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RESUMEN

En este trabajo de investigacion se llevaron a cabo pruebas de sensibilidad bacteriana
por difusion de disco para evaluar la eficacia de 8 bactericidas de distinto principio activo
sobre el crecimiento “in vitro” de Pseudomonas syringae pv. lachrymans (Smith & Bryan),
PSL, agente causal de la mancha angular del melon, enfermedad bacteriana de mayor
importancia sobre esta y otras cuctrbitas en el valle de Zacapa, Guatemala.

Los bactericidas evaluados fueron Agrimicin, Farmacina, Bacter-Stop, Kocide,
Phyton, Timsen, Vanodine y Kilol los cuales fueron utilizados como agente de inhibicion
bacteriana en la prueba de sensibilidad por difusion de disco, para esta se trabajo con
soluciones bacterianas provenientes de distintas fincas meloneras a una concentracion de
10® CFU sobre agar Miiller-Hinton utilizando discos estériles de 6 mm de didmetro
impregnados con los distintos agentes bactericidas a cinco diferentes concentraciones 0.0,
0.25, 0.75, 1.25 y 2.0 tomando como la unidad la dosis media recomendada por la casa
comercial de cada producto bactericida.

Los resultados de las pruebas del laboratorio indican que los bactericidas que tienen
como principio activo algin antibidtico son los mas efectivos, como lo son: El Agrimicin,
Farmacina, y Bacter Stop; seguidos por compuestos como El Timsen, Vanodine y Kilol.
Los compuestos de cobre como Kocide no mostraron inhibicion in vitro por el método de
difusion de disco, sin embargo, si son efectivos con el método de contacto, mientras que el
compuesto a base de sulfato de cobre. SH,0, Phyton, no muestra inhibicion in vitro sobre
Pseudomonas syringae pv. lachrymans. (PSL), por el método de difusion discal o de
contacto.
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ABSTRACT

In this research work, disk diffusion bacterial sensitivity tests were carried out to
evaluate the efficacy of 8 bactericides of different active ingredients on the in vitro growth
of Pseudomonas syringae pv. lachrymans (Smith & Bryan), PSL, causal agent of the
angular spot of the melon, this bacterial disease is the most important disease in cucurbits
in the Zacapa valley of Guatemala.

The bactericides evaluated were Agrimicin, Farmacina, Bacter-Stop, Kocide, Phyton,
Timsen, Vanodine and Kilol which were used as a bacterial inhibition agent in the disc
diffusion sensitivity test, for this we worked with bacterial solutions from different Melon
farms at a concentration of 10® CFU on Miiller-Hinton agar using 6 mm diameter sterile
discs impregnated with the different bactericidal agents at five different concentrations 0.0,
0.25, 0.75, 1.25 and 2.0 using the recommended average dose by the commercial house of
each bactericidal product as a unit.

The results of the laboratory tests indicate that the bactericides that have an antibiotic
as their active ingredient are the most effective, such as: Agrimicin, Farmacina, and Bacter-
Stop; followed by compounds such as Timsen, Vanodine and Kilol, copper compounds
like Kocide did not show inhibition in vitro by the disc diffusion method, however, they
are effective with the contact method, while the copper sulfate based compound. 5H>0,
Phyton, shows no in vitro inhibition on Pseudomonas syringae pv. lachrymans. (PSL), by
the disc or contact diffusion method.
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I. INTRODUCCION

En Guatemala el cultivo de melon se desarrolla en dos regiones bien diferenciadas,
siendo estas el litoral del Pacifico y el valle del Motagua en Zacapa. El volumen global de
produccion durante 1996-97 experimento6 un incremento porcentual de 14.2% con relacion
a la temporada anterior y se pronostica para 1998 y 1999 un incremento del 15 al 20%,
pues se han incorporado nuevas areas de cultivo para la siembra de esta hortaliza, que
anteriormente constituian terrenos espinosos subutilizados (AGEXPRONT, 1996).

El sector de exportaciones agricolas no tradicionales ha tenido un fuerte crecimiento
en la ultima década, remontandose casi en un 70% en los ultimos cuatro afios, incluyendo
a las hortalizas clasificadas como una de las categorias con mas éxito (AGEXPRONT,
1996). El area cultivada actualmente de melén es de 1,564 hectareas, con un rendimiento
promedio de 18 Tm/ha. Esta cifra, ain cuando algunos productores la consideran
satisfactoria, se encuentra por debajo de los rendimientos en paises mas desarrollados, que
es de 25 Tm/ha. Este diferencial de produccion se debe a varios factores, siendo los mas
importantes, las plagas y enfermedades (AGEXPRONT, 1996).

Los principales mercados para la exportacion del melon son los Estados Unidos a
donde se destina el 85% de la produccion guatemalteca y Europa que consume el 15%
restante (AGEXPRONT, 1996). Segun el Banco de Guatemala, el total de divisas obtenidas
en 1995 por la exportacion de melones fue de 40 millones de ddlares, cifra que como ya se
menciond va en aumento cada afio.

Los suelos del valle del Motagua han sido utilizados por varios afios y de manera
consecutiva para la siembra del melon, incrementandose el riesgo de que plagas diversas
puedan acentuarse, perjudicando asi la productividad del cultivo. Las condiciones
ambientales propias de la época lluviosa han favorecido el aparecimiento de importantes
enfermedades bacterianas, consideradas de alto riesgo para la produccion melonera. Esta
situacion ha motivado el interés del gremio melonero por conocer mas acerca de los
factores que intervienen en este fendémeno, importando no solo la identificacion y
caracterizacion de las enfermedades bacterianas sino también los métodos de control
quimico utilizados para su manejo. El empleo del control quimico debe estar enmarcado
dentro de un programa bien establecido de manejo integrado de plagas (MIP).



El conocimiento de las causas que ocasionan los dafios bacterianos en el melon y los
medios para prevenir estos dafos, son de suma importancia para la produccion exitosa de
esta hortaliza que se ha convertido en uno de los productos no tradicionales de mayor auge
y con mayor impacto socioeconémico en el pais. Es importante conocer cudles son las
bacterias fitopatogenas que causan el mayor dafio y evaluar como se comportan frente a
distintos bactericidas para asi poder hacer uso de los bactericidas de una manera eficaz y
reducir los efectos nocivos sobre el medioambiente en general. Conocer la efectividad de
bactericidas de reciente ingreso al mercado agricola permite tener opciones diversas de
control quimico en el campo, para poder ser incorporados a los programas fitosanitarios
utilizados.

Los cultivadores de melon tienen que eliminar y combatir una gran variedad de agentes
patogenos durante cada cosecha, siendo las enfermedades bacterianas cada vez mas
dificiles de controlar. Las bacterias de mayor preocupacion para el gremio melonero son
Pseudomonas syringae pv. lachrymans y Erwinia tracheifila, de las cuales la que mayor
pérdida en la productividad origina es la primera, causante de la mancha angular de la hoja.

El control de enfermedades causadas por bacterias fitopatogenas es dificil ya que la
gama de bactericidas con los que se cuenta no es muy amplia reduciéndose a antibidticos
y compuestos de cobre. Existe una serie de productos que recientemente han sido
recomendados como bactericidas por casas comerciales a los cuales no se ha evaluado su
efectividad sobre el patdogeno. Estos productos bactericidas incluyen diversos ingredientes
activos desde compuestos de yodo, productos de amonio cuaternario hasta compuestos
naturales. Por todo esto es necesario evaluar el poder bactericida de estos quimicos
alternativos, para poder combinar su uso con compuestos antibidticos y lograr un mejor
control de las enfermedades bacterianas y retardar la inducciéon de mecanismos de
resistencia en las bacterias, lo cual hasta la fecha no ha sido evaluado con bacterias
fitopatogenas en meldn presentes en Guatemala.

En este trabajo se analiza, bajo condiciones “in vitro”, el efecto bactericida de ocho
distintos productos antibacteriales, comparandose su efectividad frente a la bacteria mas
problemética en el cultivo del melén, Pseudomonas syringae pv. lachrymans, organismo
causal de la mancha angular de la hoja en cucurbiticeas. Este andlisis es de suma
importancia, pues las extensas y cada vez mayores areas sembradas de melon, requieren la
aplicacién de quimicos costosos cuya efectividad debe ser evaluada. Aplicaciones de
bactericidas poco efectivos pueden reducir la rentabilidad del cultivo por pérdidas en
rendimientos causados por el dafio bacterial a la planta y por el incremento en costos debido
a las aplicaciones adicionales de pesticidas quimicos sin ninglin efecto.

Sin embargo, no es solamente el alto costo del uso de pesticidas un factor significativo
para las empresas meloneras, sino también es de importancia el impacto ambiental que trae
consigo el uso indiscriminado de €stos, pues los patégenos a los cuales se quiere eliminar
pueden adquirir resistencia a los pesticidas, llegando éstos a perder su efectividad en el
control de plagas. Esto implica aplicaciones cada vez mas concentradas y frecuentes de
pesticidas, generandose una mayor contaminacion del ambiente en general e induccion de
mecanismos de resistencia. Esta resistencia ha sido comprobada en especies de



Xantomonas campestris y Pseudomonas syringae a compuestos de cobre y estreptomicina
(Cooksey, 1990). Por todos estos factores se hace necesaria la evaluacion descrita en este
documento.

El manejo ideal para todo tipo de enfermedad en las plantas debe ser un tratamiento
basado en medidas preventivas en lugar de curativas. Sin embargo, las enfermedades
bacterianas de desarrollo externo pueden ser controladas por medio de medidas curativas
como aplicaciones de antibidticos al follaje, aunque no por esto se debe de descartar o
minimizar la importancia de las practicas preventivas utilizadas en el manejo integrado de
cultivos agricolas.



1. JUSTIFICACION

Se vio la necesidad de evaluar “in vitro ” la efectividad de los productos antibacteriales
utilizados en el campo, para tratar la enfermedad bacterial “Mancha angular de la hoja”
en cucurbiticeas provocada por Pseudomonas syringae pv. lachrymans, ya que esta
enfermedad bacterial produce muchas perdidas econdmicas en la industria melonera del
Valle de Zacapa en Guatemala, reduciendo el rendimiento promedio por hectarea de
manera considerable.

El cultivo de meldn que se ha convertido en uno de los productos no tradicionales de
mayor auge y con mayor impacto socioecondémico en el pais, es importante conocer mas
acerca de la suceptibilidad de la bacteria que causa el mayor dafio en las plantaciones de
meloén, Pseudomonas syringae pv. lachrymans, y evaluar como se comporta frente a los
distintos bactericidas, para poder derminar cual de estos es el mas adecuado en el control
bacterial.

También es importante la evalucion de los bactericidas en distintas concentraciones
para poder hacer uso de estos de una manera eficaz y reducir los efectos nocivos sobre el
medioambiente en general, optimizando la dosis empleada, que sea suficiente para que
pueda combatir la infeccion bacteriana, evitar dosisis escasas que permitan desarrollar
alguna resistencia bacterial o que la dosis sea exagerada como para provocar toxicidades
en medio ambiente o al consumidor final.

Conocer la efectividad de bactericidas de reciente ingreso al mercado agricola permite
tener opciones diversas de control bacterial en el campo, para poder incorporar estos
nuevos bactericidas en los programas fitosanitarios.



[II. OBJETIVOS

A. Objetivo general

Determinar y analizar el efecto de distintos bactericidas empleados en el cultivo del
meldn sobre el crecimiento “in vitro” de Pseudomonas syringae pv. lachrymans, causante
de la mancha angular de la hoja en cucurbitaceas.

B. Objetivos especificos

1. Comparar el efecto “in vitro” de 8 bactericidas con diferentes principios activos
(antibidtico, compuestos de cobre, yodo, amonio cuaternario, extracto de citricos) frente a
aislados de bacterias Pseudomonas syringae pv. lachrymans, PSL.

2. Comparar y relacionar el comportamiento “in vitro” de 4 aislados (colonias) de PSL
obtenidos de distintas plantaciones de melon frente a los diferentes bactericidas.

3. Evaluar el efecto de la concentracion de cada uno de los bactericidas sobre el
crecimiento “in vitro” de PSL.

4. Determinar si existen interacciones significativas entre las colonias seleccionadas
y los bactericidas a 5 concentraciones diferentes.

5. Evaluar la posibilidad de resistencia a productos quimicos comunmente utilizados
en base a los resultados obtenidos en las pruebas de crecimiento “in vitro”.



IV. HIPOTESIS

La bacteria Pseudomonas syringae pv. lachrymans exhibe grados variables de
sensibilidad cuando su crecimiento “in vitro” es comprometido con agentes bactericidas
distintos.

El crecimiento “in vitro” de Pseudomonas syringae pv. lachrymans, en las pruebas de
sensibilidad a bactericidas, se ve afectado por la localidad de donde fue obtenido el aislado
o colonia.

La concentracion del bactericida tiene un efecto significativo sobre el crecimiento “in
vitro” de PSL.



V. MARCO TEORICO

A. Melon

1. Caracteristicas generales.

El melon pertenece a la familia de las calabazas o Cucurbitaceas, siendo su probable
lugar de origen Africa o Asia (Agrios, 1991). Los melones (Cucumis melo) se agrupan en
tres categorias: muskmelons, verdaderos cantaloupes (C. cantalupensis) y melones de
invierno (C. inodorus). Este ultimo grupo incluye las clases Honeydew, Casaba,
Crenshaw, Santa Claus, Persian y Juan Canary. También es posible cruzar los distintos
tipos de melones entre si con lo cual resultan variedades con caracteristicas de ambos
grupos, llamados tipos mixtos o exoticos. Dentro de los tipos exodticos se pueden mencionar
Carnival, Solaris F, Verdol F, Iberix, Goliat F y Amur (Montalvo, 1982). En Guatemala se
siembra comercialmente el melén tipo Cantaloupe y el Honeydew, aunque en el pasado
reciente también se ha incrementado la siembra de sandia.

En el melon se pueden obtener varias frutas de una planta en un primer ciclo
reproductivo, en el cual se obtiene mayor calidad de fruta (alto contenido de azlicar y mayor
tamafio) dependiendo del estado de salud de la planta se puede obtener frutos aceptables
en una segunda cosecha (Montes, 1991). Este sistema de produccion no se practica en
Guatemala pues solo se da un ciclo reproductivo que dura aproximadamente de 70-85 dias.
Sin embargo, en Guatemala el melon se siembra dos veces al afio en forma consecutiva de
agosto a diciembre y de enero a mayo.

2. Calidad nutricional, importancia y consumo.

Las cucurbitas en general no son una fuente de calorias o proteinas significante, sin
embargo, pueden ser fuentes importantes de fibra dietética, minerales, pro-vitamina A
(beta-caroteno) y vitamina C (Adams & Richardson, 1981).

Funcién e importancia de vitamina A y C: La vitamina A sintetizada a partir de la pro-
vitamina A es participe del ciclo visual manteniendo la estructura de las células visuales y
su regeneracion constante, su deficiencia causa lo que se conoce como ceguera nocturna
(Ganguly, 1989; Goodman, et al., 1991). La vitamina A mantiene la salud de las
membranas mucosas en la nariz, trdquea y pulmones, porque es vital en la sintesis de los
mucopolisacaricos, responsables de mantener saludables a las membranas epiteliales. Al
mismo tiempo estd involucrada en el crecimiento fetal (Heiby, 1988) y actia como
sustancia inhibitoria de actividades cancerigenas.



La vitamina C previene el avance de neoplasias cervicales intra epiteliales las cuales
se convierten eventualmente en carcinomas. Ademas de todas las funciones de la vitamina
A, se ha descubierto recientemente que tanto la vitamina A como la E, juegan un papel
importante en el desarrollo del cancer pues previenen la oxidacion lipidica a través de la
regulacion de la diferenciacion y comunicacion de células cancerosas (Lester, G., 1997).

