag en medios sdlidos da como resultado la formacion de oolonias
microscdplcas visibles a simple vista. Se supone que cada colonla se forma a partir de una sola célula
bacterianay, por lo tanto, contando el nymero de colonlas formadas, y tomando en consideracion el factor
de dilucidn, se determind la cantidad de bacterias de la muestra original (Atlas, 1980).
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Dotorminaciin del cracimiento bacloriano

Para determinar el lempo de incubacién enla producckin dal extraclo crudo, se reall2aron cuvaes
da creclmionto, para las dos capas utilizadas do Baclilus.

Debido a que la densidad dptica dal cultivo es proporciona! a la densidad celular, la turbidaz dg
una soluelén se puate usar para estimar el nimero de cdlulas bacterianas. El incremante en la urbidez
de un madio do culthvo liquido como itado de! Imi bactgriano, puede ser medido con
espactrofotdmetro, y foa resultados obtenidas ser usadog pera establecer la curve de cracimiento (Aias,
1960).

Las Jecturas de densidad dptica para Ia realizacién de fa curva de crecimbents 5o raallzaron el
colorimetro Kiett 8 550 nm, cada 6 horas, graficando los nesultacos, Io gue nos permitié estabiecer ef
tempo de Incubacién en la produccion del extracto cnxdo (Stanfer, 1956}

Obtancitn del extracio crudo

L08 medios cultivados son oentrifugados & 7,000 rpm por 40 minukos, para remover [as odlulas.
El sobrenadente os filtrado en papel fittro Wattman No.1.

Esta suspension s vuelve a filtrar en una membrana Miltipore de 0.45 milimicras y otra de 0.22 milknicras
pera esterlizario (Fig. M-5), la solucidn resultante es utilizada para su valoracidn como extracto crudo
(Pusey y Wiisan, 1984; De Cal et al,, 1988; Vapindar y Deverall, 1984; Jacksan, 1961).

3.6 Valoracida dol extracio crudo

Para doterminar sl el filtrade crudo del culthvo de las dos capas (do mmysM) oomanh
toxines o sustanclas antifinglces, producidas por estos microorganismos, se real

86 probd la sensibllidad de Monlfintia al extracto crudo. Para maﬂzar la valoracidn dé! extracto cruxdo se
utiizd el método de difusidn en agar (Kirby-Bauer) o discos de papel; el principio de este método se basa
en la difusion del antibidtico a travds del agar,

Un empaste de micello de aproxdmadamente 1 cm por 1 cm de Monliinla fructicols, se sembrd en
placas de PDA a temperatura amblents (25 +/- 2 -C), durante 56 dhs. En este cultivo se colood un disco
de papel filtro de 6mm de didmetro con 0.1 ml del extracto crucko de los difersntes cultivos utilizados. Se
incubd a temperalr biente durante 5-6 dias. La zona de Inhibicidn se obsend alrededor dol papel
fitro.  Para el control se utilizd caldo papa dextrosa (PDB), sin Inocutar e Incubado en las mismas
condiciones que para la produccidn del extracto,
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Con este procedimiento g0 determina la sensibilidad de elgunos antibidticos de acuerdo a los
astdndares establecidas por “The Food and Drug Administration® (FDA) (Vapinder y Deverall, 1984; Salle,
1965; Alcano, 1990).

Para determinar el halo de Inhibicidn se realk tres mediick entre ol papel filtro y la colonla
de Monliinla, €1 hongo presenta un crecimiento radlial y las madiciones se reallzan a lo largo de su
crecimiento, la primera lectura se hace del lado kquleido, Ia segunda en el centio y la tercera del lado
derecho, como se muestra en /a figura M5 (Royse, 1978).
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37  Andligis estadistico

Los valoras de /os halos de inhibicién, que presentaron las diferentes cepas de Baclliug frente
a Monllinfa fricticola, se procesaron estadkticaments, primero con ia Prueba de Bartlett para analizar la
lgualdad de la varianza. Esta prueba es ampliamente utilizada, Se plantea la hipdtesis:

Ho: 0% = 02 =10 21
H,: lo anterior no es clerto al menos para una o *1

Este procedimiento consiste en calcular una prueba cuya distribucidn muestral es,
aproximadaments, fi cuadrada con a-1 grados de libertad, cuando les muestras aleatorias provienen de
black les indk La pruebe estadktica 6s:

2 qQ
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Y §% es /a varfancla muestral de Ia I-dsima poblacion.



El valor da q eg grande cuando hey una gran diferencla entre las varlancias muestrales S y es
Igual a coro sl todas las S°, son lguales. Por lo tanto, debs rechazarse Ho para los valorss grandes de X0
en otras palabras, se rechaza Ho sdlo sl

2 2
X, > X,

-1

en dondo la Ji cuadiada con a-1 es of punto alfa porcentual superior do la distribuckdn JI cuadrada con
a1 grados de libertad.

Una vez realizada la prusba dfo Bartlelt, se proced!d a reallzar la Prueba de Tukey, para determinar
la separacion de medias, o diferenclas significativas miimas (Montgomery, 1991).

Con el fin de delectar estadkticaments, si of efecto de las bacterias sobro Monilinia tructicolg es
significativo se plantearon lag sigulentes hipdiesis de trabajo:

Ho: Y mm Y m ¥

Sl las diferencias observadas son debidss al azar, las bacterias y el extracto crudo, No presentan
diferencia entre elfas, 68 decir todas provocan el mismo efecto sobre Monliinia fructicola.
H:Y' = ¥ = ¥° = ¥ (0 al menos un par de elfas son diferentes)

Sllas diferenclas observadas no son debldas al azar, sino a fos diferentss efectos de las bacterlas
¥ ol extracto crudo, sobre Monliin/a faxcticola,

Tukey (1953) propx un p dimlento de idn miitiple que estd basado en los
Intervalos. Su procedimiento requiere del uso de q alfa (s, ) para determinar el valor critico de todas las
ocomparmciones por pares, independients mente de cudniss medias estén an un grnupo. Asf ia prueba de
Tukey declara dos medias significativamente diferentes s! el valor absoluto de sus diferenclas muestralas
excedo

T =q(ahs,

en donde Sy, estd definida

SYI= MSE/n



Debe notarse que en todas fas comparacionss sdlo se usa un valor criico. Se usa q gs= como
base, para deferminar el valor crhico y, en consecuencla, ningun par de medias se declara
significatfvamente diferente, @ menos que fYi - Yil exceda a

T =9 os(a, 5.

Al user este valor se determina sl los valores de Yi son iguales o diferentes (Montgomery, 1991).
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FIGURA M-5
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L4 RESULTADOS
41  Aislamiento y puniticacidn do Monifinia fructicolg

Se alsferon cepas de Monliinla fraclicolg y solo se utillzd una do esta para las pruebas de
anltagonismo.

42 Alslamionto y purificacion de bactarias

En el presante trabafo se alslaron 30 cepas, de [as cuales 14 sa kdentificaron como Gram positivas
y formadoras de encosporas.

En Ia tabla R-1, R-2 y R-3 se presentan los halos de inhibicién formados por Ias 14 capss contra
Mounijlinta. Se 3 bk 508, con tres repetick cada uno. En cada placa se realizaron 3
mediciones, kquierds, central y derecha, como se muestra en Ia figura M2, R~ y R6. Todas las cepas
presentaron antagonismo contrael fopatdgeno. Las cepas con mayor halo de Inhibleidn son B2, B11, B13.
Cada uno de los b NOS 50 realizaron en lempos diferentes, tratando de probar la efectividad de los
bacliius, con diferentes tlempos de almacenamiento.

43 identificacién de las especies que presentan antagonismo

. Sa kdontificaron Ias 14 cepas que presentaron antagonismo frante a Monliinla fructicola.  Se
realizaron 16 pruebas, de las cuales 2 fueron morfoldgicas y 14 bloquimicas (Tabla R-).