El contenido nutricional de los melones basado en las normas y conceptos de la “U.S.
Food and Drug Administration”, ha sido registrado como bajo en calorias, grasa y sodio y
como una buena fuente de potasio y Vitamina C, siendo también una excelente fuente de
pro vitamina A o beta-caroteno (Cuadros 1 y 3). El melon ocupa el segundo lugar en
consumo de frutas frescas per capita para los Estados Unidos, segun estudios realizados en
1995, véase el Cuadro 2.

Cuadro 1. Contenido nutricional de Meléon Cantaloupe

Tamaiio de porcién =1 taza Cantidad % del requerimiento
(236 gr) por raciéon diario (%)
Calorias 71 --
Calorias de grasa 0 --
Grasa total Og

Sodio 28¢g 1
Potasio 593 ¢g 15
Carbohidratos totales 23 g 7
Fibra dietética 2g 8
Azulcares 19¢g --
Proteina 2g --
Vitamina A - 160
Vitamina C - 130
Calcio -- 4
Hierro -- 9

(Fuente: Adams and Richardson, 1981)

Cuadro 2. Consumo de frutas frescas per capita en los Estados Unidos, 1995.

Posicion Grupo de frutas Consumo (kg/capita)
1 Banano 12.6
2 Melén* 11.6
3 Citricos 11.4
4 Manzanas 8.9
5 Uvas 33
6 Melocotones 2.5
7 Fresas 1.8
8 Peras 1.6
9 Pina 0.9

10 Ciruela 0.7

x = incluye melones tipo muskmelon, honeydew y watermelon

(Fuente: Lucier, 1995)



Cuadro 3. Porcentajes de dosis recomendadas (RDA) para beta-caroteno (valor de vitamina A) y acido ascorbico
(Vitamina C) contenidos en las 10 frutas mas comunes para los Estados Unidos.

Porcentaje RDA/236 g cada porcion de fruta fresca

Grupode  Vitamina A Vitamina C
frutas

Manzana 5 16
Banano 9 39
Uvas 5 16
Muskmelon 160 131
Naranjas 9 197
Melocotones 35 16
Peras 1 16
Pina 4 67
Ciruelas 14 0

Fresas 3 232

(Fuente: Adams and Richardson, 1981)

La importancia del melon también radica en investigaciones realizadas sobre
“fitoquimicos”, compuestos presentes en las plantas de reconocido valor nutricional,
siendo ademds considerados como compuestos prometedores contra la lucha de
enfermedades humanas. En los melones existen muchos fitoquimicos con grandes
beneficios potenciales para la salud. Tres de estos compuestos encontrados en melon son:
cucurbitacin-f, litio y zinc, los cuales son prometedores en la prevencion del cancer, lucha
contra depresion, caspa, ulceras y en la estimulacion del sistema inmunoldgico. Aunque no
se sabe de manera certera el modo de accion de estos fitoquimicos, si es que éstos actiian
por si solos o en sinergismo con otros fitoquimicos o fitonutrientes, su biodisponibilidad o
requerimientos minimos o méaximos, si se ha logrado constatar que son necesarios para
muchos procesos metabodlicos y para la lucha de muchas enfermedades como el cancer
(Lester, 1997).

No esta claro qué fitoquimicos o fitonutrientes son agentes con actividades anti
cancerigenas y si son agentes primarios preventivos de cancer, lo que si esta claro es que
el consumo de frutas y vegetales es recomendable ya que se han establecido relaciones
positivas entre la disminucion de posibilidades de contraer cancer con el consumo de frutas
y vegetales (Lester, 1997).

3. Cultivo del melon en Guatemala.

La polinizacioén del melon se lleva a cabo naturalmente por abejas y la viabilidad de
las semillas puede durar hasta 5 afios a 4°C. El melon puede ser cultivado en una amplia
variedad de suelos siendo los suelos con textura franca los que producen mayores
rendimientos y mejor calidad de fruta. El terreno debe tener un buen drenaje y el pH debe
ser mayor de 5.8, preferentemente cercano a 6.2. El espaciamiento entre plantas debe ser
de 0.30-0.50 m, sembradas en tablones de 1.0 a 1.5 m de ancho. No se recomiendan suelos
pesados organicos y debe estar libre de nematodos y de sustancias toxicas.



La temperatura adecuada de crecimiento no debe ser menor de 55°- 80° ya que
temperaturas por debajo de los 12 grados centigrados causan el “chilling-injury”, en donde
los tejidos de la planta se tornan necroticos y mueren. Las principales caracteristicas del
cultivo del melén en Guatemala pueden observarse en el Cuadro 4.

Cuadro 4. Situacion del cultivo del melén, produccion y exportaciones para Guatemala

Zona de siembra: Litoral del pacifico y valle del Motagua.
Area cultivada 1564 hectareas (AGEXPRONT, 1996)
Epoca de siembra Agosto a diciembre
Enero a mayo
Tipos de melén Honeydew y cantaloupe
Rendimiento por hectarea (1996) 18 toneladas / hectarea
Mercados de exportacion Estados Unidos 85%
Europa 15% (AGEXPRONT, 1996).
Divisas obtenidas de exportacion 40 millones de dolares (Banco Guatemala, 1995).
Principal bacteria problematica Pseudomonas syringae pv. lachrymans.

Desde 1995 se reportaron los primeros dafios bacterianos, los cuales no sucedian con
anterioridad y que afo con afio se tornan mas agresivos ocasionando mayores pérdidas
econdmicas, este tipo de dafio disminuye el rendimiento por hectarea cosechada afectando
a la industria melonera y a la economia guatemalteca. En algunos campos afectados los
brotes de bacterias han ocasionado pérdidas econémicas de hasta un 40%.

B. Bacterias fitopatdgenas del melon
1. Caracteristicas generales.

Las bacterias son organismos microscopicos, conociéndose alrededor de 1600
especies. La gran mayoria de las bacterias son estrictamente saprofiticas y como tales
benefician al ser humano porque ayudan a la descomposicion de grandes cantidades de
materia organica producidas por él mismo y su industria, como productos de desecho o
como resultado de la muerte de plantas y animales. Existen alrededor de 200 especies de
bacterias patdgenas de plantas, (Castafio, 1994) que son responsables de fuertes pérdidas
econdmicas en la agricultura como consecuencia de su ataque a las plantas cultivadas.
Todas estas especies son parasitos no obligatorios y se pueden cultivar artificialmente y ser
evaluadas en medios nutritivos.

Las bacterias son células procariotas simples, de un solo cromosoma, carecen de
membrana nuclear o de organelos internos como mitocondrias y cloroplastos. Al carecer
de clorofila dependen de otros seres para nutrirse de los alimentos carbonados que ellas no
pueden tomar de la atmdsfera (Karp, 1991). Las bacterias y organelos celulares tienen
mucho en comun y es asi que los antibidticos que afectan a las bacterias también inhiben
mitocondrias, cloroplastos, pero no interfieren con las otras funciones de las células de
plantas eucarioticas (Castafio, 1994). Las bacterias se multiplican con rapidez sorprendente
y su significancia como patégenos se atribuye principalmente al hecho de que producen
enormes cantidades de células en periodos muy cortos de tiempo. Pueden dividirse a razén
de 20 minutos bajo condiciones favorables.
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Enfermedades bacterianas ocurren en cualquier lugar que sea himedo o caluroso,
afectan a casi todas las clases de plantas, y bajo condiciones ambientales favorables,
pueden ser extremadamente destructivas (Castafio, 1994).

Las bacterias fitopatogenas que, segun reportes verbales de técnicos de campo, afectan
al melon en Guatemala, en el valle del Motagua, Zacapa son: Pseudomonas syringae pv.
lachrymans y Erwinia tracheiphila, causantes de la mancha angular y marchitez bacteriana,
respectivamente, siendo sin embargo la de mayor importancia en cuanto a pérdidas en
rendimiento, la mancha angular. El clima de Zacapa favorece el crecimiento bacteriano en
la época de invierno ya que, la diseminacion de la bacteria se facilita por salpicaduras o
arrastre de agua o por contaminacion con instrumentos infectados.

a. Reproduccion.

Las bacterias fitopatdgenas se reproducen mediante el proceso asexual conocido como
fision binaria o fision. Este proceso consiste en el crecimiento interno de la membrana
celular hacia el centro de la célula, formando una division transversal membranosa que
divide al citoplasma en dos partes aproximadamente iguales. Dos capas de material de la
pared celular adyacentes a la pared celular externa son secretadas o sintetizadas entre las
dos capas de la membrana. Cuando la formacion de estas dos paredes de la célula finaliza,
las dos capas se separan dividiendo las dos células aparte. Cuando la pared celular y el
citoplasma sufren el proceso de fision el material nuclear se organiza en una estructura
circular similar a un cromosoma, que se duplica y se distribuye igualmente entre las dos
células formadas (Castafno-Zapata, 1994).

Las bacterias causan dafios en las plantas a través de varios mecanismos: 1. Por el alto
numero de bacterias que se acumulan dentro de la planta estas llegan a tapar los haces
vasculares, al mismo tiempo la acumulacién de desechos metabolicos provoca la
disminucion del suministro de alimento y otros factores limitantes, la reproduccion decrece
y puede detenerse. 2. Pueden también ser patogénicas por la produccioén de toxinas, por
ejemplo, Pseudomonas syringae pv. phaseolicola que ataca el frijol, produce la substancia
phaseolotoxina, toxica para los tejidos de la planta. En otras palabras, el mecanismo de
patogenicidad bacterial no s6lo se debe por el taponamiento de haces vasculares y dafios
causados por la accion fisica ejercida por el nimero de bacterias, sino también por
mecanismos especificos de ataque a los tejidos vegetales (Castafio-Zapata, 1994).

Las bacterias alcanzan a producir cambios quimicos en su ambiente y dentro de la
planta. Estos cambios las hacen poseer gran importancia en el mundo en general y en el
desarrollo de enfermedades de plantas en particular (Castafio-Zapata, 1994).

Las bacterias patégenas pueden dividirse en dos grupos: a) comunes, que
frecuentemente se pueden aislar de las plantas y crecen en medios estindares y b)
fastidiosas, las que son poco comunes y que generalmente no crecen en medios estandares,
teniendo requisitos nutricionales muy especificos de crecimiento “in vitro”.

El control bacteriano se dificulta en la medida que las bacterias pueden sobrevivir en
condiciones extremas y pueden llegar a crear resistencia a antibidticos. Los antibidticos
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antibacteriales mas usados en la agricultura son las formulaciones de estreptomicina o de
estreptomicina y oxitetraciclina. El caldo bordolés es también muy utilizado para
tratamientos bacteriales (Agrios, 1991).

b. Diseminacion.

La diseminacién de bacterias patdgenas en los campos de cultivo se realiza
principalmente mediante el agua, insectos y otros animales incluyendo el ser humano. Atn
las bacterias que poseen flagelos se mueven solamente a distancias muy cortas por sus
propios medios (Castafio-Zapata, 1994).

2. Caracteristicas de los principales géneros de bacterias fitopatogenas.

Las bacterias se pueden identificar y diferenciar en base a caracteristicas de la colonia
en ciertos medios a base de agar, y varias pruebas claves tales como la tincion de Gram y
crecimiento anaerdbico. Las caracteristicas de la tincion de Gram estan relacionadas con
las propiedades estructurales quimicas de la pared celular y esta caracteristica sirve como
un paso rapido y basico en la identificacion de bacterias patogénicas de plantas (Castafio,
1994).

La mayoria de bacterias patogénicas, son gram-negativas. Todas las especies de
bacterias fitopatdgenas, hasta donde se tiene conocimiento y, a excepcion de las especies
del género Erwinia, son aerdbicas. A continuacion, se presentan en forma resumida
algunas caracteristicas de cada género, presentando una mayor informacion acerca del
género Pseudomonas pues a este pertenece la bacteria a ser evaluada: Pseudomonas
syringae pv. lachrymans.

a. Erwinia.

Son varillas rectas gram negativas que miden entre 0.5 — 1.0 x 1.0 x 3.0 um. Se mueven
mediante varios flagelos peritricos. Las especies de Erwinia son las Unicas bacterias
patdgenas de plantas que son aerdbicas facultativas. Algunos autores retienen el nombre
de Erwinia para aquellas bacterias que causan necrosis o marchitamiento como E.
amylowora, y E. tracheiphila, pero incluyen a las especies que causan pudriciones suaves
como E. carotovora en un género nuevo, Peccobacterium (Castaio, 1994).

b. Xanthomonas.

Tienen forma de varillas rectas y miden entre 0.4 — 1.0 x 1.2 —3.0 um. Se mueven por
intermedio de un flagelo polar. El crecimiento sobre medio de extracto de levadura-
dextrosa-agar (YDC) es generalmente de color amarillo por la produccion del pigmento
xanthomonadina. La mayoria crecen muy despacio, desarrollandose en colonias visibles
en un espacio de 3-7 dias. Todas las especies son patogenas de plantas y se encuentran
solamente en asociacidon con plantas o material vegetal. Son gram-negativas (Agrios,
1991). En cuctrbitas, producen el dano en los frutos conocida como rofia o sarna
bacteriana, siendo el organismo causal Xanthomona campestris pv. cucurbita. Esta
bacteria suele transmitirse por medio de semilla.
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c. Clavibacter.

En el tomate la enfermedad se produce por la bacteria Clavibacter michiganensis
subsp. michiganensis y se le conoce como “chancro bacteriano”. Es una bacteria gram-
positiva, estrictamente aerobica y de crecimiento lento en medios de cultivo standard. En
la parte exterior de los tallos se producen ulceraciones de gran longitud, que se rajan
quedando la fisura de color negro. Al cortar longitudinalmente los tallos aparecen los haces
vasculares con una decoloracion negruzca. Al arrancar una hoja o tallo se ve perfectamente
este oscurecimiento; produce fasciacion o agalla foliosa (Agrios, 1991).

d. Pseudomonas.

Estas bacterias gram negativas con forma de varillas rectas a curvadas, miden entre
0.5-1.0x 1.5 —-4.0 um. Se mueven por medio de uno a muchos flagelos polares. Muchas
especies son habitantes comunes del suelo o de agua fresca y ambientes marinos. La
mayoria de las especies patogénicas infectan plantas; pocas infectan animales o humanos.
(Castafio, 1994).

Las bacterias del género Pseudomonas atacan a cucurbitaceas, tomate, frijoles y
berenjena, entre otras plantas. En cucurbitdceas la enfermedad se denomina “mancha
angular” siendo responsable la bacteria Pseudomonas syringae pv. lachrymans. En las
hojas se forman manchas hiimedas de 2 a 3 mm de didmetro que al estar limitadas por las
nervaduras tienen forma angular, de color gris en la parte superior de la hoja y brillante o
verde mds intenso en el envés. Al final estas manchas se tornan necréticas y llegan a
desprenderse quedando la hoja agujereada. En los frutos se forman manchitas pardas que
exudan una especie de goma. Se introduce a las plantas por las estomas cuando la
temperatura estd entre 24 y 27°C. Si la temperatura es mayor de 30°C, se paraliza la
enfermedad.

1) Pseudomonas syringae pv. lachrymans.

Bacteria responsable de la enfermedad bacterial conocida como “mancha angular de
la hoja” y causante de las mayores pérdidas econdmicas en la cosecha de melon debido a
la reduccién en rendimientos por infeccion con esta bacteria.

a) Composicion de la envoltura celular.