Las especies ldentificadas son bacteriss Gram Posltivas y espordgenas de la familia Bacillacea

del gdnero Bacllius, las especies son B, glrovlans, B, ligheniformis, B. subliils y B, mvooldes (Meo Faddin,
1984). Las dos especles que mayor ndmero de representantes lenen son: 8. myveoldes vy B,

glreplans(Tabla R-5).

44 Produccicny cbencidn del extracto crudo de B, licheniformis (82) y B, lichenNonmis (ATCC 9960)

Para la produccion ds! extracto crudo se utilizd solo una cepa de las 14 que fusron identificadas,
B2 (B. ficheniformis), fue seleccionada por presentar mayor halo de Inhibicidn ante Monillpla frscticola
(Tebla R-1, R2, RAy R9).

Ademés de la cepa B2, se utilizé una cepa de caleccidn (del Depto. de Microblologia, Escuela Nacional
de Clanclas Biolgicas, dalIPN) de la misma especle para realizar una comparacion, en cuanto a su poder

4



do Inhibloldn contra fitopatdgenos.

Paralaproduccion del extracto crudo e realizaron curvas de crech >¢on B, lich Is (B2)
Y {ATCC 9980) en caldo papa dextrosa.

Las curvas de crecimiento de las dos cepas B2 y B. lichenlformie (ATCC9980) muestran que su
mdxdmo desarrolfo lo alcanzan a Ias 18 horas da incubacidn (Figuras R-1y R-2).

La diferencta en crecimiento de ias dos cepas fue reaimante marginal. B2 alcanzé su m&ximo
degarrollo a ias 18 horas con 800 unidades klett, mientras que B. licheniformis (ATCC9980) en 750
unidades Kett, manteniendose constante a partir de las 30 horas con 450 unidades kiett. La cepa B2 s
mantuvo constante a partir de ias 30 horas con 500 unidades Kett (Fig. R-1 y R-2)

Se obtuvieron 70 ml de extracto crudo (ffitrado crudo) de 8. lichenlformis (82) con caldo papa
dextrosa y 70 ml de extracto crudo de B, lichentformis (ATCC 9960). !
45 Valoracidn del axtracto crudo

La conoentracién de células por mililiro para la procuccion del extracto crudo fue de 3.74 X107,

La vatoracidn del extracto crudo sdlo tue posttiva para Monliinla fructicola con ef fiitrado proveniente do
B2 (B, licheniformis) como se observa en fas Tabias R-6, R-7, R-8; Figuras Ry R-7.



TASLA R-1 BICENSAYO 9 (Racillim vy Nonilinjs frycticolw)
MEDICION DE NALCS BE INHIBICION EN ma

BACILLUS JZQUIERDA CENTRAL DERECNA
81 05.00 07,00 08.00
a1 85.00 08,00 08.00
a1 06,56 03,00 06,00
82 12.00 12,00 17.00
B2 13.00 15,00 16.00
B2 12.70 11.00 17.00
B4 04,00 07.00 04.00
2] 05,00 05.00 05.00
B4 06.30 04,50 05.70
[ 34 04.00 05.00 02.00
B9 03,00 04.00 03.00
B 03.30 01.80 05.00
a1 0a,00 07.00 08.00
a1t 07,00 07.00 08.00
811 04,50 08,30 07.50
#13 10.00 06.00 09.00
813 09,00 03,20 . 06.70
813 11.40 0S.10 g7.80
214 02.00 04,00 01.00
B14 03.30 04,00 91.70
814 02.50 04.80 09.00
816 06.20 06,10 06.00
815 06,00 07,00 05.10
a6 06.30 07.00 05.30
820 108.00 01.00 09.00
B20 02,00 02.00 06.50
820 07.50 02,70 08.20

821 03.00 05.00 02.00
821 03,50 06,00 01.50
2t 01.90 05.30 03.40
822 00,50 07,00 07.00
822 05.00 08.00 06.70
822 06,10 06,70 06.90
B23 06,20 04.30 04,50
B3 06.50 06.00 05.90
823 06,50 0%.70 o7.00
824 05.00 05,00 09.00
824 08.00 03.00 07.50
B4 04,10 05.30 08.90
25 03,00 04.00 01.00
025 04.00 02,50 02.00
025 02.80 03.70 03.00




LA 8-2 BIOGNSATO 2 (gacillus va Monilinie fructicoto)
MEDICIOM DE HALCS DE INHIBICION EM mm

BACILLUS 120U ERDA CENTRAL DERECHA
81 05.90 a7.70 07.30
81 07.50 07,90 06.00
B1 06,60 07.50 06.20
B2 +10.00 13,80 16.70
B2 12.80 14,70 15.60
B2 13,08 10.00 16.00
B4 06,20 06,40 04.30
B4 04.90 05.50 05.30
B4 06.40 04,60 05.70
BY 03.90 05.50 01.70
24 04,30 06,80 02.00
89 02,70 02,30 05.10
L34 07.80 04,23 68.50
811 07.00 07.60 06.50
811 056,80 08,10 07.70
B33 10.20 05.40 09.10
a3 09.50 07.00 06.60
813 10.50 06.20 07.50
814 01,90 03,60 0t.40
alé 02.90 03.70 02.00
B4 03.10 02,80 01.00
816 06 .40 05,63 04.20
816 06,60 05.30 06.10
816 07.40 05.60 04 .80
820 07.70 02,00 08.00
820 07.10 03,20 05.60
B20 07.70 03,60 05.50
B21 03.10 04,80 01.90
B21 04.00 05,30 02.70
821 04,00 02,20 04,50
B22 05.50 06.80 07.20
822 06,10 07.60 05.70
B22 06.40 06.00 05.70
823 07.23 06.00 07.00
B23 07.00 05.10 05.90
B23 07.20 06.20 06.00
B24 06.00 04,30 08.76
824 07.60 03.20 07.80
824 04,60 06,10 07.90
825 03.00 04,00 01.00
825 04,00 02.50 02.00
B25 03.00 03.30 03.80




TABLA R-3 BICERSAYO 3 (Racilius v Monflinle fructicoly)
MEDICION DE WALOS DE IMIBICION EW am

RALILLUS T2 TERDA CEuTeAs. DERECEA
81 05,50 06.50 08, 10
(1] 5.80 0s.10 08,00
81 07.60 06,60 06.00
a2 12.10 1.90 16.90
82 13.80 15.00 1630
82 12.90 10.60 15.00
B4 08,60 07.50 03.20
B34 G490 05.50 05.30
84 06,40 04.60 05.70
89 04.10 04.30 02.80
89 04,00 05.75 03,20
4 03.10 02.00 05.50
Mm o7.% 05.23 08.50
1k} 07.0¢ 07.60 06,50
811 06.80 08.10 07.70
813 10.00 05.60 09.00
813 02.80 07.70 06,70
M3 11.20 07.10 05,60
(1) 02.10 02,30 03.0¢
814 03.00 02,60 02.00
814 04,00 01.00 02.00
oté . 07.40 03,00 06.80
Bté 06,50 or.20 04.90
B1S 05.70 08.90 04,40
820 [:12%:) 02.00 08,00
920 07.10 03.20 05.60
820 07.70 03.60 05.50
821 03.20 04.53 01.90
821 04.50 06.00 0.8
(A 03.00 05.60 02,90
822 08,00 06.10 06,9
B22 05.20 07.00 06.10
B22 05.60 07.00 07.40
823 06.30 05.30 07.80
823 06.50 06.30 04.73
B3 07.20 03.30 07.00
824 07.00 05.00 07.40
24 07.40 03.50 05.10
B26 05.00 05.30 06.00
825 a3.20 01.50 03.20
625 03.00 02.20 01,50
925 a3.18 03.60 03.00