Pseudomonas syringae pv. lachrymans, es una bacteria fitopatdgena gram negativa,
por lo que tiene la estructura de pared que se presenta en la Figura 1. La membrana
citoplasmatica de una bacteria gram negativa tiene una forma caracteristica de tipo
sandwich, que aparentan ser dos capas electro densas con un espacio menos denso en medio
de estas. La capa clara que se encuentra inmediatamente después de la membrana
citoplasmatica se llama espacio periplasmico, en donde se encuentran enzimas solubles y
otros componentes que pueden ser liberados si se somete la célula a un shock osmoético no
letal. La capa electro densa, inmediatamente después del espacio periplasmico, mide
aprox. 2 nm. de ancho y representa los componentes de peptidoglicanos de la pared, la cual
constituye el 5% o menos de la masa de la pared y contribuye a la consistencia de esta. La
membrana exterior con un ancho de 6 -10 nm, ha sido la mas dificil de caracterizar, es
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basicamente una bicapa lipidica, hidrofobica en el interior con grupos hidrofilicos hacia
los dos exteriores, conteniendo también componentes protéicos. Véase Figura 1 (Franklin
& Snow, 1989).

De las partes observadas en la Figura 1, la membrana citoplasmatica esta involucrada
en la respiracion, transporte de electrones e incorporacion de nutrientes. Los espacios
periplasmicos son reservorio metabolico del material de la pared celular mientras que la
membrana externa estd involucrada en la incorporacion de nutrientes, metabolismo de
lipidos y mantenimiento de la integridad celular. La cépsula bacterial estd compuesta
principalmente por una matriz de polisacéaridos, que en el caso de Pseudomonas syringae
producen cantidades considerables de homopolisacaridos extracelulares como el alginato
(Sigee, 1993).

Figura 1. Diagrama general de la envoltura celular de una bacteria Gram-Negativa.
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3. Clasificacion de enfermedades causadas por bacterias fitopatdgenas.

Las bacterias pueden causar el desarrollo de casi cualquier tipo de sintomas sobre las
plantas que ellas atacan. La mayor diversidad de sintomas es causada por especies del
género Pseudomonas, seguido por Xanthomonas, Corynebacterium, Agrobacterium y
Streptomyces (Castaio-Zapata, 1994).

Se acostumbra agrupar las enfermedades bacterianas en tres diferentes tipos de
acuerdo con los sintomas que presentan las plantas afectadas, siendo estos: 1)
marchitamiento como consecuencia de la invasion de los tejidos vasculares, obstruyendo
los vasos conductores de nutrientes; 2) tizones, pudriciones y manchas foliares en los que
el tejido parenquimatoso es destruido y, 3) un desarrollo exagerado celular llamado
hiperplasia (Alvarez,1979).

Los sintomas permiten en muchos casos identificar en forma préctica algunas
enfermedades. En algunos casos las pudriciones bacterianas son de consistencia suave y
frecuentemente malolientes (Alvarez, 1979). Cualquier tipo de sintoma puede ser causado
por patogenos bacteriales de varios géneros y cada género contiene algunas especies
capaces de causar diferentes tipos de enfermedades. Sin embargo, las especies de
Agrobacterium pueden causar solamente agallas o proliferacion de 6rganos. Por otro lado,
especies de Corynebacterium, Pseudomonas y Steptomyces también pueden causar agallas.
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Algunas Xanthomonas inducen la formacion de chancros, manchas, tizones foliares y
marchitamientos vasculares (Castafio-Zapata, 1994).

a. Enfermedades bacterianas de las cucurbiticeas.

Existen mas de 200 enfermedades de las curcubitaceas de diferente etiologia. El
manejo efectivo de las enfermedades persigue tomar las mejores decisiones posibles para
disminuir el riesgo de pérdidas severas durante el ciclo del cultivo. Las estrategias
empleadas en el manejo de estas afecciones se basan principalmente en la prevencion de la
enfermedad y en métodos para disminuir el esparcimiento de la enfermedad.

Dentro de las enfermedades provocadas por bacterias en la familia cucurbita se
conocen: la mancha angular de la hoja, mancha del fruto, pudricion de la plantula, mancha
bacterial de la hoja, necrosis de la cascara del melon, pudricion comin o suave,
marchitamiento bacterial y pudricion parda (Martyn, et al., 1993). A continuacion, se
mencionan los sintomas y caracteristicas de las enfermedades bacterianas mas importantes
para melon.

1) Mancha angular de la hoja.

Esta es la enfermedad mas comun causada por bacterias en un amplio rango de
cucurbitas, tanto en lugares templados como en lugares himedos y semihtimedos. Los
primeros sintomas de la enfermedad aparecen en las hojas, infectandose posteriormente la
fruta y contaminandose la semilla (Zitter et al., 1996).

La mancha angular de las cucurbitas es causada por la bacteria Pseudomonas syringae
pv. lachrymans (Smith and Bryan) (PSL) Young ef al. Siendo esta una bacteria aerdbica,
gram-negativa, que posee de uno a 5 flagelos polares y produce un pigmento verde
fluorescente en el medio B de King. Se multiplica en los espacios intracelulares de las
hojas y coloniza la superficie entera de la hoja, esparciéndose de planta a planta por
salpicadura, insectos o herramientas contaminadas (Zitter, ef al., 1996).

a) Sintomas.

La mancha angular aparece como una pequefia lesion himeda en las hojas. La lesion
usualmente se expande hasta que es delimitada por las venas secundarias grandes de las
hojas, lo cual le da una apariencia angular a la lesion como se muestra en las Figuras 2 y
3. Acompanando a la humedad que se observa en la lesion, también hay un exudado claro
o lechoso que se colecta en una gota en forma de lagrima (por eso su nombre lachrymans)
en la superficie baja de la lesion (Zitter, et al.1996). El exudado se seca y forma una costra
blanca delgada en o adyacente a la lesion. En las hojas las lesiones se secan, tornandose
café y desprendiéndose de la hoja. En cultivos susceptibles las lesiones casi siempre tienen
un margen amarillo mientras que en cultivos resistentes las lesiones son mucho mas
pequenas sin el margen amarillo. Las hojas que estan altamente infectadas se tornan
amarillas entre las regiones de lesiones y mas tarde tienen una apariencia agujereada, con
manchas pequefias distribuidas sobre la superficie de la hoja, (Figuras 2 y 3). Las lesiones
también se desarrollan en peciolos, tallos y frutas, en los cuales la costra blanca formada
por el exudado también es evidente.
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En la fruta las lesiones aparecen como manchas himedas pequenas y circulares de 1-
3 mm de didmetro, comiinmente con un centro de color bronceado claro. La pudricion de
la fruta puede penetrar profundamente, causando una pudricion interna que llega a los
haces vasculares en la region placental. La infeccion de la fruta causa humedad y
coloramiento café de los tejidos infectados, frecuentemente predisponen al fruto a la
pudricioén suave bacterial, causada por bacterias del género Erwinia. Las frutas que se
infectan cuando inmaduras, llegan a ser deformes y curvadas.

Bajo buenas condiciones de desarrollo, las guias de cucurbitas de crecimiento
indeterminado como pepino, ayote y melones contintian creciendo lejos de las hojas viejas
infectadas, produciendo suficientes nuevas guias para soportar el desarrollo normal de la
fruta. Algunos tipos de pepino de crecimiento determinado, son atacados mas severamente
por mancha angular de la hoja. Ocasionalmente en infecciones severas, los apices de las
guias, son invadidos sistemtémicamente, apareciendo humedad y clorosis seguida por una
detencion en el crecimiento de la planta amarillamiento y dejan de crecer (Zitter et al.,
1996).

Figura 2. Manchas angulares tipicas en el haz de la hoja del melén.

Fuente: Elaboracion propia

Figura 3. Exudado acuoso caracteristico de la mancha angular en el envés de la hoja de melon

Fuente: Elaboracion propia
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b) Organismo causal.

La bacteria que produce esta enfermedad, Pseudomonas syringae pv. lachrymans es
un organismo gram-negativo, de tipo bacilo que no forma esporas, mide 0.8 x 1-2 um, y
posee de uno a cinco flagelos polares para su motilidad. Como otros patovares de P.
syringae, PSL produce un pigmento verde fluorescente difusible en medio sensible y tiene
varias caracteristicas distintivas del grupo P. syringae. Esta se distingue de otros patovares
principalmente por su rango de hospederos en cucurbitdceas (Zitter ef al., 1996).

c) Ciclo de la enfermedad y epidemiologia.

P. syringae pv. lachrymans es estable en la semilla y la contaminacion puede
permanecer en esta hasta la germinacion, etapa en la cual los cotiledones se ven infectados.
La bacteria coloniza la superficie de las hojas y al alcanzar poblaciones altas penetra por
las estomas o heridas resultado de abrasiones, multiplicandose en los espacios
intracelulares de las hojas. Es llevada de una hoja a otra y de una planta a otra por lluvia,
insectos, trabajadores y maquinaria. La dispersion aumenta cuando el follaje esta himedo
debido a lluvia o rocio. Los vientos en los suelos arenosos, que pueden llevar particulas
de infeccion, son particularmente efectivos en la dispersion de la enfermedad, asi como la
irrigacion con agua contaminada con la bacteria. Sobre la planta la bacteria es lavada desde
las hojas a las flores y frutas jovenes. La bacteria que alcanza los tejidos placentales se
depositara en la semilla en desarrollo, donde infestara la cubierta de la semilla. P. syringae
pv. lachrymans sobrevive en residuos de cultivos infectados y puede persistir alrededor de
2.5 afios en hojas secas (Zitter et al., 1996).

2) Pudricion bacteriana del fruto o mancha acuosa bacterial del fruto.

Enfermedad bacteriana causada por Pseudomonas pseudoalcaligenes subsp. citrulli
(Schaad et al., 1978), Hu et al., 1991. Fué renombrada y ahora se le conoce como
Acidovorax avenae subsp. citrulli (Schaad et al., 1978; Willems et al., 1992). El sintoma
caracteristico de la mancha acuosa bacterial en la sandia es un color verde olivo oscuro en
la superficie de los frutos. La lesion aparece como un area himeda pequefia pero luego se
expande rapidamente a toda la superficie del fruto. También puede causar pudricion de las
plantulas recién germinadas.

a) Sintomas.

La mancha bacterial del fruto en meldn y sandia ocurre en plantulas de curcurbitéceas,
en el tejido mas suculento debajo de los cotiledones y las hojas. (Webb y Goth, 1965). Las
lesiones en el hypocolito pueden resultar en dafios y muerte prematura de las plantulas.
Ambas lesiones son de apariencia acuosa, luego toman coloraciéon café oscura y se
extienden a lo largo de la vena principal. En las hojas verdaderas se observan manchas
pequenias oscuras y rodeadas por un halo clorético muy pronunciado. En algunas especies
se presentan lesiones en forma de V, desde el margen de la hoja hasta la vena principal, las
cuales llegan a traslaparse constituyéndose en una importante fuente de inoculo. (Latin y
Hopkins, 1995).
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Los sintomas de plantulas y hojas en otras cucurbiticeas son similares a los de la
sandia. Los sintomas en la fruta de melon consisten en hoyos empapados de agua en la
superficie de la fruta, la sintomatologia se observa mucho después de haberse producido la
infeccion, se inicia con una pequena lesion de apariencia grasosa en las areas de mayor
suculencia, las cuales se agrandan rdpidamente y llegan a tomar una coloracion verde
oscura con margenes irregulares, en pocos dias pueden llegar a cubrir la totalidad de la
superficie del fruto. Con la edad el centro de la lesion se puede tornar café y romperse
(Latin y Hopkins, 1995).

Figura 4. Mancha bacteriana del fruto en melén, Pseudomonas pseudoalcaligenes subsp. citrulli

Fuente: Schaad et al., 1978

b) Ciclo de la enfermedad y epidemiologia.

La enfermedad puede ser introducida al campo por semilla infectada, plantulas
infectadas, melones y otras plantas pertenecientes a la familia de las curcubitdceas, otros
hospederos alternos.

Las plantulas enfermas que se llevan al campo comercial representan un alto potencial
de indculo, es la forma mas comun de dispersar la enfermedad, debido a las condiciones
de temperatura y humedad relativa que se presentan en los invernaderos son las 6ptimas
para el desarrollo y crecimiento de la bacteria (Latin y Hopkins, 1995).

3) Marchitamiento bacterial.

La marchitez bacteriana de las cucurbiticeas afecta a muchas especies de
cucurbitaceas. Los pepinos y los melones son més susceptibles a la enfermedad. Poco se
sabe sobre el agente causal Erwinia tracheiphila (Smith) Bergey, Harrison, Breed,
Hammer & Huntoon. Su distribucién es mayormente en Norte América, Asia, Africa y
Europa.
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a) Sintomas.

El sintoma mas temprano de la enfermedad es dejar caer una o mas hojas seguidas por
la caida y el marchitamiento de todas las hojas de la vid infectada. La marchitez progresa
a través de brotes laterales que involucran a toda la planta. Las hojas marchitas giran y se
secan y los tallos infectados se vuelven palidos y se vuelven suaves. Antes de marchitarse
y secarse, las hojas de meldn y pepino se vuelven de color verde opaco. Toda la planta se
marchita 2 semanas después de la infeccion. Maés tarde, las plantas marchitas se secan y
mueren.

Figura S. Planta de mel6n infectada con Erwinia tracheiphila, Marchitamiento Bacterial

©T.A. Zitter

Fuente: T.A. Zitter, Cornell University.

b) Ciclo de la enfermedad y epidemiologia.

La bacteria puede sobrevivir 1-2 meses después de que la planta muere. Su
supervivencia de la bacteria sobrevive el invierno en el tracto digestivo de los escarabajos
adultos En primavera, los escarabajos infectados se alimentan de hojas sanas propagando
de nuevo la enfermedad, depositando las bacterias en los vasos de xilema. Después de esto,
las bacterias se multiplican rapidamente produciendo polisacéridos, liga en abundancia y
la formacion de tilosa da como resultado el bloqueo del sistema vascular que dificulta el
flujo normal de agua y nutrientes. Los escarabajos prefieren plantas marchitas para
alimentarse, lo que resulta en un aumento en el nimero de escarabajos contaminados y
mayor propagacion de la marchitez bacteriana.

Es causado por Erwinia tracheiphila, causando sintomas variables en cada cultivo.
Dentro de los sintomas caracteristicos se incluye el marchitamiento de las guias del cultivo,
las cuales exhiben lesiones como manchas de color café y luego se convierten en
necroticas, proceso que es irreversible. Esta enfermedad puede aparecer en cualquier
estado de la planta pero es mas en plantas jovenes.

4) Necrosis de la cascara o corteza del fruto.

Es causada por Erwinia sp y Erwinia carnegiana (Standring, 1942), se nombré
también como Pectobacterium carnegiana (Standring, 1942). En la sandia los sintomas
causan una necrosis café y seca en el interior de una mancha anillada, aunque rara vez se
extiende hacia la carne del fruto. El area afectada puede variar desde una pequefia mancha
(2-3 mm diametro) hasta la superficie entera. En algunos casos la necrosis es sistémica.
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a) Sintomas.

El primer sintoma de la necrosis bacteriana de carnegia es una pequefia mancha
circular coloreada, generalmente con un margen empapado de agua, en la superficie del
tronco y las ramas. Debajo de la decoloracion de la superficie, los tejidos parenquimatosos
blandos se empapan de agua después de la invasion bacteriana y, posteriormente, de marron
a casi negro. A medida que la infeccion progresa, la mancha se agranda y adquiere un tono
violaceo. En los casos en que la infeccion avanza rapidamente, la parte central de la mancha
se rompe y exuda un liquido marrén. La rapida destruccion de los tejidos se acompania de
"sangrado", pero una descomposicion interna mas lenta puede preceder a la exudacion. Los
tejidos podridos se secan, se rompen en pedazos granulares a grumosos y caen al suelo,
dejando desnudos los hilos estelares lenosos (Lightle, et al., 1942).

5) Pudricion blanda bacteriana.