TABLA R-§
IDENTIFICACION, DE ESPECIES DEL CENERD Saciliue

L] » »® » Lk 3 (313 B =20 [ -4 2] B3 ) % | 5
A) TIKCION DE GRAN . . . . + . . * * - * . . -
8) POSICION DE LA ESPCRA c 4 ¢ c 4 c T c T T 4 c [ €
€) MOTILIDAD + + + + - - + + + + * + - >
D) HIDROLISIS DE GELATINA + + * + + + + + + + + + + +
E) HIDROLISIS DE ALMIDON + + + + + * + * + -+ . + + .
F) HEWGLISIS DE SANGRE + - - - . - - - - - . . - -
G) PEPTONIZACION DE LECHE TORNASOLADA KPR KPR KPR [ KPC KPR KPR KPR KPR KPC KPC [ KPC KPR
H) UTILIZACION DE CITRATO - + . - + . . - + . - - - .
13 REDUCCION DE KITRATO + + . + +* + + - - + + - 3 +
J) REACCION DE VOGES-PROSKAER - + * + * + + - * + - - - *
ARABINGSA + + - - . . - S - - « |- - -
GLUCOSA > . . > - - . . - - - . - .
k) UTILIZACION
MANITOL - . - . - + + + + + + - - +
SALICINA + . . . - . . . - - . . + -
L) CRECIMIENTO EN MaCl AL 7X + + + + + + . . + + + + + +
M) CRECINIENTO A PH 5.7 + + * - + * + + + *+ + + + +

LA REACCION (X3, HO ESTA FUNDAMENTADA EN LA LITERAYURA CITADA: {+-) CORRESPONDE A REACCIONES QUE PUEDEN SER POSITIVAS O NEGATIVAS; (+) ES POSITIVD; (-) NEGATIVO;
€V) ES VARIABLE; (L) LA POSICION DE LA ESPORA ES CENTRAL EN EL Bogillug: (P) FORMACION DE SUERD; ¢K) PEPTONIZACION; (C) COAGULO; (R) BLANCO (REDUCCION).



TARLA k-5

ESPECIES DE IDENTIFICADAS DEL GEMERO Racillus

2, techeniformis B, gireufeny 8 mitilis B wyvoides
82 B16 1] By
B13 B2% 31 89
823 814
822 820
821
825
TamA -6 BLGERSAYO &
EXTRACTO CRUDO DE B2 ¥$ foni{inte fructicola (wm)
N0, DE REPLICA 1ZAUIERDA CENTRAL DERECHA
1 13.20 1.35 11.00
2 11.00 10.00 13.00
3 13.00 12.00 1%4.00
TASLA R-T SIOERSAYO 5
EXTRACTO IO DE 82 VS Monilinie fructicola Cam)
WO, DE REPLICA 1ZQUIERDR CENTRAL DERECHA
1 13.00 14.00 1.00
2 11.00 14.00 11.00
3 10,00 11.00 10.00
TABA -8 BIGENSATO 6
EXTIACTO CRIG DE B2 V5 Monflfnle fructicola (me)
w0, DE REPLICA IZAUHERDA CENTRAL DERECHA
1 1.00 10.00 14.00
H 13.00 11,00 13.00
3 12.00 10,00 12.00




FIGURA R-1

CURVA DE CRECIMIENTO DE Bacillus licheniformis (ATCC9980) EN
CALDO PAPA DEXTROSA




FIGURA R-2 CRECIMIENTO DE Bacillus licheniformis {B2) EN CALDO PAPA DEXTROSA

f T




48 Andlisis estadistico de resultados

Para Hlevar s cabo el andlisls de los resultados, se confuniaron los valores de los bicensayos

duales, es declr, los bicensayos de Begllivs vs Monllinla fructicola y los bioensayos con 6! extracto crudo
v in); It
Los dalos tran que las desviac) estdndares p tadas son pequafas, la desviacidn

estdnder mds alta la prasonta el extracta crudo, le sigue B2, es declr, el halo de Inhiblcidn fue mds
irregular n 1os bioensayas de esta bacteria y su extracto crudo. ( Tabla RS).

TARLA R-9 MEDIAS Y DESVIACIONES ESTANDARES DE 108 RESULTADOS DE LOS BICENSATUS
BACTERIA NO. DE CASOS MDA PESVIACION ESTANDAR
81 L] 0,6784 0,256
B2 9 13,667 2.536
2 9 05,500 a.192
a9 14 03,783 0.372
811 9 07.3%9 4.225
a1l ¢ 08.063 0.244
B4 ¢ 02501 0.253
816 9 05.975 a.240
820 9 05.61% 0.261
21 9 03,604 0.318
822 9 06,560 0,120
623 ? 06,320 0,202
B24 9 05,054 0.425
825 b4 02,848 9,555
EXTRACTO CRUDO 14 1% 0,868




En la prueba de Bartfett los valores oblenldos son los sigulentes F calculada = 3.78;F tabulada=
14; 8099 con una significancia de alfa = 0.05.

En la prueba de Tukey los datos fueron los sigulentes:

TABIA R-10 AMALISIS DE VARIANZA
FUENTE SUMA DE LOS F CALGULADA WA DE LOS F SIGNIFICANCIA
CLADRADOS CADRADCS
ENTRE GRUPOS 1182.280 1% B4, 449 609.673 { 0.05
CON CRUPOS 16.622 120 0.139

En la tabla R-11 se muestra la matriz de comparaciin de las medfas obtenidas de los resultados
on los blosnsayos, Ia cual noe muestra las diferencias entre cada una de las medias resultantes de ks
ensayos. La mayor diferencla entre las medias, la presenta la bacterfa B2 contra 825 con 10819 mmyla
moenor dierencia se prosents con 0,180 entre las bacterias 822 y B23. Con respecto af extracto ciudo de
B2 y la bacteria B2 la dHerencla es de 1.72, slendo més pequeria la media de! extracto caxdo (Fig. R3).

El andiisis estad ktico indicd que la diferencla entre los promedios de fog halos de Inhibicion de
fos bloensayos, 50n estadkticaments significativos. Como se obeerva en la tabla R-10, fos valones de F
observados Indican una significancia alta (P 95%) para todos los bloensayos, por lo tanto las diferenclss
Que se observaron se deben al efocto de lag bacterias y no al azar, En sintosis las medias presentan
dierenclas entro s/,



TABLA R-11 MATRIZ DE DOBLE COMPARACION DE MEDIAS (VALOR ABSQLUTO)

t B1 B2 B4 B1i_ 1813 |84 (e dexn  len1  lem  lem  {ma Fm lsxm

B1 0.000f

B2 6583 000

B4 1284] _e167] 0000

2] 3o00] eoef 1717 o.000)

811 0515) 6288 1.890) 3815 0000

313 1278] 5604l 2563] a2e0] o6edl  o.000)

514

B18

B20 0000

B21 31e0] 10003 1e9s] 0180 3975] 4ase] 1063] 237] 2015) o.000)

822 0284) 7467 1000) 2717] 0#99] 1563} 23080, o0sos| ossy| 2696]  0.000

Eal 0464] 7347 s 293 1ot 1743 arm| o3u| oo 27 c:;l;r 0.000)

824 oro| 7813] ossel 2zn| 134 2008 353l oom| o 2450 o 02080 0000
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FIGURA R-3 MEDIAS DE LOS VALORES RESULTANTES DE LOS BIOENSAYOS

BACTERIAS Y EXTRACTO CRUDQ







FIGURA A-5 Monilinia fructicola CONTRA B2 (8. lichonlformis)




FIGURA R Moniiinia fructicota CONTRA EXTRACTO CRUDO DE B2 (B. icheniformis)




FIGUAA R-7 Monilinia fructicola CONTRA EXTRACTO CRUDO DE B2 (B, licheniformis)




v D¥SCUSION DE RESULTADOS
El endlisis de rasultados de dsta Investigacion se centran fundamentalmeants en 3 aspectos:

1) ldentificacion de especles de Bagiilug antagdnicas
2) Produccidn y valoracion del exdracto crudo
3) Posibilidades de uso del género Bacliius para ei control bioldgico de Manliinia g 1

1) identificacién de especles antagdnicas

Este estudio se Inicid con el alslamlento de bacterias Gram positives y aspondgenss, ya que la
mayoria do las bacteras formadoras de endosporas causan dafos a otros organismos modiants la
produccidn de taxinas (Stanier, 1966).

De las cepas alsladas sdlo 14 hmwron Gram positivas y endospordgenas, este mesultado nos
muestra la gran diversidad de microorganismo que habltan lo suelos agricolas y de las posibilidades de
obtener este tipo de bacterias para el control bloldgico de fifopatogenos. En aflos reclentes se ha
incrementado el Intards por el estudio de microorganismo habltantes del suelo, por ofrecer alfornatives
para su uso, puesto que son producfores de sustancias tdxicas, las cuales pueden ser utilizadas para el
control de otros organismos (DI Pletro, et al., 1931; Salle, 1965).

Lag cepas seleccionadas como Gram Positivas y formadoras de endosporas, pertenecen &l gdnero
Bacillys, presentando clerfo grado de anfagonismo contra Monllinia fructicola. Esto nos muestra /a
capacided del gdnero para producir sustanclas tdxicas, ya que son k oMo prc de
amilasas, proteasas y antibidticos (Steele, 1991).

De las cepas identificadas 2 pertsnacen a Ia especies B. lichenlformis; 4 a B. Qlroidang' 2 a B,
subtlifs y 6 a B, mycoides. Esto nos muestra que 86 encuentran mayor nimero de reprasentantes de las
sspecles B, mwoldes y 8. subtills (Tebla RE).

La cepa que presentd mayor halo de Inhit fue B2 pertenecients a la especls de B,
tichenlformis, Ie sigue B13 de la misma especie y B1 (B, sublilis) como se muestra en ia Tabla R-1, R-2,
R3yRH.

Les dog especies que mayor halo de Inhibicidn presentaron fueron B. lichentformis v B. subllis
con menor nmero de representantes. Las especies con mayor nimero de reprasentantses presertaron
menores halos de Inhbleldn.



Pera la identificacidn de fas especies se conjuntaron 2 tablas de caracteristicas difarenclales de
Bagilius, de diferente Iteratura para que Ia Identificacion de las especies fusra fo mds fial posible, ya que
no se utllizd fa cuenta del p taje de Citocina-Guanina en ADN de las especles (Harwood, 1989).

2) Prochiceion y valoracion del extracto crudo

Lss cuives de crecimiento de B, ligheniformis (B2) YELMBIIQHMIGM& nos muestran
que alcanzan su mdximo desarrollo a las 18 hrs. En la li dsta /i su madmo dk Ik
& las 24 horas, en esta curva de crecimiento no se menclona ef med}o utilizado, ni las condiclones de
fncubacion.

Existe una diferencla marginal entre las curvas do crecimiento de fas dos cepas. La cepa de
colecoidén tisna manor desamolfo que la cepa silvestre (B2), Las posibles causas de esta diferencla son
dos, laprimera es que B, lichenionnis (ATCC9380) no se adapto totalmente al medio utilizado, la segunda
83 que su capackiad da desarrollo esta aun limitada, por ! largo periodo da almacenamiento (9 affos)
an lofilizacion.

Las curvas de ] on be paradels el tlempo de Incubacion para
la produccidn del extracto crudo.

Se produjeron 2 tipos de extracto crudo, jos cuales veron valorados frente a Monliinia fructioola,
resultando sdlo positivo e! extracto crudo de B. licheniformis (B2) con el medlo caldo papa dextrosa, El
extraclo crudo de B, licheniformig (ATCC9960) no presentd inhibicidn de crecimiento de Monliinia
fructicola, Lo que muestra que ef medio de caldo papa dextrasa es propicio para la produccidn de toxinas
on la cepa B2, pero no as! pata la cepa de coleccidn ATCC9980,

Este resultado se debe a que la composicién de un medio puede influlr en las actividades
antibidticas de un microorganismo. Algunos sustratos carecen de efecto apreciable en fa estimulscién a
ta produccion de toxinas, otros la pueden reduclr y alguncs la estimulan, adn en miembros de ia misma
especie (Salle, 1965).

La cepa B, lichentiormis tlene una mayor capacidad de inhibicidn de crecimiento de Monilinla
frugticofa que B, licheniformis (ATGCS980), aste resultado puede deberse & varlas razones: que 1a cepa
(ATCC9980) haya perdido gran parte de su capacidad de produccldn de toxinas, o por ser especiaimente
productora de dcldo glwanlco y no uene ta capacidad de produccidn de compuestos tdxicos para
Monllinia. Aigunos microorg [/ Idad de e produccidn de antibidtoos &l ser extraidos

de su medio, debldo a que ro son estlmu!ados por olros microorganismos competidores (Demien, 1084;
Catalogue of bacteria Phages rDNA vectors, 1985).




3) El uso de especies del género Bacillss como fungicidas,

&l género Baclllug es consliderado como productor de amilasss, protsasas y antibldticos (Steefs, 1091).
R las & Jones sobre su potencial como funglicidas se han Incrementado.

A continuacidn se describen 10s usos de ias especies de Bacillus que presentaron antagonismo frente a

Monilinia, en especial B, Ucheniformis por presentar mayor grado de antagonismo contra el fitopatégeno
antes mencionado.

Bacillus licheniformis (Weigman 1696)

B, licheniformis es un bacllo que puede medir da 0.6 & 0.8 micronss de ancho y 1.5-3.0 micrones
da largo. Se tiffe uniformements, no forma cdpsula aunque pueden p algunas y
puede formar cépsule. Es un microorganismo mdvil, Gram positivo. Forma esporas de 0.6-0-9 micrones
de anchoy 1-0-1.5 micrones de largo, puedsn ser elipsoldes o citindricas, ia posicidn de fa espora puede
ser contral o para-central, Algunas de estas se forman en 48 hrs, a 37°C, aunque algunss pueden tardarse
de 2 a 3 semanas (Bergey’s Manual, 1984).

Este_Baeiliug pueda crecer dn anaer a ep de sustrafos orgdnicos no
fermentables cuando se fes suministra nitralo, ya que es un vigoroso desnitrificants; es ia tnica éspecie
de Bagilivs que tiens esta capackdad (Stanlor, 1966).

La espacie B. licheniformis no ha sido utllizada para el control de fitopatdgenos. En la literatura
e la considera como uno de los prncipales productores de bacitrina, antibiobico que sdlo es utilkzado
para combatir bacterias Gram positivas, Gonococos y ackdomesistentes. Tamblén es productor de alfa
amilasa, beta lactamasa, subtilincarfsberg, ciclodextrin-glucotransierssa, serina proteasa utifzadas en la
Industria (Bryan, 1971; Salle, 1965; Stanler et al., 1986; Simonen et al,, 1993, Porter, 1985; Hawood y
Mazur, 1989),

La bacltrina es una mezcla complefa de polipéptidos, tiene al menos cinco componantes. La
hidrdilisis dcida def principal de ellos da una mezcla de L- leucina, L- islna, L- Mstidina, D- fenilalanina,
D- orniting, dcldo D- glutdmico y dofdo DL- aspdrtico (Salle, 1965; Fig. D-1).

Stanlar (1986) reporta que la produccidn de Bacltrina por B. lichaniformis comlenza a las 6 hrs.
de haber Inlciado ef Imlento del microorgani alcanzando su médxima produccion alas 18 hrs. con
una concentracidn de 46 microgramos/ml, sin ambargo en esta fgacidn, el mayor yde B,
lichenifermis no concuerda con la mayor produccion de Bacltrina (Figura D-2 y D3).
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Las especles §, Mycoldas y B.clreulans son forizadas en Ia literatura como prod de
Beta amilasss y utiladas en la Industria ali a () dorks). Alfa amilasa también es produckia por
B, clrculang, esta prolekna sirve para la produccion de jarabes, aunque ya en produccidn a grandes
escalas las espoclas que se utilizan son B. amvioliquefaciens y B. lichenlformis (Fogarty, 1863, Hawood
y Mazur, 1989),

8. circylang tamblén prodisce Beta giuc anasa, conjuntamente con B.amyioliquetaciens sustancla
de uso comerclal (Priest, 1984). R seo han izado Investigacionses donde demuestran Que
8. cirgulang pueda ser empleado como Insecticida y productor de kanamycin, un antibidtico (Priest, 1984;
Thompson and Davis, 1984).