Enfermedad causada por Erwinia carotovora subsp. carotovora (Jones, 1901) Bergey
et al., 1923. Pectobacterium carotovorum subsp carotovorum (Jones, 1901) Bergey et al.,
1923. El sintoma caracteristico de esta enfermedad es la pudricién blanda del fruto,
frecuentemente maloliente.

a) Sintomas.

Los primeros sintomas de la enfermedad en las plantas son el crecimiento deficiente y
el amarillamiento de las hojas. Pequenas lesiones empapadas de agua aparecen en los
tubérculos y las bases del tallo. Si las condiciones favorecen el desarrollo de la enfermedad
(calida y hiimeda), la lesion se agranda rapidamente y produce un decaimiento blando. A
menudo comienza en el exterior de las bases de los peciolos de las hojas debajo de la linea
del suelo, y puede extenderse hacia adentro a cierta distancia a través de los tallos antes de
que las hojas comiencen a amarillear.

Las podredumbres pueden progresar hacia arriba de los tallos, entubar las hojas, y
también pueden progresar hacia los tubérculos. Las raices se vuelven infecciosas
transparentes y viscosas antes de descomponerse completamente.

La pudricion blanda se manifiesta como un area de la fruta empapada de agua,
desarrollandose muy rapidamente para completar el ablandamiento y el colapso de los
tejidos. Se ha informado de manchas marrones en los tipos de melon cantaloupe y
honeydew. Las lesiones son tipicamente lisas, firmes y de color amarillo-marrén. Las
lesiones pueden extenderse de uno a dos milimetros en la epidermis, a veces ingresando a
la cavidad de la fruta. Los sintomas son menos visibles en los melones de malla.
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Figura 6. Pudricion blanda bacteriana causada por Pectobacterium carotovorum subsp carotovorum en cutivo de
melon.

Fuente: Foto de Tom Isakeit, 1997

4. Unidn de bacterias a la superficie de las plantas.

La unidn de las bacterias a las superficies foliares y raices de las plantas puede ser una
colonizacion benéfica o causa de una enfermedad bacteriana. El proceso por el cual se lleva
a cabo una colonizacion benéfica es muy diferente al proceso de infectividad, sin embargo,
ambos casos dependen de la habilidad de producir polisacaridos (Rudolph et al., 1994;
Lindow, 1991) y de la movilidad, siendo estas caracteristicas muy importantes tanto en la
colonizacioén benéfica como para iniciar una infeccion (Vande Broek and Vanderleyde,
1995). Es muy importante entonces conocer estos pasos de union bacteria-superficie planta
para facilitar el desarrollo de agentes efectivos en el biocontrol. Para un biocontrol
eficiente, el agente de control debe competir por las mismas fuentes nutricionales en las
mismas localidades. Debe también ocupar el mismo nicho que el microorganismo que
controla, sin embargo, los micronichos de los distintos microorganismos son muy
especificos siendo entonces muy pocos organismos que pueden ser utilizados en el
biocontrol (Romantschuk, et al., 1997).

La union inicial de células bacterianas a la superficie de la hoja es frecuentemente
caracterizada por una fase generalmente inespecifica y reversible, seguida normalmente
por pasos irreversibles, que en ciertos casos es sumamente especifica para algunas
bacterias. Tanto la superficie de la planta como la superficie de la bacteria poseen cargas
superficiales netas negativas en un ambiente acuoso y las fuerzas electrostaticas tienden a
mantenerlas separadas. La célula bacteriana cargada negativamente se convierte en una
barrera de energia para la unidon con la superficie de la planta. Grupos positivos que se
encuentran presentes en cualquiera de las superficies pueden funcionar como puentes
16nicos de union, asi como cationes divalentes, o0 moléculas con las cuales se establezcan
puentes de hidrogeno o fuerzas de van de Walls (3-4 A). Adicionalmente substancias
hidrofobicas en la superficie de la planta y regiones hidrofébicas de las proteinas
superficiales de las bacterias favorecen un contacto mas cercano y llegan a facilitar las
interacciones subsecuentes (Romantschuk, 1992).

Luego de la union inicial “accidental” se llevan a cabo pasos de unién sumamente
especificos de los cuales se conocen los detalles moleculares de reconocimiento de
superficies de la planta hospedera de tan solo algunos sistemas. Varias estructuras
superficiales bacteriales y moléculas liberadas por las bacterias aparentan tener la funcién
de adhesinas. Estas estructuras incluyen: (a) proteinas, los filamentos y el pili (b)
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polisacaridos, tales como fibras de celulosa y (c) pequeias moléculas solubles tales como
B-1-2-glucano (Romantschuk, 1992). En Pseudomonas syringae se ha visto que el pili y la
habilidad de adherencia son un factor de virulencia directamente involucrado con la
habilidad de colonizacion de la bacteria (Romantschuk, 1992).

5. Control de enfermedades bacterianas.

Los factores abidticos inductores de enfermedades pueden ser de naturaleza fisica o
mecanica, siendo los mas importantes luz, temperatura, humedad, aire, pH y desbalances
nutricionales, entre otros (Agrios,1991). Distintos organismos patégenos como bacterias,
virus u hongos entre otros también son capaces de inducir diversas enfermedades en las
plantas.

Lo ideal es proteger las plantas antes de que enfermen y no tener que tratarlas una vez
que hayan sido infectadas. Sin embargo cuando ya se ha contraido la enfermedad es
necesario, de ser posible, erradicar al patégeno o por lo menos disminuir su severidad para
evitar pérdidas mayores en produccion.

El método de control més eficiente implica el uso de compuestos quimicos que son
toxicos a los patdégenos. Estos compuestos inhiben la germinacién, el desarrollo y la
reproduccion de los patégenos o bien son completamente letales a ellos. Dependiendo a
qué patogeno estén dirigidos los agentes quimicos o pesticidas se clasifican en: fungicidas
(hongos), bactericidas (bacterias), viricidas (virus), nematicidas (nematodos), herbicidas
(plantas parasitas superiores) (Agrios, 1991).

Existen compuestos quimicos que controlan las enfermedades del follaje y los demas
organos de la planta que se encuentran por arriba del nivel del suelo, mientras que otros
protegen las semillas, tubérculos y bulbos de las infecciones a los frutos. Aunque la gran
mayoria de pesticidas son de accion local, también existen productos sistémicos que son
absorbidos y translocados en el interior de las plantas (Agrios, 1991).

La mayoria de bactericidas tienen un efecto protector por lo que deben aplicarse sobre
la superficie de las plantas que presentan los sintomas caracteristicos del patégeno, para
prevenir de esta forma la infeccion que este pudiera ocasionar. El contacto de bactericidas
con las bacterias puede inhibir su propagacion o bien ocasionar su muerte (Agrios, 1991).

Cuando el suelo esta infestado de bacterias fitopatogenas, se puede esterilizar con
vapor, calor o productos quimicos tales como formaldehido y cloropicrina. Este tratamiento
solo es practico y econdmico en invernaderos o areas pequefias de propagacion (Agrios,
1991).

Las semillas contaminadas superficialmente pueden desinfectarse con hipoclorito de
sodio, soluciones de HCI o sumergiéndolas durante varios dias en una solucién débil de
acido acético. Estos tratamientos son inefectivos cuando el patdgeno se encuentra dentro
de la cubierta de la semilla y en el estado embrionario. Es comun que el tratamiento de las
semillas con agua caliente no controle a las enfermedades bacterianas debido al punto
térmico de muerte relativamente alto de las bacterias (Agrios, 1991).
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Entre los productos quimicos usados en aspersiones foliares los compuestos de cobre
son los que han dado mejores resultados. Sin embargo aun estos productos no controlan
bien a las enfermedades bacteriales si las condiciones ambientales favorecen el desarrollo
y diseminacion de la bacteria. Los productos frecuentemente empleados para el control de
muchas manchas foliares y lesiones causadas por bacterias son productos a base de cobre
y antibioticos, algunos de los cuales son absorbidos por la planta y se distribuyen
sistémicamente. Estos productos se pueden aplicar como aspersiones o en inmersiones para
transplante. Los antibidticos utilizados en agricultura son formulaciones de estreptomicina
y oxitetraciclina (Castafio, 1994).

En Guatemala existen relativamente pocos productos quimicos efectivos contra
bacterias que se utilizan en el cultivo del melén, limitindose mayormente a productos
cupricos y antibidticos. El control de bacterias en melon se lleva a cabo principalmente a
base de antibidticos como el Agrimicin 100 y compuestos cupricos a base de sulfato e
hidroxido de cobre. Recientemente se han promocionado otros antibidticos como Bacter-
Stop y Farmacina, aunque también han surgido compuestos de cobre como Phyton,
compuestos a base de amonio cuaternario como Timsen, compuestos a base de extracto de
citricos como Kilol. Todos estos se denominan bactericidas, sin embargo su efectividad no
ha sido evaluada. Casas distribuidoras de agroquimicos estan promocionando para su
aplicacion en la agricultura compuestos utilizados cominmente como desinfectantes en
crianzas de animales, como es el caso del Vanodine, a base de yodo. Todos estos
productos, si bien no han sido evaluados en melon para el control de bacterias, son
conocidos agentes bacteriostaticos.

Es necesario e importante tener cuidado con la dosificacion y mezcla de bactericidas
y fungicidas, ya que la hoja de la planta de melén es muy sensible a la fitotoxicidad
(Montes, 1991).

Laresistencia de Pseudomonas syringae pv. tomato a cobres y a estreptomicina ha sido
reportada en la literatura (Cooksey, 1990). Por esta razon hay que aplicar los productos que
contienen estos quimicos con consideracion pues su uso indebido e indiscriminado provoca
induccidon de mecanismos de resistencia en las bacterias.

a. Agentes de control bacteriano.

El control quimico de bacterias se lleva a cabo por dos agentes de control que son: (1)
bactericidas, los cuales pueden ser compuestos orgénicos e inorganicos; (2) antibioticos,
que son compuestos antibacteriales producto de accion microbial. El uso de estos dos tipos
de agentes de control se amplia a continuacion.

La inhibicidn “in vitro” es muy distinta de la inhibicion “in vivo”, asi los bactericidas
deben su efecto bactericida a varios factores. En el caso de bactericidas inorgénicos donde
el Cu™ es el agente toxico, existe una inhibicién directa del crecimiento bacteriano por
muerte celular, siendo el cobre toxico al incorporarse a la membrana celular. El cobre
provoca la salida masiva de iones de potasio (K") y la entrada de Ca™ y Cu™ (Sigee, 1991).
En otros casos el bactericida no actiia directamente sobre la bacteria de manera que no
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presenta inhibicidn “in vitro”, pero parece que de manera indirecta inhiben el desarrollo de
la enfermedad, mediada a través del metabolismo de la planta. Un ejemplo de esto es el
Probenazole, el cual actia a través del proceso de reconocimiento planta-patogeno
volviendo la interaccion incompatible en Pseudomonas syringae (Sekizawa &
Wakabayashi, 1990).

En la mayoria de los casos los agentes de control quimico actian a nivel de la
superficie de la planta, mas que de manera sistémica y controlan las enfermedades
previniendo la colonizacion epifitica y la propagacion de la bacteria. Los agentes
antibacteriales quimicos pueden controlar enfermedades causadas por bacterias
fitopatdgenas por accion bacteriostatica o bactericida.

Bacteriostasis o efecto bacteriostatico: es el término utilizado para describir la
inhibicion de crecimiento por un agente cuando esta es medida bajo condiciones donde el
crecimiento ocurriria normalmente. Este efecto es reversible cuando se remueve o
neutraliza el agente ya que las células comienzan su crecimiento y reproduccion
(Bloomfiel, 1991, ed. Denyer & Hugo, 1991).

Efecto bactericida: ocurre cuando las células bacteriales que son expuestas a un agente
no se pueden recuperar después de remover o neutralizar el agente. Esto es debido al

proceso letal e irreversible que se lleva a cabo en la célula (Bloomfiel, 1991, ed. Denyer &
Hugo, 1991).

Algunos agentes de control microbial poseen principalmente mecanismos de accion
bactericida como el yodo y cloro, mientras que otros poseen efecto bacteriostatico o efecto
bactericida dependiendo de su concentracion. Para evaluar los mecanismos de accion de
estos agentes es importante considerar que un dafio celular puede resultar en bacteriostasis,
dependiendo de la habilidad de las células a recuperarse del dafio producido (Bloomfiel,
1991, ed. Denyer & Hugo, 1991).

1) Factores que afectan la actividad bacteriana.

Una interpretacion precisa de los resultados de inhibicion bacterial dependen del
entendimiento claro de los factores que afectan a la actividad antibacterial de los distintos
agentes bactericidas en relacion con los efectos bioquimicos. En muchos casos estos
factores se investigan a fondo al tratar de elucidar los mecanismos de accion. Los factores
que afectan la actividad antibacterial son:

a) Concentracion de agentes antibacterianos.

La actividad de los agentes antibacterianos puede ser afectada profundamente por
cambios relativamente pequefios en la concentracion. El exponente de concentracion (1)
usado para andlisis cuantitativos da una relacion entre la actividad y concentracion. El
exponente de concentracion para bactericidas como amonio cuaternario es de 1; para
fenoles es de 6 y para alcoholes de 10, lo que indica que tiene mayor actividad
antibacteriana (Denyer & Hugo, 1991).
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b) Temperatura.

La actividad de los agentes antibacteriales usualmente aumenta geométricamente con
el incremento de temperatura, sin embargo, también aumenta la reproduccion bacterial con
el aumento de esta.

c) Numero de organismos (concentracion de bacteria).

En general la actividad del agente antibacterial disminuye al aumentar la cantidad del
inoculo. El efecto de este factor varia dependiendo de los diferentes agentes antibacteriales,
pero es importante que los estudios de actividad antibacterial se lleven a cabo con la misma
concentracion de bacteria (Bloomfiel, 1991, ed. Denyer & Hugo, 1991).

d) pH del medio.

El pH del medio puede afectar la actividad antimicrobiana de varias maneras: ( 1)
Afectando la actividad del agente antimicrobiano, algunos agentes son acidos débiles o
bases débiles y se ha observado que la mayoria de los agentes son mds activos en su forma
no idnica, dependiendo la actividad de éstos en el pKa, en relacion con el pH del medio
en suspension; ( 2 ) Produciendo cambios en la distribucion de cargas en la superficie de
la membrana de la célula bacteriana y afectar asi el ingreso de agentes antibacterianos que
posean algun tipo de carga (Bloomfiel, 1991, ed. Denyer & Hugo, 1991).

e) Constituyentes del medio en suspension.

Todos los constituyentes del medio en suspension deben ser considerados factores que
intervienen en la actividad antibacteriana. Por ejemplo, la materia organica tiene un efecto
neutralizante sobre formulaciones desinfectantes. En general los agentes que poseen una
tension superficial por debajo de la concentracion critica de la micela (CMC) tienen un
efecto surfactante en la superficie de la célula y aumentan la permeabilidad. Agentes que
provoquen concentraciones mayores que el CMC producen una reduccion de la
concentracion del agente antibacteriano en la fase acuosa dando como resultado una
disminucién en la actividad antibacteriana. Los cationes metalicos y agentes quelantes
como EDTA pueden tener un efecto marcado en la actividad (Bloomfiel, 1991, ed. Denyer
& Hugo, 1991).

f) Otros factores.

Mas que todo en los estudios “in vitro” deben de considerarse muchos otros factores
que dependen de cada analisis en particular. Investigaciones de laboratorio sugieren que
se pierde la actividad de los agentes como un resultado de la adsorcion de éstos en las
superficies de los recipientes. También se debe considerar como reductores de la
sensibilidad frente a bactericidas, al crecimiento de organismos como biofilms en las
superficies del vidrio (Denyer & Hugo, 1991).

2) Factores que afectan la actividad bacteriana frente a bactericidas.