B. subtills es una de las especles mas utlizadas para Investigaciones de funclonamiento,
neplicacion y cddigo gendtico a nivel celular, mecanismos de esporulacidny como productora de bacitrina,
subtifing, fosfatasa aicalina, Alfa bacliopeptidasa F, p lar, B ¢ I 3
i Isucrasa, | subtifisina E (Simonen et al., 1993).

Esta especle es utilizada ampli: te como agente contra hongos Mopatdgenos (Babad et al.,
1952; Ermington, 1993, McKeen &t al., 1085; Pusey y Wilson, 1984; Singh et al., 1084; Swinbume et al.,
1975).
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FIGURAD-2 PRODUCCION DE BACITRINA (Baclilus licheniformis)
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FIGURAD-3 CRECIMIENTO DE Bacillus licheniformis
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Los tados obtenkdos en el p trabajo, nog sugleren que existen posibilidades para el
uso de especies de Bacllius en el control de Mgallinia frwcticola.

Las especles Mentificadas como antagdnicas a Monlling fueron B, licheniformis, B. mycoldes, B.
clrslans y B. subtllls, de las cuales las tres primeras no estdn reporitadas en la iferatura como fungicidas
de filopatégenos en pruebas realizadas In vitro.

La copa B2 (B. lichaniformig) presents mayor.inhibicidn de orecimiento de Mopilinia fnotieola, 1o
cual nos muestra su gran polencial para el control de este flopdtogeno.

B, sublilis es latinica especie, de las cuatro mencionadas eneriorments, que ha sido ampliaments
utilizada para 6l control de ftopatdgenos (Babeb et al., 1952; Errington, 1993, Mokoen et &l., 1006, Pusey
y Wilson, 1984; Singh ot al., 1984; Swinbume ot al., 1675).

El hecho de que cuatro especies da Bacillys presenten antagonismo frenfe a Monliin/a, nos
muastra el potencial del género Bacilius para ser utilizado en el contro! bio/dgico de este Mopardpend.

Se requi mayores Investigack para la produccidn del extracto crudo, axdraocion y
purificacién de Ias toxinas producidas por 8, licheniformis (B2) y colejarias con las sustancias que estdn
reportadas en la [feratura, para determinas que sustancias son ise que inhiblen el crecimiento de Moniinia
fscticolay reallzar estudios del comportamiento o efecto de 8. fichentformis a nivel invernadero y campo,

para podor establecer su efectividad en el campo.
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ANBXO 1.1

Prusba de leche tomasolada
Acontinuacidn se describen las dh funck metabdiicas de un organismo en la prueba de leche
tornasol:

1) Fermentacion de lactosa
1)) Casedlisis
1iiy Coagulacion de la case ina

El tomasol Incomporado a la Joche es un Indicador del pH y un Indicador de dxido-reducoldn que
hace que el medio pueda Indicar diversas funclones metabdlicas. La leche sola contiene e! hidrato de

carbono (factosa}, funto con tres Importantss protednag como son ina, lactabdmina y I fobuling
(Cantarow y Schepartz, 1962). Por Io tanto, un ommlsmpuedamosmunaovampmpledades
metabdilcas en la leche tomasolads, cada una de ellas propla de una especk y do ag/

a la ientificacidn bacterana:

Q.1) Fermentacidn de lactosa
G2) Reduocidn del tornasol
G.3) Formacidn de codgulo
G.4) Formacidn de gas

G.1) Fermentacidn de 1 £l | como Indicador de pH 6s rojo en soluoién doida (pH
4.5) y saN en condiciones alcalinas (pH 8.3). La leche tomasolada presenta un color azul purpireo (pH
6.8) cuando no estd inoculada (Difco Manual, 1853), pero si un organismo es capaz de fermentar la
lactoss, produciendo principalimenta dekdo lactico 9 da una condicion doida indicada por el cambio de
oodor dol medio, que se welve rofo rosado. A veces el dcido buthico es el producto finel de la
fermentacidn de la lactosa. Clertas bacterlas que forman dicalis, no fermentan iactosa, pero actien sobre
las sustancias nitrogenadas que Se encuentran en la leche liberando amoniaco y dando como
consecuencia un pH alcalino que se manifiesta por un color pdrpura azulado (Burmows y Moulder, 1968).

Lactosa > Glucosa + Galactosa
> Ao. ldctico
Glucosa ——> Ac. Pinivico > Ac. Butiico
> CO°
G.2) Reduccidn del V. El K } es Indicador del pH y un indicador de oxido-reduccidn.

Algunog organismos son capaces de reduclr el tomasol a una leucobase (blanca) (Mao Faddin, 1984).
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G.3) Formacién de colgulo y digestidn (peplontzacion). Las enzimas proteollicas provocan la
hidrdlisis de 1as protelnas de Ia lechs de o que resulta su coagulackdn: la principal enzima resp b
de I8 formacidn de codgulo ss ia renina (Bumows y Moulder, 1968; Harow y Mazur, 1966).

La formackin de codguto en un medio de leche tomasolada es da por una procipitaciin de
la cassia por la formacion de dcidos, o por la e n do la haenp ia por la enzima
renina. La caseina, una fosfoprotelna compleja, es la proteina mds importants de la leche; globular y
soluble en agua o en solucidn acuosa de deidos, bases o sales (Cantarow y Schepartz, et af, 1962; Oster,
1965 y Fieser y Flaser, 1956).

G3.1)¢ Jdn do un codgulo dcido. La precipltacidn de la ka provocada por los dckdos

s ‘P

orgdnioos a partir de fa lactosa (Burrows Y Moulder, 1968).

Lactosa > Ac. Lidctico
Caseasa
Ao, Léctico + Casel) >C. pgano — > Polipdptido
(Medio dcido) (Sal de casaha (insoluble)
Soluble)

En condiclones acldas, produce un codgulo firme gelatinoso (Cowan, 6t &l., 1966), que no se
separa de las paredes del tubo y es fdciiments disuelto cuando es sometido a condiciones alcalinas
(Wiison y Mifes, 1964).

La leche frasca tiene un pH da 6.6.- 6.9 debido a la presencla de fosfalos dckdos, Cantarow y
Schepartz aseguran que Ia casaka “se encuantra probabiements como una sal (Caselato de calcio} y
precipia con Ia ackdlificacidn como ocure en el proceso de cuajado (fermentacion por doido dotico). La
acldificacién de Ia leche con un pH de 45 el plejo protsin ina para dar un
precipltado” (Oser, 1965), La fermentacidn de la lactosa con el indicador tormasol muestra un color rojo
rosado con un pH de 4.5. La laclosa es fermentada dando dcido ldctico y otros dcidos orgdnicos como
productos finales de laglucdiisis. Estos, a su vez, 86 combinan con ef caseinato do calclo, sal sotuble en
agua, para dar caseindgeno que precipita en forma de codgulo insoluble (Wilson y Miles, 1064).

Segun Bumows y Mouldar, la hidrdiisis de la casedna por la actividad enzimdtica produce una
ion final del precipht - on un liquido claro; el pmoeso se denomina peptonizacidn,
y se manlflesta por una aclarackn acuosa del medio causado por la digestidn del precipitado {codgulo)
y de las protelnas de la leche por las enzmas proteoliticas. SIn embargo, sdlo 8o pmduce Ia
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peplonizacidn cuando la bacterla desarollada en la leche tomasolada contiene la enzima proleoltica
caseasa. Comunmente, la peptonizacidn se denomina digestidn.

ca**
Gaseltg ~—> | kg —-> P Inato ——> 6n

dg calcio
{ ) ble) Insalubl

G.3.2) Formacifn de un cuefo {codguio). Otra forna de codgulo es el cualo, o sea el proceso de

cuafado de Ja leche por la ¢ ién de la haenp por la enzima renina, pepsina o
quimotripsina contenidas en ia leche (Qser, 1965), que segun Centarow y Schep 85 secrolada como
p Ina y luego es activada por lones hidrdgenos (H*).

La renina provoca el cuajado de fa leche convirtiendo la sal de caseha soluble (ecaselnogenato de calcio}
en una paracasgina insoluble (caseinalo de calcio) que 6s 6i cuafo o 3. (G y Schepartz,
1962, Flaser y Fiesar, 1956 y Wilson y Miles, 1964).

Renina

Caseha > Paracaseina ——-> Cusjada

ca**

{Sal hato de calclo (Caselnato de calolo
soluble) Insolubie)

Segun Oser la actividad de a renina “Hidroliza un enface peptitioo por 10,000 6nt ia casebha’.
Harrow y Mazur efirman que la accidn de la renina es, probablemesnts, la extracckdn Infckal de un enlace
peptdico en la casalina seguido por la fc Jén de un codgulo o cuafo; el calclo pressente es la sal que
ackla como agente establllzador. Sln embargo, C: y Schepartz aseg que la iha es

hidrolizada en paracaseina soluble que, con el calcio, 8s commirtida en una caseha insoluble (un
paracaselnato de calclo) para formar un “requesdn®.

La paracaseina 63 procipitada como paracaselnato de caiclo por aniba de un pH 45, Este
6n es blando, Insolubla, no se separa de los costados del tubo despuds de algunas horas, dando
un llquido resldual de color grisaceo claro, que se ¢ Ina “suero” (C. y Schapartz, 1064; Cowan
y Steal, 1966 y Wilson y Miles, 1964). No obstants, cuando se registra la formacion de codgulo, ne importa
para los finas de identificacion, qué proceso enzimdtico intewvino: simplements se observa la presencia

0 ausencla de codguio (Mac Faddin, 1984).

”
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GA) Formacidn de gas. Los gases (CO? y HY) pueden formarse como resultado final de la
fermentaoidn de ialactosa, se produce una fermentacion turbulenta cuando hay abundancia de gases que
descomponen un codgulo dcido.

Las bacterias proteciRieas pueden hidrolizar lalache por accldn anzimética para formar un codoulo (cuglo)
o produciruna K ina. Algunos prodk laenzma lipasa que catabollza las grases
(lpidos) que se encuentran en lateche dando un liguido emarillo transparente (Burrows y Moulder, 1668).

En una sola bacterla puede producirse una de estas reacciones metdbolicas o una varedad de
ocombiraciin de las mismas.

a) Acido, Codgulo, Gas, Fermentacidn (ACGT)
b) Acido solamente (A)

0) Acldo con Gas (AG)

d) Acida can Codgulo (AC)

@) Acido, Digestidn y Gas (ADG)

) Acido y Digastidn (AD)

g) Codguio y Digestion (CD)

) Digestion (D)

1) Codgulo (C)

1) Reduccion (RED)

Se utilizan simb o abrevi 4 con el fin de registrar todas 1as raaocionss
metabdlicas que Banen lugar en Ia lache tomasolada.

D Acido(d)

] Alcaiino (ALC)

") Codguio (C)

M) Digestién (D)

v) Gas (G)

vi) Fenmentacidn Turbulenta (T)
vil)  Redkuccidn (R o RED)

Vill)  Sin camblo (SC, [-] 0 NEG)



Anaxo 12

Prueba del cirato

el matabolismo del citrato comprende tina condens acién de acetilo con la coenzima
A y oxalacetato (Gusalus y Stanler, 1961) para entrar en ef clclo de Krebs.

El metabolismo del ciirato es efectuado por la mayorka de las bacterlas a través del ciclo del dcldo
tricarbaxiico o 6f ciclo de fermentacion del citrato (Oehr y Willacke, 1074).

En las bacterlas, el desdoblamlento del citrato comprende un sk enzmdtico sin fa
Intervencidn do Ia coenzima A. Esta enzima se denomina cltritasa (citrato axalacetato-liasa) o citrato
La enzima req un c: bivalents para su actividad Que es suministrado por el magnesio

o0 6/ manganaso (Gunsalus y Stanler, 1961 y Sokatch, 1960).

Orlglnaiments se pensd que la descomposicidn infclal del citrato daba oxalacetato (la sal dol
dokdo oxalacélico) y acetato (ia sal del delde acdiico). Sin embargo, se considera actusimente que !
oxalacotato y 6l acetato son Intermediarios en el metabolismo del citrato (Gunsalus y Stanler, 1961).

Gitrato —— > Oxalacelalo + Aoatalo
Pinvato + CO?
Los prodk blenidos det b del citrato dependen del pH del medio. Si el pH

aumenta (alcallno), 88 producen mas acetato y formalo, con una disminucién de la produccidn de lactato
y CO2. Por encima de pH 7 no hay produccidn de lactato y los productos son:

Chtrato > CO? + Ac. Férmico + 2 Ac. Acdtico

Con un pH d&ido, el aceti! carbinol (acetoina) y el lactato son los principales productos de
utilizackdn del clirato (Doelle, 1969; Gunsalus y Stanler, 1961).

Independientaments de los productos terminales producidos, el primer paso de 1a fermentacion
del chtrato da por resultado la produccidn de piruvato. La degradacion del planato depende, entonoes,
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del pH del medio (BBL Manual of Products and Laboratory Procedures, 1968 y Gunsalus y Campbell,
1944).

Cltrato > Oxalacetato + acetato
Oxafacetato > Plnvato + CO*
pH alcalino Pinvato > Acetato + Formato

PH doido 2 Plruvato

> Acefato + CO* + Lactato

2 Pinwato > Acetoha + 2C0°

El medio utllizado para la fermentacidn del cltrato contlene tambidn sales de amonio inorgdnioas.
Un organismo que es capaz de wutilizar citrato como tnica fuente de carbono wtiliza tambidn sales de
amonio como su Unica fuante de nitrdgeno. Las sales de amonlo se dasdoblan en amonlaco (NH') con
1a consiguiente alcalinidad (Mac Faddin, 1664).

La utllizacién da dofdos orgdnicos y sus sales como fuente de carbono produce carbonatos y
bicarbonatos alcallnog en la nueva degradacion (Oehr y Wiliecke, 1974).



ANEXD 1.3
Prueba del nitrat>

£l oxigeno siive como un aceptor de hidrogeno, por efempio el aceptor final de protonss y
electrones. La mayoria de las bacterias aerdbicas son bios facultativos y sdlo pueden reducir el
nitrato en ausencla de oxkgeno. Esta resplrackdn anaerobla 65 un proceso da oxidacidn por el cual las
sustancias inorgdnicas, aspeclalmente gitrato y sulfato, 0 de proporcionsn
axigeno para que sirva como aceplor de electrones para suministrar energla (Palzcar y Reld, 1965 y
Stanier et al., 1963).

En la reduccidn del nltrato, los ciocromos bactenanss transportan electrones a moldoulas
aceptoras especificas. Gunsalus y Stanler asegurarn que hay prusbas de que ef nitrato actia como el
axidante final en /os sistemas cifocromo. La caracterktica del nitralo de reducir una especie en particular
63 mds 0 menos constante (Gunsalus y Stanfer, 1661, Stanjer, et al, 1963; ZoBell, 1862),

Reoduocin del nitraio an nltikn
NO? + 2¢- + 2H* ——> NO* + HO

Nitrato Nitrito

Sin embargo Iss posibilidades del producto final de recuccidn del nitrato son muchas:

Nitrito (NG?)