La susceptibilidad de las bacterias frente a distintos agentes bactericidas, la cual se
representara en los resultados como area de inhibicion “in vitro”, depende de varios que
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deben ser considerados cuando se desea hacer una comparacion de control bacteriano entre
los agentes antibacteriales. Dentro de estos factores estan:

- Especie del microorganismo.

- Composicion quimica del microorganismo.

- Fase de crecimiento, especialmente en lo que concierne a la variacion en
susceptibilidad de las células jovenes comparada con la de células viejas,
o diferencias entre células de la misma edad. Las bacterias jovenes, por lo
general son mas susceptibles que las viejas.

- Estructuras especiales: Esporas, capsulas, pilis.

- Antecedentes del cultivo: pueden seleccionarse las formas resistentes u
originarse por la exposicion gradual a los agentes topicos.

- Variacion bacteriana por diferencias en susceptibilidad.

- Numero de bacterias en la muestra de prueba (concentracion bacteriana).

- Temperatura ambiental.

- Concentracion del agente bacteriostatico.

- Composicion quimica del agente bacteriostatico, propiedades fisicas y
modo de accion.

Es obvio que, si tantos factores influyen en la susceptibilidad frente a los agentes
bactericidas, es muy dificil escoger el mejor método o conseguir las condiciones Optimas
para evaluar el efecto bacteriostatico. Debe recordarse también que estos factores se
refieren al uso de los agentes quimicos y bacterias en un ambiente “in vitro” y que cuando
se prueban éstos “in vivo”, existen otros muchos factores que deben considerarse y que
afectan en la respuesta frente a los agentes bactericidas.

3) Desventajas del uso de agentes quimicos de control.

El uso de agentes quimicos de control tiene varias desventajas, que son: costo y
efectividad, efectos ambientales, fitotoxicidad, desarrollo de resistencia e inaccesibilidad
al patdgeno; a continuacion, se amplia cada uno de ellos.

a) Costo y efectividad.

Especialmente cuando se aplican antibioticos, estos deben ser previamente evaluados
contra la bacteria a tratar, para asegurar su control efectivo ya que son efectivos inicamente
sobre un grupo reducido de bacterias. Se requiere de un plan de aplicacion controlado y
bien establecido, previo al tratamiento, y ain mas debe considerarse el costo de los
antibidticos pues estd muy por encima de los demas compuestos bactericidas. El uso de
compuestos de cobre debe seguir un plan de aplicacion bien controlado también ya que la
inefectividad del tratamiento se debe en su mayoria de veces por aplicaciones fuera de
tiempo (Legard & Schwartz, 1987). Més aun en la época de invierno, la accion de los
bactericidas se ve disminuida debido a que las aplicaciones se diluyen con las lluvias.
Todos estos factores aumentan los costos y disminuyen la efectividad antibacterial (Siegee,
1990).
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b) Efectos ambientales.

El tratamiento con agentes quimicos de control es mayormente no selectivo, causando
una erradicacion general que incluye organismos patogénos como no patégenos. Los no
patdgenos pueden ser organismos benéficos de actividad antagdnica, componentes del
control natural de los microorganismos patogenos (Siegee, 1990).

c) Fitotoxicidad y peligros al consumidor.

El uso de tratamientos inorganicos como compuestos que contienen cobre y
antibidticos puede causar dafio a la planta de cultivo y puede contaminar la superficie o el
interior de esta, provocando que este producto no pueda ser consumido por hombres o
animales. Es por esta razon que productos diversos como el mercurio y DDT han sido
prohibidos en el pasado (Siegee, 1990).

d) Desarrollo de resistencia.

Una de las mayores limitaciones en el uso de antibidticos o compuestos inorgéanicos
es el comprobado desarrollo de resistencia bacterial. Casos especificos de resistencia en el
grupo de Pseudomonas syringae puede encontrarse en el patovar tomato resistentes a
compuestos de cobre (Bender & Cooksey, 1986) y cepas de patovar papulans resistentes
a estreptomicina (Burr, et. al 1988). La resistencia a antibioticos adquirida por bacterias
(fitopatdgenas y no patdgenas) debido al uso frecuente de antibidticos en forma de spray
representa también un riesgo potencial ya que es posible la transferencia de resistencia
hacia bacterias patdgenas de animales y humanos (Siegee, 1990).

e) Inaccesibilidad al patogeno.

Con algunos agentes de control, las aplicaciones a través de aspersiones son efectivas
unicamente si la bacteria a la cual debe controlar infecta en la superficie de la planta ya que
de otra manera el producto no entra en contacto con el organismo a controlar. Si el
fitopatogeno es inaccesible al contacto directo con el bactericida es necesario utilizar otros
métodos de control (Siegee, 1990). Este caso es representativo de pudriciones bacteriales
que ocurren en las partes subterrdneas de muchos cultivos, tales como pudriciones por
Erwinia y rofas por Streptomyces.

4) Compuestos neutralizantes de agentes bactericidas.

Existen algunos compuestos que, al encontrarse en solucion durante la evaluacion del
efecto de los distintos bactericidas, pueden llegar a inactivarlos y favorecer la recuperacion
de las bacterias. En el Cuadro 5. se muestra una lista de agentes inactivantes para los
agentes bactericidas.
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Cuadro 5. Agentes inactivantes para algunos agentes bactericidas

Agente antimicrobial Agente inactivante o neutralizante
Fenoles o cresoles Diluciones, Tween 80
p-hidroxibenzoatos Diluciones, Tween 80
Cloruros e Ioduros Tiosulfato de sodio, sulfato de sodio,

caldo nutritivo
Glutardehido, Formaldehido Glicina, Dimedona y morfolina
Compuestos amonio cuaternario Lubrol y lecitina,
Clorohexanos Tween 80 y lecitina
Compuestos de mercurio Acido triglicolico
Bronpol Cisteina

(Denyer & Hugo, 1991)

6. Mecanismos de accion de compuestos quimicos en el control de bacterias.

Existen diversos mecanismos por los cuales los agentes quimicos lesionan las células
bacterianas “in vitro”. Entre estos mecanismos se incluyen: ( 1 ) destruccidon o
desintegracion de su organizacion, ( 2 ) interferencia en la sintesis de proteinas y el
crecimiento y ( 3 ) interferencia sobre el uso de energia (Cooksey, 1990). Existe un gran
numero de productos quimicos que coagulan las proteinas, como por ejemplo, las
existentes en el protoplasma celular. La accion de los metales pesados parece actuar sobre
la actividad enzimatica (Pfizer, 1992). Sin embargo se desconocen los mecanismos
detallados mediante los cuales actian la mayoria de los compuestos quimicos sobre el
control de las enfermedades bacteriales en las plantas. Es probable que algunos de estos
compuestos disminuyan el grado de las infecciones al incrementar la resistencia del
hospedero ante el patogeno (alterando la constitucion de la pared celular del hospedero,
limitando la disponibilidad de coenzimas esenciales o alterando la velocidad de direccion
de su metabolismo) (Cooksey, 1990).

La mayoria de los compuestos quimicos se aplican debido a su toxicidad directamente
sobre los patdgenos y son efectivos s6lo como sustancias protectoras a nivel de los puntos
de entrada a la planta de estos Ultimos. Dichos compuestos inhiben la sintesis de algunas
sustancias de la pared celular del patégeno o bien actian como disolventes de sus
membranas celulares. Pueden también formar complejos quimicos con algunas de sus
coenzimas esenciales, inactivandolas de esta manera o bien inactivan las enzimas,
produciendo asi la precipitacion general de sus proteinas. Es importante conocer el modo
de accion del agente bactericida con el que se trabaje para que tanto su aplicacion como
efecto sobre la bacteria sean conocidos y se pueda optimizar el control bacteriano.

a. Antibioticos.

Son generalmente considerados como compuestos organicos de bajo peso molecular
producidos por unos microorganismos y son toxicos a otros grupos de ellos; a bajas
concentraciones pueden inhibir actividades metabdlicas de los mismos (Fravel, 1988). La
mayoria de los antibidticos que se conocen en la actualidad son sustancias producidas por
actinomicetos y algunos hongos como el Penicillium. Estos compuestos son bastante
toxicos a las bacterias, incluso a los espiroplasmas, fitoplasmas y algunos hongos. Las
formulas quimicas de los antibioticos son complejas y casi siempre sin relacion entre ellas.
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Los antibioticos son absorbidos y translocados sistémicamente por las plantas actuando
sobre el patogeno o directamente sobre el hospedero (Todar, 1996).

La mayoria de microorganismos que producen antibidticos son resistentes a la accion
de sus propios compuestos, aunque éste si puede actuar contra lineas bacterianas cercanas,
sin embargo, pueden ser afectados por otro tipo de antibidtico. El mecanismo por el cual
una bacteria es resistente al antibidtico producido por ella no es conocido (Todar, 1996).

1) Modo de accion.

En general los antibidticos combaten a la bacteria inhibiendo su reproduccion. Su
accion bactericida es muy efectiva, sin embargo, se ha demostrado que las bacterias logran
adquirir resistencia a éstos y en estos casos la dosis minima efectiva tiene que ser mayor
cada vez. Las colonias de bacterias resistentes a antibidticos no evolucionan
independientemente, pero se ha descubierto que son capaces de transmitir informacion de
generacion en generacion (Cooksey, 1990).

En los organismos gram-positivos la pared celular estd compuesta en un alto
porcentaje por polimeros mucopéptidos con azlicares aminados unidos a polipéptidos.
Estos mucopéptidos contienen 4cido N-acetil murdmico el cual estd unido a un difosfato,
normalmente uridina. La mayoria de antibioticos que, como la penicilina, son producidos
por fermentacion o semisintesis, parecen actuar de manera similar. Los antibioticos son
absorbidos por la pared celular e inhiben las enzimas necesarias para la sintesis de la pared
celular. Existe una coleccion de precursores de la pared celular como nucledtidos de
cistidina y uridina, resultando en una inhibicién de la sintesis de acido murdmico. Todo
esto da como resultado una bacteria desnuda, carente de pared celular y poseedora
solamente membrana celular, llamada protoplasto. El protoplasto vive y posee

metabolismo, pero no es capaz de multiplicarse y reproducirse (Geebhardt & Anderson,
1965).

a) Estreptomicina.

La estreptomicina, descubierta en 1943 por Albert Schatz, es producida por el
actinomiceto Streptomyces griseus. (Schatz, et al., 1944). La estreptomicina para usos
agricolas o el sulfato de este antibidtico se vende bajo el nombre de Agrimicina,
Fitomicina, Orto-estreptomicina y Agri-step; teniendo todos estos productos una gran
actividad sobre una amplia variedad de bacterias fitopatdgenas. La estreptomicina se

encuentra clasificada dentro de los amiloglicosidos, cuya estructura se muestra en la Figura
7.

La estreptomicina elimina a dos tipos importantes de bacterias como lo son
Mycobacterium tuberculosis y Haemophilus influenzae, ninguna de las cuales es afectada
por la penicilina. Este antibiodtico tiende a inducir cepas estreptomicina-resistentes. El uso
de este antibidtico como tratamiento para una enfermedad especifica es impredecible. La
estreptomicina es frecuentemente utilizada junto con las sulfonamidas y también como una
ayuda en terapias de penicilina en ciertas enfermedades (Gebhardt & Anderson, 1965).
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Figura 7.Estructura de la Estreptomicina.
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La estreptomicina probablemente tiene dos 0 mas mecanismos de accion para eliminar
microorganismos. Este antibidtico dafia la membrana celular y también interfiere en la
sintesis proteica. El dafio a la membrana celular permite la pérdida de potasio, aminoacidos
y de 5’-ribonucleodtidos. Indudablemente la estreptomicina debe también alterar o destruir
el sistema enzimatico de la sintesis de proteinas o actuar directamente sobre los ribosomas
(Gebhardt & Anderson, 1965).

El mecanismo por el cual la estreptomicina y otros amiloglicosidos causan la muerte
bacterial fue examinado por Davis en 1987, donde ¢él propone que: 1. Una pequefia
cantidad de antibidtico ingresa a la célula por un mecanismo desconocido y causa una
lectura errénea en los ribosomas; 2. La proteina originada de esta mala lectura es
incorporada dentro de la membrana citoplasmatica creando canales que permiten que mas
moléculas de antibidticos ingresen a la célula y aumenten el efecto; 3. La concentracion de
antibidtico alcanza niveles que llegan a bloquear la sintesis futura de mas proteinas; 4. El
bloqueo irreversible del ribosoma resulta en la muerte de la célula, aunque este modo de
accion es solo una teoria propuesta (Franklin & Snow, 1989).

b) Eritromicina.

Es un antibidtico producto metabolico de Streptomyces erythraeus, descubierto en
1952 por Mc Guire ef al., Es extremadamente activo contra las bacterias tipo cocos gram
positivos e inhibe también algunos bastones gram-negativos. Es moderadamente activo a
ciertas cepas de microorganismos los cuales se han vuelto resistentes a la penicilina y
estreptomicina. La actividad antibidtica se pierde a pH 6 o menores y por encima de pH
8.0 (Gebhardt & Anderson,1965).
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Figura 8. Estructura de la Eritromicina.
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¢) Oxitetraciclina.

Producto del metabolismo de Steptomyces rimosus, un antibiotico de la familia de las
tetraciclinas, se da a conocer en 1950 por Finlay ef al. La nomenclatura genérica de estos
compuestos se deriva de las sustituciones de 4 anillos en el ntcleo hidronaftaceno. La
oxitetraciclina tiene el grupo oxidrilo en la posicion 5. Robert B Woodward, trabajo en su
estructura quimica.

La oxitetraciclina es fundamentalmente un bacteriostatico y se cree ejerce su efecto
antimicrobiano debido a que inhibe la sintesis de proteinas; sin embargo a altas
concentraciones se observa un efecto bactericida. Es un antibidtico bacteriostatico de
amplio espectro que ejerce su accion por inhibicion de la sintesis proteica impidiendo la
relacion codon-anticoddn bajo la direccion del acido ribonucléico mensajero. El antibidtico
penetra en el interior de la planta a través de los estomas de las hojas traslocandose
rapidamente al resto de los tejidos; a la célula bacteriana accede por difusion pasiva y
transporte activo. Una vez en el interior de la célula se une a la subunidad 30S del ribosoma
bacteriano bloqueando la fijacién del aminoacil-tRNA al sitio aceptor (A) del complejo
formado por el mRNA vy la subunidad 50S del ribosama. Su actividad bacteriostatica se
basa en que impide la adicion de aminoacidos a la cadena peptidica en crecimiento.

La oxitetraciclina es activa contra una variedad de organismos Gram-positivos y
gramnegativos. Los medicamentos del grupo de las tetraciclinas tienen espectro
antimicrobiano similar, siendo comunes las resistencias cruzadas entre ellas (Rodriguez, et

al. 1998).

Figura 9.Estructura de la Oxitetraciclina.
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2) Resistencia bacterial.

Existen dos categorias de resistencia: intrinseca (insusceptibilidad intrinseca) y
adquirida. El término de resistencia intrinseca es utilizado para aquellos casos en los cuales
son partes inherentes de las células las responsables de prevenir la accion antimicrobial.
La resistencia adquirida, en contraste, es aquella en la que células originalmente
susceptibles originan cepas resistentes. Esta resistencia se puede deber a la incorporacion
de plasmidos y transposones o por mutaciones cromosomales (Chopra, 1991).

La resistencia adquirida por bacterias a antibidticos ha sido demostrada plenamente
(Kagiwata, 1991). Organismos que antes eran sensibles a cierto antibiotico, llegan a
tornarse resistentes al compuesto quimico con la exposicion repetida al mismo. En la
resistencia adquirida se dan cambios en el genoma bacterial, llevandose a cabo por dos
procesos dentro de la bacteria: (1) mutacion y seleccion, normalmente referida como una
evolucion vertical y, (2) intercambio de genes entre especies, normalmente llamada
evolucion horizontal (Todar, 1996).