Amoniaco (NH)
Nitrégeno (N)

Owido nivico (NO)
Oxido nitroso (W0}
Hidroxllamina (R.NHOH)

El producto final de 1a reduccint que se forme dapende de la especie bactoriana. El més comun
63 nitrdgenc molecular(Gas) por mediio da ia reducelén del nitrito. Estos productos segun ias condiciones
dal medio, ya no son mds axidados o asimilados en el metabolismo celular, 5ino que se excretat en el
medibo clrcundante (Cowarn y Stee!, 1966, Mahlery Cordes, 1966; Smith et al., 1968; Stanier et ., 7963).

La reduccidn del nitrato en ges nitrégeno (N?) u dxido nltroso (N*Oj se denamina deanitificacidn.
E1 nitrato sive como un aceptor de el par cada moldeula de nitrato reckxoido, so aceptan cinco
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eloctronas (Pelezar y Reld, 1965 y Stanler, ot al, 1963).

NRrain en niirdgeno moleoular. En 6l proceso de desnitrificacion, el dxido nitroso (un intermediario}
puede larse y fa cc ién de nitrato as elsvada; sin embargo, cuando dsta o8 baja, el dddo
nktroso es reducido nuevamente a nitrégeno molecular (Stanlker et &l 1963).

En Ia reduccidn del nitrato pueden producirse varios procesos para la utllizacion de los productos
terminales formados. £l amoniaco o hidroxilaming pueden ser asimilados én componentes celulanss que
ocomengan nitrégenc (protainas y doldos nucleicos) para la sinfesis de nuevos compuestos (Matver y
Cordes, 1966 y Smith y Conant, 1968).



ANEXO 14
Reaccidn de Voges-Proskaver

El princlpal producto terminal de la utiitzacion del pinuvato por los glupw _Klebsiella, Enterobacter,
Serratla, Bacllius, y muchos otros org 3, 65 612,3-b Jiol. Sin go, la idn VP se basa
en la dsteccidn da la aceloina (aceti-metiicarbinol 0 AMC), un precursor de la produccidn del 2.3
butanediol {Doelle, 1969; Smith y Conant, 1968).

Una molécula de acstolna e forma por la dexcarboxiiacion de dos moiéculas de dcido pinivico.
Harden y Walpols firman que la scetoina es una etapa diaria en la conversion en 2,3-b diol.
Tanto la acetoina como 2,3-butanedlo!f son productos neutros de la lermentacidn de la glucosa (Gunsalus
y Stanier, 1961).

Harden y Walpole hallaron que cuando se ta la glucosa, solt se forma una pequefia
cantidad del precursor acetoina; una parte mayor del carbono de la glucosa as usado par la formacion
da 23-butamediol,

Panetsky y Wekman hallaron que Ia formacidn de acetoka se fa cuando un ongank 63
cultivado en condiclonas aerdbicas. Asimismo, Walpole obsernvd que en ERRrobacior gerogones puede
producirse acetokna a partir del 2,3 butanedlof con una mayor acumulacion de acetoka sl el cultivo estd
expussto af axigeno atmosférico. La acetaina puede ser metabolizada por uno de estos das medios:

J.l) La reduccidn de 2,3-butenediol, que se acumula a menos que se produzea la reaxidacidn.

JLlij Lo que es mds raro, por cxidacin en diacetilo, que a su vez puede ser catabolizado (Eddy,
1961). Stehly y Werk que la f i6n de ina y 2,3.butanediol es un sistema
reversible de reduccion o de axidacion, en e! que la acetolna se convierte por reduccidn en 23-
butanediol, o éste es axidado en acetoina.

Existan dos enzimas responsables de la axidacidn-reduccidn de la acetoina y el 2 3-butanediol
(Strecker y Haray, 1954).

oxidacidn
23-bt di > Aceloha (1)
2,3-butanediol deshidrogenasa

reduccidn
> 2,3-butanediol (2)
diacetilo (acetolna) reductasa

Acatoina




Lak ién de 2,3-b fiol & partir de la ldnde lag 68 por fo goneral del tipo
do “diol Hidrdgeno®

Gluoosa > 2,3-butanediol + 2 CO* + H

Esta produccidn de 2,3-butanediol provoca un aumento da la produccidn de anhidrido carbdnico,
con la formacion de menos doldos y la acumulacion de acetokna. El equilibrfo entre la acetolna y el 2,3-
butanediol estd ¢ por el voll de hidrd; disponible (Gunsalus y Stanler, 1961) o las
diferencias de potencial axdacidn-reduccion (Werkman, 1930).

En presencia de oxigeno atmostérico y un medio alcalino, los productos finales neutro acetolna
y 2,3-butanediol son oxidados en didcetico, quo es ef reactants pam el color producido en ia reaccion
Vogues-Proskaver, Por lo tanto, el didcotiio o3 un producto de la oxidacién de la acetolna (Sokatch, 1069).

Junl y Heym propusieron un ciclo para la descomposiciin el 2,3-butanediol, la acetoina y el

diacdtico por los organi: ¥ do utlikzer la iha y el 2,3-b diol como Unica fuente de
carbono.
o do con 2 moléculas de 23-In diol, una molécula del mismo es regenerada y se

forman 2 moléculas de dcido acético o que justifica el aumento de la acidaz.

Es muy Importante el pH del medio de Vogues-Proskauver; se debe evitar un pH deldo. Por enclma
de un pH de 6.3 hay acumulacién de deido acético y frmico, con suprasion de fa produccidn de CO?, 1,
acetoha y 2.3-butanediol. Por debajo de un pH de 6.3, el dokdo acdico as convertido en acetokay 2,3-
butanediol, y se suprime la produccidn de H, mientras que aumenta la de CO? (Doelie, 1960 y Gunsalus
y Stanlor, 1961).

La solucidn de alfa naftol y de KOH-cratinina se utllizan pera llevar a cabo la deteccidn de Ia
acefoina (acetiimetiicarbinol) actiian por un proceso en dos etapas (Brason, 1972).

El primer reactivo agregado al cultivo en prueba es catalizador alfa nafiol. Es necesaria una
solucion aloohdlica porque elia actila como intensificador del codor, lo que auments ia sensibilidad de Ia
reaocion sin la pdrdida de su especificidad. £l alfa naftol 56 combina con el producto de la reaccion del
diacetilo y el compuesto de tipo guank arginina, que se encuentra en la peptona desde los primeros
momentos de Ia reaccion; por fo tanto, es fund: | agregario pi; (Mac Faddin, 1984).

El segundo reactivo s KOH al 40% (o NaOH al 40%), que cuando se agrega al medio Vogues
Proskaver, contribuye a Ia absorcidn del CO* (Eday, 1961).
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E1 hidrdxkdo de potasio (KOH) maociona con la peptona dando un coior rosado salmda. La
agiacidn del tirbo oon el medio y reactivos es para exponer el medio al axigeno atmoefdroo pera que se
oxdde /a aceloka, cuando axiste, en diacatifo. Brander y colaboradores demostraron Que la asreacksn por
aghitacién favorace la acumuliacikin de diacetiio. £ KOH actiia como agente axidanis, pera apiesurss ia
oxidacion de la acetoina en diacetlo, reactants esenclel que da una reaccidn de coior con 6l KOH y la
peptona (Mac Faddin, 1984), ’



ANEXO 1.5
Unilizacién de hidratos da carbono

Los hidrafos de carbono se clasifican como: a) monosacéridos, aldehiklos polihidroxBicos o cetonas; b)
polisacaridos u oligosacdridos, productos de condensackin de dos o mds monosacdridos y ¢) aicoholes
polihidricos y clclitoles, productos de la reduccidn de los mc drfdos (C y Soh 1962).

Un monosacérido o azcar simple estd compuesto generaiments por 1 a 6 carbonos, Ia ribosa,
ribwiosa, wiosa y arabinosa son azcares con & carbonos (pentosas CPH'OY); la glucosa (dextrosa),
fructosa (leviilosa), galactosa y manosa son azicanss con 6 carbonos (hexoses C2H'0%) (Cowan y Stoel,
1969; Harrow y Mazur, 1966).