Una de las formas méas comunes como una bacteria puede volverse resistente a
determinado antibiodtico es inactivando al bactericida o impidiendo el ingreso de éste a la
célula (Cooksey,1990). En Pseudomonas syringae pv. papulans se reportd resistencia a
estreptomicina a finales de los ochenta (Burr, et al. 1988).

Antibioticos y quimicos utilizados en dosis subletales para el crecimiento bacterial
provocan la seleccion de cepas de microorganismos resistentes, siendo necesarias dosis
mayores de antibidticos o quimicos para inhibir su crecimiento. Algunas veces esta
resistencia a las drogas se incrementa hasta 10 o 20 veces mas que la dosis inicial. Asi,
cuando un organismo inicialmente susceptible a dos microgramos de estreptomicina es
expuesto continuamente a dosis de uno y medio microgramos, las colonias sobrevivientes
logran adquirir resistencia hasta 10 y 20 microgramos de estreptomicina. Algunas cepas
resistentes pierden caracteristicas normales como la produccion de pigmento, actividad
enzimatica, aunque sigan siendo patogénicas (Geebhardt & Anderson, 1965).

b. Compuestos de cobre y metales.

Roberto Koch observo la accion nociva de algunos metales cuando se encuentran en
solucién acuosa que penetran la membrana microbiana por el fendémeno de dsmosis y
modifican el protoplasma. En ciertos casos esta accion se ejerce ain en proporciones
infinitesimales, como lo demostrd Naegeli al estudiar las propiedades nocivas del agua
destilada que contiene aun trozos de diversos metales (plata, cobre, etc.). A este fendémeno
se denomino fuerza oligo-dinamica. Estudios recientes han permitido establecer que en el
agua se encuentran ademas de cobre, otros metales en cantidades de 0.00005 mg de metal
por ml (Pfizer, 1992).

La pasta bordelesa conocida como caldo bordelés, es el producto de reaccion entre el
sulfato de cobre y el hidroxido de calcio, controlando la mayoria de manchas foliares
bacterianas, aunque puede ocasionar quemaduras en las hojas y frutos. La fitotoxicidad de
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la pasta bordelesa disminuye al incrementar la proporcion de cal con respecto al sulfato de
cobre. Para controlar enfermedades bacterianas también se pueden utilizar compuestos que
contengan el cobre fijado, como oxicloruro de cobre, hidroxido de cobre y sulfato basico
de cobre. Bactericidas que contienen hidréxido ctprico tienen la ventaja de ser solubles
en agua.

Dentro de las marcas comerciales de bactericidas para meléon que contienen cobre
estan: Phyton 27 (sulfato de cobre pentahidratado) Kocide (hidroxido de cobre) y
Agrimicin (sulfato de cobre tribasico + estreptomicina y oxitetraciclina).

1) Modo de accion.

En el caso de bactericidas inorganicos donde el Cu' es el agente toxico existe una
inhibicion directa del crecimiento bacteriano llevando consigo la muerte celular. El cobre
es toxico al incorporarse a la membrana celular, lo cual provoca la salida masiva de iones
de potasio K y la entrada de Ca™ y Cu™* (Sigee, 1991).

Segun algunos reportes recientes de la literatura, la inhibicion del crecimiento
bacteriano a través del método de difusion discal no ha tenido muy buenos resultados para
estudios con compuestos cupricos, sin embargo, esta es clara a través del método de
contacto (Kagiwata, 1992).

2) Resistencia bacterial.

Los bactericidas han sido utilizados para el control de enfermedades en plantas por
varias décadas, sin embargo la resistencia a bactericidas por parte de las bacterias
patogénicas no fue estudiada detenidamente sino hasta mediados de la década de los
ochenta, cuando fue detectada la resistencia al cobre en Pseudomonas syringae pv. tomato
(Bender & Cooksey, 1986).

Mientras que los mecanismos de resistencia a antibidticos han sido de cierta manera
comprensibles y objeto de estudio de muchos (Foster, 1983; Chopra, 1988), se sabe poco
acerca de las bases genéticas y bioquimicas de los mecanismos de resistencia para otros
agentes antibacteriales como lo son desinfectantes, antisépticos e iones metalicos. Sin
embargo en afos recientes ha aumentado el interés y conocimiento de estos procesos sobre
agentes no-antibidticos.

La resistencia a cobres determinada por el pldsmido pPT23 para Pseudomonas
syringae pv. tomato (Bender & Cooksey, 1986) sobre la cepa PT14 se evalud con el agente
bactericida Kocide 101, comprobando la resistencia adquirida de estas (Cooksey, 1990).

La forma como las células de Pseudomonas syringae pv. tomato se tornan resistentes
al cobre es a través de la acumulacion de este metal afuera de las células por medio de
proteinas periplasmicas ligadoras de cobre (Cooksey, 1991). La resistencia a cobre implica
una disminucién en la incorporacion de este metal al interior de la célula, ya sea por la
desensibilizacion de la membrana a este compuesto o por evacuacion del cobre a través de
proteinas reguladoras ligadoras de cobre. Esta incorporacion ha sido comparada contra
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una incorporacion normal en células susceptibles y se ha observado que estas ultimas
incorporan hasta tres veces mas este metal (Cervantes & Silver, 1996).

c. lodoforos.

Los iodoforos son aquellas sustancias que se producen cuando reacciona el yodo con
surfactantes etoxilatados, los cuales se establilizan por lo general con 4cidos o tampones
acidos. Son sustancias solubilizadoras del yodo que actiian como portadoras de la molécula
del yodo. Esta mezcla permite obtener un producto con todas las caracteristicas
microbicidas del yodo, pero suprimiendo sus efectos indeseables. La potencia microbicida
del yodo en un iodoforo depende de poder obtener un complejo adecuado del yodo con el
solubilizante y sobre todo preservar la estabilidad de la molécula para que el yodo pueda
actuar de manera libre (Pfizer, 1992).

Los ioddforos poseen un espectro de actividad muy amplio frente a bacterias, esporos,
microbacterias, hongos y virus, por lo que han sido ampliamente utilizados.

1) Modo de accion.

El yodo (I,) es uno de los germicidas mas potentes conocidos. Su accion es muy rapida,
pero en contacto con suero, sangre o tejidos precipita las proteinas y se transforma en
yoduro inactivo.

En el compuesto Vanodine, el yodo forma un complejo con el portador, llamado
nucleo, de tal forma que se liga al solubilizante en forma de agregados micelares, dentro
de los que el yodo queda atrapado cuando el complejo se pone en solucion. El yodo es
liberado lentamente hacia el exterior por dispersion micelial rompiéndose las ligaduras que
sostienen el yodo. El yodo pasa a la fase acuosa en forma molecular 12, su forma activa
microbicida. Esta fraccion liberada se denomina yodo libre y es aproximadamente el 80%
del yodo total contenido en el complejo. Por ser poco soluble en agua el yodo se prepara
en soluciones alcoholicas o en forma de derivados mas solubles.

Esta manera particular de retener el yodo dentro del complejo permite una menor
pérdida del yodo (expresada en una menor presion de vapor) reduccion del olor
caracteristico del yodo, disminucion de la reactividad con metales y de la capacidad de
coloracion. El tiempo de actividad aumenta y la solubilidad en agua es excelente (Pfizer,
1992).

El yodo actiia disminuyendo los requerimientos de oxigeno de los microorganismos
aerobios, interfiriendo a nivel de la cadena respiratoria por bloqueo del transporte de
electrones a través de reacciones electrofilicas con enzimas. También interactua
preferentemente con las proteinas de la membrana citoplasmatica de las bacterias,
precipitandolas (Rodriguez, 1998).

2) Resistencia bacterial.

No se ha determinado la resistencia a yodo para las bacterias del género Pseudomonas
(Rodriguez, 1998).
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d. Derivados del amonio cuaternario.

Son bactericidas de amplio espectro. Estas sustancias poseen como estructura basica
el propio amonio NHy en el que cada H es sustituido por cuatro radicales R;, R», R3 y Ra.
Fueron desarrollados desde 1935 (Rodriguez, 1998).

Este grupo de desinfectantes es muy conocido y muy utilizado, pertenece al tipo de
productos germicidas-detergentes por su actividad surfactante que permite una accion
emulsificante y humectante. Como es un desinfectante cationico, se disocia en solucion y
adquiere una electro-carga positiva, combinandose por este motivo con proteinas, grasas y
algunos fosfatos. Esta caracteristica lo hace menos efectivo en presencia de materia
organica y aguas duras. No debe entrar en contacto con jabones ya que éstos son
surfactantes anidnicos (electro-carga negativa) y se inactivan mutuamente. Son
bactericidas efectivos contra gram positivos y gram negativos, pero para estos ultimos se
requieren mayores concentraciones; no son fungicidas y los virus son resistentes (Pfizer,
1992).

1) Modo de accion.

El mecanismo de accidén consiste en producir cambios en la permeabilidad de la
membrana celular produciendo pérdida de los componentes esenciales y, por lo tanto la
muerte de las bacterias. En solucion esta molécula se disocia en dos particulas, el anion X
y el catién que involucra al N, en la parte catiénica existe una parte no polar, hidrofobica,
que son las cadenas carbonadas representadas por R, Ry, R3 y R4 y otra parte cargada
eléctricamente, hidrofilica, el N'. Para que la actividad antibacteriana sea notable debe
haber un correcto balance entre la porcion hidrofilica y la hidrofobica. Para esto, uno de
los grupos R debe tener un largo de cadena entre 8 a 18 4tomos de carbono (Rodriguez,
1998).

Cuando las bacterias son expuestas a agentes de este tipo, el grupo cargado
positivamente se asocia con los grupos fosfatos, cargados negativamente, de los
fosfolipidos de la membrana, mientras que la porcién no polar penetra hacia el interior
hidréfobo de la membrana. Esto provoca la desorganizacion de la membrana que altera su
caractristica de permeabilidad selectiva. Se pierde el contenido intracelular a la vez que
puede ingresar el amonio cuaternario y tiene entonces ademas accion sobre las proteinas
desnaturalizandolas.

La actividad de los compuestos de amonio cuaternario es mayor con un pH alcalino y
se reduce en presencia de materia organica por reaccidon quimica o por fenomeno de
adsorcion. Tienen el inconveniente de absorberse sobre sustancias como algodén, caucho
y materiales porosos (Pfizer, 1992).

2) Resistencia bacterial.

Varios compuestos activos derivados del amonio cuaternario poseen menos capacidad
inhibitoria sobre Pseudomonas spp. que sobre Bacillus spp., debido a la presencia de
lipoproteinas y lipopolisacaridos en la capa externa del peptidoglicano. En Pseudomonas
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spp., un contenido mas alto de fosfolipidos y lipidos neutros, incrementa la resistencia a
estos productos (Rodriguez, 1998).

Los compuestos del amonio cuaternario han sido bien documentados por su eficacia y
facilidad de uso. Generalmente no son caros y proporcionan buenos resultados en el medio
ambiente de la planta de incubacion. Estos no tienen efecto residual cuando son utilizados
en superficies dificiles. El mayor y Unico problema con su uso es que no muestran una
destruccion uniforme contra Aspergillus; también han tenido problema para el tratamiento
de E. coli y Pseudomonas, lo que generalmente lleva a aumentar las dosis de aplicacion,
no siendo esto la solucién adecuada (Spielholz, 1999).

Se sospecha que los compuestos de amonio cuaternario desarrollan microorganismos
resistentes a ellos después de largos periodos de uso. Esto es una situacion obvia cuando
los mismos microorganismos empiezan a reaparecer y se tornan cada vez mas dificiles de
eliminar. Habitualmente E.Coli, Pseudomonas y Aspergillus. Los fabricantes de estos
compuestos han tratado de eliminar este problema agregando cadenas cuaternarias
adicionales. Los fabricantes se refieren a estas mejoras en sus compuestos como
“segunda”, “tercera”, “cuarta” o “nueva generacion” de cuaternarios (Spielholz, 1999).

Ha sido reportada la resistencia bacterial determinada por pldsmido a varios cationes
organicos sobre Staphylococcus aureus (Lyon & Skurray 1987).

C. Bactericidas evaluados sobre Pseudomonas syringae pv. cucubrita en
melon

En Guatemala existen relativamente pocos productos quimicos efectivos contra
bacterias, que se utilizan en el cultivo del meldn, limitdndose mayormente a productos
cupricos y antibioticos. EI control de bacterias en melon se lleva a cabo principalmente
con bactericidas a base de antibidticos como estreptomicina y tetraciclina, asi como
bactericidas con compuestos de cobre a base de oxicloruro de cobre e hidréxido cuprico.
Ultimamente casas comerciales han promocionado bactericidas alternativos que puedan
ser utilizados junto con los anteriores o incluso substituir a stos. Dentro de los nuevos
bactericidas se encuentran productos que poseen exactos naturales de citricos como el
Kilol, bactericidas con base de amonio cuaternario como el Timsen y bactericidas con base
de yodo como el Vanodine. Estos ultimos son productos relativamente nuevos a los cuales
es necesario evaluar y comparar su efecto bactericida. A continuacion se describen los
principios activos de manera general y la composicion quimica de cada producto
bactericida.

También es de mucha importancia conocer el modo de accioén el agente bactericida
para conocer su relacion con el medio ambiente y los efectos secundarios que puede
ocasionar su uso irracional. En el Cuadro 6 se muestran los bactericidas incluidos en el
presente estudio y a los cuales se evaluara su efecto bactericida “in vitro” sobre
Pseudomonas syringae aisladas del melon. En ella se describe el porcentaje del principio
activo en cada formulacion y la dosis recomendada por la casa comercial distribuidora del
producto. A esta concentracion se trabajaran los analisis.
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Cuadro 6. Cuadro de composicion y dosis recomendada de los bactericidas a ser analizados en el estudio “in
vitro” de inhibicion de crecimiento bacterial.

Bactericida Compuesto activo % P/P Dosis recomendada

Agrimicin 100  Sulfato de estreptomicina 15.0 prevenir 200 ppm (120 g/100 1)
Oxitetraciclina 1.5

Bacter-Stop Sulfato de estreptomicina 12.6 1 kg/ 1000 litros
Ogxitetraciclina 6.7

Farmacina Clorhidrato de 6.03 200 g/100 litros
oxitetraciclina

Kocide Hidroéxido cuprico 77.0 1.75 a 2.5 kg/ha

Phyton 27 Sulfato de cobre . SH»0 24.0 1.5 cc/litro

Timsen n-alquil dimetil bencil 40.0 400 ppm (1g/litro de agua)
amonio

Vanodine Yodo 5.0 1 ml/750 ml

KilolLDF 11% Extracto de semilla de 11.0 2.5-5 ml/l de agua (1.5 a 3 I/Ht)
citricos

1. Antibioticos

a. Agrimicin 100

Es una formulacion basada en sulfato de estreptomicina y terramicina (oxitetraciclina)
no estériles, adecuadamente diluidos para controlar y prevenir las enfermedades de las
plantas producidas por bacterias y por algunos hongos. Actiia de forma sistémica con lo
cual se obtiene una proteccion interna y externa de la planta. La terramicina aumenta la
efectividad de la estreptomicina y ayuda a retardar el desarrollo de las bacterias resistentes.
La estreptomicina, ademas de ser bactericida, inhibe el desarrollo de muchos hongos
(Pfizer, 1992).