La xilosa, ribosa, arabl glucosa, gall y estdn clasificadas en aldosas (Oser, 1965),

La fermentacidn es un proceso metabdlico de fdbico en el cual un
sustrato ongénico slive como el aceptor de hidrdgeno final (aceptor de electrones) en lugar de! oxigeno
- La fermoentacidn de sustratos orgdnicos como los carbohidratos da tanto productos finales reducidos
como oxidados (Stanler, et &, 1963).

El tipo de productos finales de la farmentacion ds Ios de dapenden de varios
factores: el tipo de organismo que lleva a cabo el proceso de fermentacion; la naluraleza del sustrato que
debe ser fermentado y en ocasionss, los factores amblentales como la temperatura y Ia ackdez (Stankor,
ot al., 1963),

Los productos finakes de lafermentacion de los hidratos de carbonoy los alcoholes, denominados
colectivamente "azlcarss” son pocos: dos gases, hidrd, y anhidrido carbdnico; algunos pocos dcidos
y adooholes; y una cefona (Oginsky y Umbrelt, 1959; Wiison y Mites, 1864).

Algunas b pueden fermentar laglucosa, otras la oxidan y algunas pueden

tzarla por ambos métodk k que otras, aUn, son Incapaces de utliizar la gluoosa. No todos
ke monosdcarkios son degradados por todas las aspecles bacterianas; sus formag de fermontackin
difieren, syudando a la identificacidn del grupo, genaro o espacie. Asimismo, Ias bacterias muestran
dierencias en {08 ciclos utilizados para la fermentacidn del mismo sustrato, dando como resuliado
disrantes productos finales. La forma y ef grado en gue es desasimifado un sustrato depende de la
especie bacteriana y de las condiclones de cultivo (Pelzcar y Rakd, 1965).

El ciclo de fermentacidn que produce el dckdo ldctico es el proceso més difundido. Sin embango,
se producen otros cicios de fermentacidn, que differen con respeclo al sustrato metabolizado o la
naturaleza del producto final (Stanler, et al., 1963).



Las bacterias que fermentan un hidralo de carbono son por lo general anaerobfos facuitativos, Por
medio del proceso de fermentacion, un hidrato de carbona es degradado (o fermentade) y descompuesto
en dos moléculas de carbono, triosas que son nuevaments degradadas en un ndmero de compuestos de
1,2, 8y 4 carbonos (Hugh y Lelfson, 1953; Cantarow y Schepartz, 1962).

Los productos finales varfan con cada sspecie bacterlana, y depende del sistema enzimatico

distente en la ospecie y las dici det medio amblente. Sin embargo, ef criterio Importante es que
antes de la descomposlclén del aziicar glucosa, dsta es fosforllada en un compuesto glucosa 6-fosfato.
Lafe ntackn requiare un comp rgénico como aceplor de electrones terminal (Burrows y Moulder,
1968).

El deido pindvico es of Intermediario clave en la degradacion de la glucosa. Una bactaria puede
utllizar diferentas ciclos para formar dcldo plnivico y en el mismo organismo puede ocurir
simuttdneamente mas de un clofo. Log productos finales caracterkticos de lafermentacion bacteriana son:
doldo I8ctico; dcido acdtico y férmico; deldo ldctico y alcohol etfico; acetiimetiicarbinol y CO?; acido

Inico o doldo propidnico y CO%; GO? y isopropanol y butanol (Burrows y Moulder, 1968; Pelczar y
feld, 1065).




ANEXO 2

MEDIOS DE GULTVO
PAPA DEXTROSA AGAR CPOR LITRO)
CONTENIDO CANTIDAD (gr)
INFUSION DE PAPA 200.00
DEXTROSA 20.00
AGAR 15.00
CON UN PH FINAL DE 5.6 (DIFCO MANUAL, 1953),
CALDG MITRITIVO (POR LITRO)
CONTENIDO CANTEDAD (ar)
EXTRACTO DE CARNE 3.00
PEPTONA $.00
COM UM PH FIHAL DE 6.8 (DIFCO MANUAL, 1953).
AAR WITRITIVO (POR L1TRO)
COMTENIDO CANTIDAD (9F)
EXTRACTO DE CARNE 3.00
PEPTONA 5.00
AGAR 15.00
CON UN PH FINAL DE 6.8 (DIFCO NAMUML, 1953).
ACAR CZAPEK (POR LITRO)
CONYENIDO CMITIOND (gr)
SACAROSA 30.00
NITRATO DE SODIO 2.0
FOSFATO BIPOSTASICO 1.00
SULFATO DE MAGNECIO 0,50
CLORURD DE POTASIO 0.50
SULFATO FERRQSO 0,01
AGAR 15.00

COM U PH FINAL DE 7.3 (DTFCO MAKUAL, 1953),




KED1O DE MOTILIOAD

OONTEN {DO CANTIDND (gr)
GELAT KA 80.00
PEPTONA 10.00
EXTRACTO DE CARNE 3.0
£LORURD DE_SOD1O 5.0
AGAR 4.0
POR L1TRO, CON UK PH DE 7.3 (BBL, MAKUAL OF AND £ Y 1968)
MEDIO GELATINA WUTRITIVA (DIFCO)
COMTENIDO CANTIDAB (Br)
ENTRACIO DE CARNE 3.00
PEPTONA 5.00
f——
GELATINA 120
EL PH FINAL ES DE 6.0 (DIFCO MANUAL, 1953,
NEDIO DE AGAR ALMIDON (POR LI1TRO)
CIMTENIDO
ALMIDON DE PAPA 10.0 (gr)
AGUA DESTILADA $0.0 (ml)
AGAR WUTRITIVO FALTA €1000 ml)
CMAC FADDIN, 1984)
SOLUCION DE LUGOL-10DO (POR L1TRO)
CONTENIDO CANTIDAD
1000 5.0 gr/100m1
J0DURD DE_POTAS1O (K1) 10.0 gr/i0ml
S e st UL e

(RAC FADDIN, 1984)




LECHE TORRASOLADA (POR LITRO)

CANTIDWD

LECME DESCREMADA

105 gr

PURPURA DE BROMOCRESOL

2 ml AL 0.05%.
=

MEDIO DE CITRATO SIS

COMTENIDO CANYIDAD (gr)
FOSFATO DINIDROGENADO DE_ANONIO 1.00
FOSFATO DIPOTASICO 1.00
CLORURO DE S(DIO0 5.00
CITRATO DE_S0010 2.00
SULFATO OF KAGHESIO 0,20

15.0
AZUL DE_ BADNOTINOL 0.08
CON UN #H FINAL DF APROKIWADNENTE 6.9 (KAMUML DIFCO, 1953).
CALDO COM NITRATO (POR LITRO)

CONTENI00 CANTIOND (gr)
EXTRACTO DE CARME 3
PEPTONA 5
WITRATO DE POTASIO 1.8

COM UM PH FIRAL DE 7.0 (NAMUAL DIFCO, 1953).
CALDO /YR (PCR LITRD)

CONTER1D0 CANTION (gr)

PEPTONA 70.0
.00

FOSFATO DIPOTASICO 5.0

CON UM PH FINAL DE 6.9 (DIFCO MANUAL, 1953).




AGAR SANGRE (GELOSA SANCRE)

COMTENIDO

CANTIDAD (pr)

EXTRACTO DE_HUSCULO BE CORAZON

10.0
TRIPTOSA 10.0
CLORURO DE 50010 5.0
AGAR-AGAR 15.00

SE UTILIZA AGUA DESMINERALIZADA (MANUAL DIFCO, 1953).
MEDIO BASAL OF (POR LITRO)
CONTEN 100 CANTIDAD (gr)

PEPTOMA DE CASEINA 2.00
CLORURO DE SOD10 5.00
FOSFATO DIPOTASICO 0.30
AGAR 2.50
AZUL DE SROMOTINOL 0.0'-!

CON UM PH FINAL DE 7.1 (NAMUAL DIFCO, 1953; SCHAAD, 1988)
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