1) Composicion de formula

Estreptomicina (sulfato) 15.0 %
Terramicina (oxitetraciclina) 1.5 %
ingredientes inertes 83.5%
TOTAL 100 %

2) Dosis recomendada

Para prevenir 200 ppm 120 g en 100 1 de agua
Para combatir 400 ppm 240 gen 100 1 de agua
(Pfizer, 1992)

b. Farmacina 5%

Farmacina 5% es un bactericida agricola de amplio espectro, disefiado para ayudar a
prevenir las infecciones bacterianas, y en el caso de que estas ocurran, actuar como
bactericida para detener y eliminar las infecciones de este tipo de patogenos.
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Este bactericida contiene: antibidtico, nutrientes, salicilato de potasio, acidos fulvicos
los cuales actiian tanto a nivel del patdogeno como a nivel fisiologico de las plantas, las
induce a que se defiendan por si mismas, evitando o disminuyendo considerablemente las
lesiones que las bacterias fitopatdgenas le puedan causar; eso lo hacen a través de una gran
variedad de mecanismos, que incluyen el salicilato como parte del proceso de defensa
quimica de las plantas y como mensajero endogeno que activa la sintesis de sustancias que
dan resistencia a los tejidos contra el ataque de patogenos (Fagro, 1990).

La oxitetraciclina es un antibidtico de amplio espectro que elimina directamente las
bacterias fitopatdgenas al inhibir la sintesis de proteinas a nivel de ribosomas por accion
de la oxitetraciclina. Todos los demas componentes inducen los mecanismos naturales de
defensa bioquimica de las plantas por la accion del salicilato de potasio. Fortalece el vigor
de la planta aumentando el area foliar, la produccion de clorofila y favoreciendo la
fotosintesis (Nitrogeno y Magnesio) y la sintesis de proteinas (Azufre) en los tejidos
vegetales. Se logra una mejor penetracion y translocacion del antibidtico y los nutrientes
con la accion de los 4cidos fulvicos

1) Composicion de formula

Clorhidrato de Oxitetraciclina 6.03 %

2) Dosis recomendada

1 kg de Farmacina por 1000 I de agua

c. Bacter-Stop

Es un antibidtico de baja toxicidad elaborado con sulfato de estreptomicina y
clorhidrato no estéril, usado para controlar y prevenir enfermedades de plantas producidas
por bacterias. Contiene 4 nutrientes que dan fortaleza a los tejidos vegetales y que permiten
crear una barrera fisica contra la invasion del patdgeno (potasio, calcio, cobre y boro).

La estreptomicina como la oxitetraciclina inhiben la sintesis de proteinas en los
ribosomas de las bacterias.

Bacter-Stop es compatible con la mayoria de los agroquimicos que existen, excepto
con el caldo de bordeles y productos de reaccion alcalina (Fagro, 1990).

1) Composicion de formula

Sulfato de estreptomicina 12.6 %
Ocxitetraciclina 6.7 %

2) Dosis recomendada

200 g de Bacter-Stop en 100 I de agua.

2.  Compuestos de cobre

a. Python 27
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Es un polimero organico-metalico con accién preventiva y curativa de enfermedades
bacterianas y fungosas. Actia de modo sistémico a base de sulfato de cobre pentahidratado,
propuesto como una nueva alternativa en el manejo de plagas (Marketing Arm
International Inc, 1997).

El modo de accion bactericida es a través de la destruccion de la pared celular e
inhibicion del proceso reproductivo de hongos y bacterias (Marketing Arm International
Inc, 1997). Fue registrado en el EPA (Environmental Protection Agency) No. 49538-2.
Permite que las moléculas de cobre (normalmente no absorbibles por el follaje del cultivo)
puedan ser facilmente absorbidas a través de todos los tejidos de la planta y transportado
por la corriente de savia de tal manera que el ingrediente activo protege las plantas y no
sea lavado por las lluvias. El ingrediente activo del phyton 27 es sulfato de cobre
pentahidratado.

Aplicacion: Actua contra una amplia gama de enfermedades bacterianas y fungosas
en cultivos ornamentales, frutales, hortalizas y cultivos extensivos. Producto sistémico de

amplio espectro y no deja residuos peligrosos ni olores.

1) Composicion de formula

% P/V
Sulfato de cobre pentahidratado 24.0 %
Ingrediente inerte 76.0 %
TOTAL 100 %
Cobre metalico 55%

2) Dosis recomendada

1.0 cc/litro de agua (minima)
1.5 cc/litro de agua (media)
2.0 cc/litro de agua (maxima)

Recomendaciones: Usarlo inmediatamente después de su preparacion. El pH debe ser
de 4.5 - 5.5 (4.7 = pH 6ptimo).

a. Kocide 101

Fungicida agricola preventivo, compatible con la mayoria de los productos formulados
comercialmente como aceites, coadyuvantes, insecticidas comunes y otros fungicidas.
(Griffin,1980).

El modo de accién de Kocide se basa en el ion cobre (Cu™') es toxico para todas a

células, debido a que reacciona con los grupos sulthidrilo de ciertos aminoacidos y causa
la desnaturalizacion de las proteinas y enzimas de la célula (Agrios, 1991).
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Los cobres tienen un amplio espectro de accion, incluyendo accion bactericida y son
muy persistentes en el suelo ya que el ion Cu'" no se degrada como sucede con los
productos organicos (DUPONT, 1990).

1) Composicion de formula

Hidroxido cuprico 77 %
Ingrediente inerte 23 %
(agente mojable, dispersante)

TOTAL 100 %

2) Dosis recomendada

1.75 a 2.5 kg de kocide / hectarea sembrada

3. Bactericidas orgénicos

a. KilolL DF-10011% L.S.

Bactericida y fungicida sistémico de origen organico natural de amplio espectro
germicida. Con efectos de prevencion y curacidon. Su ingrediente activo lo constituye el
extracto de semilla de citricos (100% natural), constituido por acidos grasos, aminoacidos,
bioflavonoides (vitamina P), carbohidratos, grupo metil-hidroxi no identificado, proteina,
peptinas, vitamina C y vitamina E.

Segun informacioén en el boletin técnico del producto el mecanismo de accion del Kilol
frente a los microorganismos fitopatogenos es muy complejo ya que provoca una
inhibicion y cambios complejos en la permeabilidad de la membrana celular, de tal modo
que decodifica e interfiere en los mensajes quimicos de las enzimas y de las proteinas
desdobladoras de los nutrientes esenciales de los microorganismos fitopatogenos (Tectn,
1990).

De igual modo el Kilol L DF-100 11% trabaja sobre el diéxido de carbono de la célula
microbiana reduciendo y oxidando con altisima potencia y eficacia, dafiando el citoplasma
y la pared celular, impidiendo asi la multiplicacion y la aparicion de cepas resistentes
(Tecun, 1990). Para la preparacion de la mezcla se recomienda acidificar el agua con acido
citrico a pH 2.5-5.0 y su aplicacion répida después de preparada la mezcla. No causa
resistencia en microorganismos (Tecun, 1989).

1) Composicion de formula

El ingrediente activo es un extracto de semilla de citricos.

2) Dosis recomendada

2.5 a 5 ml/litro de agua potable 1.5 a 3 litros / hectarea
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4. Derivados del amonio cuaternario

a. Timsen

Fungicida y bactericida a base de amonio cuaternario de amplio espectro para el area
agricola. Controla las enfermedades en todos los estadios de desarrollo del cultivo. Eficaz
en la desinfeccion de suelos y esquejes. Si se aplica como tratamiento post cosecha aumenta
la duracién de la flor y previene el taponamiento de los tallos (United Promotions Inc,
1995). La solucion de Timsen entra en contacto con los microorganismos causando la
anulacion de las cargas negativas existentes a su alrededor y provocando la apertura
incontrolada de los poros citoplasmaticos; pérdida de elementos esenciales (nitrogeno y
fosforo) e ingreso de las cadenas de carbono del radical alquilo. Todos estos efectos causan
la destruccion de la membrana y del nucleo celular, asegurando la total eliminacion del
microorganismo sin la posibilidad de crear resistencia al producto (Superb, 1996).

Tiene una accion translaminar 100%, por lo que se recomienda una aspersion total del
follaje y asegurar que todas las partes de la planta estén en contacto con el producto. Posee
un efecto tensoactivo que facilita su penetracion. Trabaja en un pH de 3-11. Incompatible
con jabones anidnicos o sustancias de igual naturaleza. El producto no debe aplicarse con
pafios u otras fibras textiles humedecidas en la solucion. No pierde sus propiedades en
presencia de oxigeno o rayos ultravioleta. Sus soluciones mantienen su actividad por
largos periodos sin alterarse y en cualquier tipo de almacenamiento se mantiene estable
(Superb, 1996). Los registros para el Timsen son: Registro FDA FR 12460; Registro EPA
507-3.

1) Composicion de formula

% P/P
Ingrediente activo
n-alquil
(60% C14, 30% C16, 5% C12, 5% C18)
dimetil bencil amonio 40.00 %
Ingrediente inerte (urea estabilizada) 60.00 %
TOTAL 100.00 %

2) Dosis recomendada
400 ppm (1 g de timsen /1 de agua)
5. lodoforos

a. Vanodine

Es una solucién de un complejo iodo-surfactante para uso microbicida general eficaz
y sumamente estable. Es poseedor de un amplio espectro microbicida, de accion rapida,
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eficaz en presencia de materia organica y aguas duras. Sus caracteristicas de solubilidad y
estabilidad permiten mayor disponibilidad de yodo activo durante mas tiempo. El yodo
es un elemento altamente reactivo por lo cual puede ser un buen germicida. La forma activa
desinfectante del yodo es I,. Anteriormente el uso del yodo estuvo restringido debido a su
baja solubilidad, alta accion corrosiva sobre metales, inactivacion en presencia de materia
organica, inactivacion en medio alcalino, accion irritante y causa de alergias (Pfizer, 1992).

Para controlar todos estos factores indeseables se desarrollaron los iodoforos,
sustancias solubilizadoras del yodo que actuaran como portadoras de las moléculas. Los
iod6foros combinan la accion microbicida del yodo con el efecto sinergizante del
tensoactivo, donde la eficacia esta dada por la cantidad de yodo libre disponible para atacar
los gérmenes. Cuando el yodo ha sido liberado del tenso-activo hacia la fase acuosa tiende
a disociarse en formas inactivas: I, ---> 1 10. 10, donde I, es la tnica forma que tiene
accion microbicida. Para mantener la estabilidad del I2 es necesario mantener un pH acido
en el medio de accion, siendo por eso que la eficacia de un iod6foro depende de la cantidad
y calidad de los 4cidos presentes en la férmula (Pfizer, 1992).

1) Composicion de formula

Yodo total (g/kg) 25.0
Yodo disponible (g/kg) 20.0
Acidez total (%) 28.0
Acido sulfurico (%) 8.0
Acido fosforico (%) 12.5

2) Dosis recomendada

1 cc de vanodine por 750 1 de agua

D. Evaluacion de la sensibilidad bacterial frente a bactericidas por el
método de difusion de disco, SSD.

1. Generalidades.

El método de difusion discal para pruebas de susceptibilidad permite la categorizacion
de aislados bacteriales como susceptibles, resistentes o intermedios-tolerantes. Para la
optimizacion de resultados existen discos comerciales de papel filtro impregnados con
cantidades especificas de un agente antimicrobial, los cuales son incubados sobre la
superficie del agar previamente inoculado con el organismo con el que se desea
experimentar (Woods & Washington, 1995). La droga o sustancia bactericida se difunde
a través del agar. Mientras la distancia de recorrido del agente desde el disco aumenta, la
concentracion del agente antimicrobial disminuye logaritmicamente, creando un gradiente
de concentracion del agente alrededor de cada disco en el agar (Woods & Washington,
1995).
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Las bacterias que no se ven afectadas por el agente quimico bactericida contintian su
multiplicacion y no forman halos de inhibicion alrededor del disco. En areas donde la
concentracion del agente es inhibitoria no ocurre crecimiento, formandose zonas de
inhibicion alrededor de cada disco (Woods & Washington, 1995).

El método de difusion discal ha sido estandarizado para pruebas rapidas de crecimiento
bacteriano frente a antibioticos. El diametro de la zona de inhibicion es influenciado por
la razén de difusion del agente antimicrobial a través del agar, el cual puede variar entre
los diferentes bactericidas. EIl tamafio del halo es inversamente proporcional a la
concentracion minima necesaria para la inhibicion (Woods & Washington, 1995).

El agar Miiller-Hinton para pruebas de difusion discal ha sido seleccionado por la
NCCLS (National Committee for Clinical Laboratory Standards) por varias razones, entre
ellas: ( 1 ) demuestra una buena reproducibilidad entre placa y placa, ( 2 ) es bajo en
sulfonamidas, trimetropina e inhibidores de tetraciclina, ( 3 ) permite el crecimiento de la
mayoria de las bacterias patogenas no fastidiosas y (4 ) existen muchos datos y experiencia
reportada en este medio (Woods & Washington, 1995).

El agar Miiller-Hinton tiene un pH de 7.2 a 7.4 a temperatura ambiente, el cual debe
medirse en las placas solidificadas por lo que es necesario dejar que se solidifique en el
extremo del electrodo de pH. Un pH fuera del rango puede afectar los resultados de
susceptibilidad. Por ejemplo, si este se encuentra muy bajo, compuestos como los
aminoglicosidos y macrélidos pueden aparentar una disminucion en su potencia mientras
que compuestos como las penicilinas aparentan una actividad excesiva. Efectos opuestos
se observan si el pH es muy alto (Woods & Washington, 1995). Las placas de agar deben
utilizarse frescas o con un méaximo de 7 dias conservadas en refrigeracion para evitar
pérdida de humedad. La profundidad de agar debe estar alrededor de 3-4 mm ya que si
esta es menor se pueden reportar resultados de falsa-susceptibilidad, mientras que si esta
por encima de esta profundidad pueden ser reportados resultados falso-resistentes.

2. Interpretacion.

Cuando se trabaja con diferentes concentraciones de agentes bactericidas, se reporta
como:
- Susceptible: si existe una zona inhibicion alrededor de cada disco.
- Moderadamente resistente: si existe zona de inhibicion solamente alrededor del
disco de mayor concentracion.
- Resistente: si no hay zona de inhibicion alrededor del disco. Puede ser también
que el agente bacteriostatico no sea efectivo para combatir la bacteria (Figura 10).

Para comparar y correlacionar los datos se utilizaron curvas de regresion de las areas
de inhibicion obtenidas para cada aislado bacterial frente a cada uno de los ocho
bactericidas, en cada placa se analizé un bactericida, donde cada disco se impregn6 con
distintas concentraciones del bactericida.
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Figura 10. Diagrama de las formas de interpretar los resultados obtenidos de las pruebas de sensibibilidad “in
vitro” a través de difusion en disco.

Susceptible Moderadamente resistente Resistente
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VI. METODOLOGIA

Se llevo a cabo la determinacion de la efectividad de ocho agentes bactericidas
evaluando la inhibiciébn “in vitro” del crecimiento de Pseudomonas syringae pv.
lachrymans a través del método de difusion de disco sobre agar Miiller-Hinton.

A. Materiales y métodos
1. Materiales experimentales.
a. Colonias de Pseudomonas syringae pv. lachrymans, PSL.

Los aislados de PSL, se obtuvieron de 4 localidades distintas, de muestras sintomaticas
provenientes de distintas plantaciones de melon ubicadas en el valle de la Fragua en Zacapa
y las cuales emplean distintos programas de control fitosanitario. Los codigos asignados a
las colonias evaluadas provienen de un estudio previo de identificacion de bacterias
fitopatogenas por lo que han sido denominadas 8C, 35C, 38C y 51C.

b. Bactericidas.

Se evaluaron 8 agentes bactericidas con distintos ingredientes activos siendo éstos:
Agrimicin, Bacter-Stop, Farmacina, Kocide, Phyton, Timsen, Vanodine y Kilol. Los
distintos principios activos incluyen antibioticos, compuestos de cobre, compuestos de
amonio cuaternario, compuestos de yodo y compuestos a base de extractos naturales
respectivamente.

c. Concentracion

Se evaluaron 5 concentraciones (0.0, 0.25, 0.75, 1.25, 2.0) tomando como unidad la
dosis media recomendada para cada bactericida descrita en el Cuadro 6, se trabajo en
triplicado tomando de cada halo de inhibicion tres medidas del didmetro para luego obtener
un promedio y calcular luego el area de inhibicion.

2. Prueba de sensibilidad por difusion de disco, SDD.

El procedimiento general de la prueba de sensibilidad por difusion de disco se aprecia
en la Figura 11. Como paso inicial, dos o tres colonias frescas (24-48 hr) de Pseudomonas
syringae pv. lachrymans seleccionadas para este estudio se inoculan en tubos de ensayo de
vidrio conteniendo 3 ml de caldo nutritivo Miiller-Hinton. Las soluciones bacteriales se
incuban hasta alcanzar una turbidez equivalente a la turbidez del patron McFarland 0.5
(Anexo D), para lo cual es necesario hacer lecturas de transmitancia en un
espectrofotometro a una longitud de onda de 540 nm. También se pueden hacer
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comparaciones visuales con el patron. Esta solucion bacterial se siembra uniformemente
sobre la placa de agar Miiller-Hinton (MH) y luego se colocan encima discos de papel filtro
impregnados con la solucion bactericida deseada. Se incuba de 15-24 hrs. a temperatura
ambiente y luego se mide el didmetro del halo de inhibicion en tres sentidos distintos. Se
calcula el area de inhibicion promedio y a estos datos se les aplica el andlisis estadistico
ANDEVA para poder relacionar y comparar entre si a los distintos bactericidas evaluados.
En la Figura 11 se muestra el diagrama de la metodologia de difusiéon en disco que se
utilizo.

Figura 11. Método de difusion en disco para determinar la inhibicién “in vitro” de bactericidas, SDD.

Agar

0.06 ml sln Miiller-Hinton
bacteria
Incubar
Slembra Lectura de %T a —_
1524 540 nm = Patrén
Mac Farland 0.5
Aislado de bacteria hr a T
3ml MH
Mide el halo Incubar Siembra
A de inhibicion de discos
ANALISIS
DE
RESULTADOS 15-24 hr
a T amb.

o |

© S
Bacteri
-cida

Triplicado 8 Bactericida a 5 conc.
0,025,0.75,125,2

(Dosis Recomendada)

3. Disefo experimental.

El experimento de pruebas de sensibilidad tuvo como fuentes de variacion a ( A )
bacteria o colonia aislada de cada una de las empresas participantes. ( B ) Bactericida:
Ocho compuestos bactericidas previamente mencionados, (Cuadro 6) y ( C )
Concentracion: cinco diferentes concentraciones (0.00, 0.25, 0.75, 1.25 y 2.0), tomando
como la unidad la concentracion media recomendada por la casa comercial.

En cada bloque de tratamiento se us6 como control positivo discos estandar
impregnados con estreptomicina (10 pg) de la casa comercial DIFCO, y control negativo
discos de agua estéril fueron incluidos en todas las placas petri. Los resultados representan
el area en mm” del halo de inhibicién.
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El crecimiento de las bacterias sometidas al efecto bactericida de los productos
evaluados se compard con el crecimiento de las mismas establecidas en medio de cultivo
libre del agente quimico (testigo absoluto). Se trabajo cada resultado en triplicado y se
aplico el andlisis de varianza ANDEVA de tres vias o fuentes de variacion.

B. Analisis estadistico

El disefio experimental es completamente al azar con tres repeticiones. Se evalua si
existen diferencias o interacciones significativas entre colonias, bactericidas y
concentraciones aplicando a los resultados de area de inhibicion un anélisis de varianza de
tres vias o fuentes, ANDEVA. Este permite determinar cuantitativamente la existencia de
diferencias o interacciones significativas. El modelo que se obtuvo de este analisis es del
siguiente tipo:

Jijkl = ui + Ai + Bj + (AB)ij + Ck + (AC)ik + (BC)jk + (ABC)ijk + Eijkl

En el cual & es el area de inhibicion “in vitro”, A = colonia, B = bactericida y C =
concentracion. Esto implica que el crecimiento “in vitro” de la bacteria es afectado por el
bactericida (B;), la concentracion del bactericida utilizado (Ck), por la interaccion entre
bactericida y su concentracion (AB)ij, la interaccion de la colonia y concentracion de
bactericida (AC)ik, la interaccion entre bactericida y concentracion del mismo (BC)jk, la
interaccion entre los tres factores (ABC)ijk donde Eijkl es el término del error
indeterminado. Se evaltian las diferencias estadisticamente significativas a través de
pruebas de comparacion de medias de Duncan, este andlisis permite categorizar las
diferencias entre las fuentes de evaluacion (A, B, C).

47



VII. RESULTADOS

El Cuadro 7 muestra las ecuaciones de las rectas de regresion lineal obtenidas entre
las interacciones de bactericida y colonia. Los coeficientes de regresion demuestran la
relacion lineal existente entre las colonias y las concentraciones de los distintos
bactericidas, con excepcion de la colonia 38C frente a Agrimicin donde el coeficiente de
correlacion es 0.7856 En tres de las cuatro colonias el bactericida Phyton no muestra
inhibicion; en el caso de Kocide la inhibicion bacterial es muy poca en tres de cuatro

colonias y nula en la colonia 35 C. En el Anexo B se grafican estas regresiones.

Cuadro 7. Rectas de regresion lineal obtenidas de las interacciones aislado bacterial (colonia) y bactericida’

8C 35C 38C 51C
Agrimicin |Y=213.81x+98.07 y=283x +36.152 y = 192.99x + 140.03 y = 246.94x + 53.272
R*=0.9149 R* = 0.9525 R*=0.7856 R* = 0.9584
Bacter-Stop | ¥ = 120.81x + 52.554 y =241.18x +74.172 y =158.43x + 101.78 y =265.17x + 108.09
R* = 0.9291 R* = 0.9497 R*=0.8471 R*=0.9333
Farmacina |y =91.432x + 41.062 y=237.09x + 53.202 y =90.947x + 27.009 y = 218.22x + 86.307
R*= 0.9739 R* = 0.9665 R* = 0.9287 R*=0.9573
Kocide |y=22.513x+31.208 y=33.166 y =2.0294x + 32.427 y =23.241x + 34.628
R*= 0.9529 R* = #N/A R* = 0.7406 R*=0.9674
Phyton [y =33.166 y = 1.3536x + 32.622 y = 33.166 y = 33.166
R* = #N/A R*=0.642 R* = #N/A R* = #N/A
Timsen |y =58.731x +59.883 y=59.547x +60.641 y=51.325x +49.248 y = 79.559x + 45.939
R* = 0.8593 R*=0.8535 R*=0.9246 R* = 0.9665
Vanodine |Y =61.705x +35.885 y =188.55x + 40.912 y =77.024x + 43.933 y = 126.69x + 37.204
R*=0.9628 R* = 0.9956 R*=0.9849 R* = 0.9958
Kilol Y = 23.549x + 38.331 y=58.531x + 33.869 y =34.662x + 30.385 y =39.093x + 42.545
R* = 0.9425 R* = 0.9564 R*=0.9819 R*= 0.9555

R? = coeficiente de correlacion; N/A= No existe nivel de correlacion

El analisis de varianza (ANDEVA) efectuado a las tres fuentes de variacion y sus

interacciones (Cuadro 8) muestra que todas estas fuentes (colonia, bactericida y
concentracion) afectan significativamente a un o = 0.01; siendo también significativas las

interacciones entre estas y los halos de inhibicion desarrollados en las pruebas de
sensibilidad

' Las graficas de estas interacciones se presentan en el Anexo B.
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Cuadro 8. Resultados del analisis estadistico ANDEVA en respuesta a la variable de drea promedio de

inhibicién’

Fuente DF Suma de Media F- Razén
cuadrados cuadrados

A (COLONIA) 3 247179.9 82393.3 116.65
B (BACTERICIDA) 7 3712103 530300.4 750.76
AB 21 543900 25900 36.67
C (CONCENTRACION) 4 2659509 664877.3 941.28
AC 12 180987.5 15082.29 21.35
BC 28 1789896 63924.87 90.5
ABC 84 264544.1 3149.335 4.46
ERROR 320 226033.8 706.3555
TOTAL(Ad)) 479 9624156

Al efectuar la prueba de comparacion multiple de medias a la variable colonia, se
determin la existencia de tres grupos estadisticos distintos. Las colonias 8 C'y 38 C fueron
las menos susceptibles y de comportamiento distinto cada una, mientras que las colonias
35 C y 51C se comportan de manera similar por lo que pertenecen al mismo grupo
estadistico (Cuadro 9). Al aplicar a los datos de areas de inhibicion “in vitro” obtenidas el
analisis estadistico ANDEVA de tres vias, se obtuvo la siguiente ecuacion:

@ = u+ Ai + Bj + ABij + Ck + ACik + BCjk + ABCijk + Eijkl

Donde @ = area de inhibicion “in vitro”; A = colonia; B = bactericida; C =
concentracion; AB = interaccion de colonia-bactericida; AC = interaccidon entre colonia-
concentracion; BC = interaccion entre bactericida-concentracion y ABC = interaccion de
colonia-bactericida-concentracion.

Cuadro 9. Resultados del analisis estadistico de comparacion miltiple de medias entre colonias por el método de
Duncan.

Area de inhibicion  Prueba de medias’

COLONIA promedio (mm®) (0.=0.01)
1. 8C 111.73 a.
3. 38C 121.78 b.
4. 51C 161.28 c.
2. 35C 161.88 C.

" Cada letra corresponde a un grupo estadistico diferente de acuerdo a la
prueba de Duncan

Al efectuar la prueba de comparacion multiple de medias a la variable bactericida se
determind que todos se comportan distintamente y se categorizan en grupos estadisticos
distintos (Cuadro 10). Donde se observa que los més efectivos son los compuestos

* El anélisis estadistico y valores de interacciones obtenidos por el analisis ANDEVA se muestra en
el Anexo C.
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antibidticos y los cobres son los menos efectivos, los cuales tiene un area de inhibicion
s 2
promedio escasa alrededor de 40 mm”.

Cuadro 10. Resultados del analisis estadistico de comparacion miiltiple de medias entre bactericidas por el
método de Duncan (o = 0.01).

BACTERICIDA Area de inhibicién Prueba de medias’

Promedio (mm?) (a=0.01)
A (5) Phyton 33.3178 a.
B (4) Kocide 43.01146 b.
C(8) Kilol 69.39727 c.
D (6) Timsen 106.8745 d.
E (7) Vanodine 135.9522 e.
F (3) Farmacina 192.7644 f.
G (2) Bacter-Stop 251.087 g.
H (1) Agrimicin 280.937 h

"' Cada letra corresponde a un grupo estadistico diferente de acuerdo a la
prueba de Duncan

Como era de esperarse se determind una inhibicion creciente a mayor concentracion
de bactericidas situandose en grupos estadisticos cada una de las concentraciones evaluadas
(Cuadro 11).

Cuadro 11. Resultados del analisis estadistico de comparacion miiltiple de medias entre las distintas
concentraciones por el método de Duncan (o = 0.01)

CONCENTRACION Area de inhibicién Prueba de medias'
Promedio (mmz) (a=0.01)
A (1) 0.00 33.17 a.
B@3) 025 85.50 b.
Cc@) 075 139.71 c.
D(2) 125 197.22 d.
E(5) 2.00 240.24 e.

"'Cada letra corresponde a un grupo estadistico diferente de acuerdo a la
prueba de Duncan

La Figura 12 muestra de una manera grafica la diferencia promedio que existen entre
las cuatro colonias evaluadas, los datos promedio son los que se presentan en el Cuadro 9.
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Figura 12. Resultados obtenidos del analisis estadistico del area de inhibicion promedio por colonia.
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El area de inhibicién promedio con respecto a la concentracién de manera general se
observa graficamente en la Figura 13, de donde se puede ver que el area de inhibicion
promedio es proporcional a la concentracion de la bactericida utilizada, a mayor
concentracion mayor es el area de inhibicion, con un coeficiente polinomial de correlacion
de 0.995, donde la ecuacién polinomial es y = - 36.69 x> + 176.72 x + 33.17

Figura 13. Resultados del analisis del area de inhibicién vrs concentracion del bactericida.

Analisis por concentracién
300

250

200
150 /
100

/ y = -36.69%2 + 176.72x + 33.17
50 T/ RZ = 0.99501
0

0 0.5 1 1.5 2
Concentracion

Area de inhibicién promedio (mm?2)

Los resultados obtenidos en el Cuadro 10 se muestran de una forma grafica a
continuacion (Figura 14), siendo mas facil visualizar el orden de la efectividad del
bactericida de manera general, se observa que los bactericidas a base de antibioticos como
el Agrimicin, Bacter-Stop y Farmacina son los mas efectivos seguidos por los bactericidas
Vanodine, Timsen, Kilol y por tltimo los bactericidas a base de compuestos cupricos como
el Kocide y Phyton.
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Figura 14. Resultados del analisis de cada bactericida segun drea de inhibicion promedio (mm?).
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En las Figuras 15 y 17 se muestran los comportamientos de las distintas interacciones
entre las fuentes de variacion evaluadas, siendo estas: colonia x bactericida (Figura 15),
colonia x concentracion (Figura 16), bactericida x concentracion (Figura 17). Como se
aprecia en la Figura 15 el bactericida mas efectivo fue el Agrimicin para todas las colonias
con excepcion de la 51 C en la cual el Agrimicin se situ6 por debajo de Bacter-Stop. Se
observa también que los compuestos como Vanodine, Timsen y Kilol tuvieron un efecto
inhibitorio intermedio mientras que los compuestos cupricos no mostraron mayor
capacidad de inhibicion del crecimiento bacterial “in vitro”.

Figura 15. Resultados del analisis de interacciones entre colonia (A) y bactericida (B) en base al area
promedio de inhibicién (mm?).
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Como se observa en la Figura 16 las colonias que respondieron mejor a las distintas
concentraciones empleadas son la 35C y 51C quienes exhibieron halos de inhibicién
2 s ’
cercanos a los 300 mm” en la solucién mas concentrada.
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Figura 16. Resultados del analisis de interaccion entre colonia (A) y concentracion del bactericida (C).
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La Figura 17 muestra los resultados obtenidos de la interaccion entre bactericida y
concentracion donde se observa que para todos los bactericidas el efecto de la
concentracion es el mismo, mientras mas concentrado, mayor inhibicion.

Figura 17. Resultados del analisis de interaccion entre bactericida (B) y concentracién (C).
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VIII. DISCUSION

La estrategia mas comun que se ha utilizado por més de 100 afos para controlar
enfermedades causadas por distintos patovares de Pseudomonas syringae es rociar
bactericidas en forma de spray. Dentro de estos productos se incluyen varios compuestos
cupricos como hidroxido de cobre, sulfato de cobre, amoniaco de cobre y sales ctpricas de
acidos grasos y otros metales pesados. Estos fueron por muchos afios los Unicos
bactericidas registrados y de uso permitido en la mayoria de cultivos. En los ultimos 20
afios se han introducido mas los bactericidas a base de antibioticos. Dentro de las practicas
en el manejo de agroquimicos que se recomiendan en los tltimos afios es el uso alterno de
compuestos antibioticos y compuestos de cobre. El uso de antibidticos se encuentra bajo
estrictas normas de restriccion en paises desarrollados o prohibido como en Australia,
debido a que éstos inducen mecanismos de resistencia (Bashan, 1995).

La mayoria de veces el uso de compuestos de cobre en aplicacion por aspersion no
logra controlar en su totalidad los brotes bacterianos causados por patovares diversos de
Pseudomonas syringae. Esto hace necesario aumentar la dosificacion, que por lo general
se encuentra en sus maximos niveles lo cual es indeseable para el cultivo del melon debido
a que es muy sensible a la fitotoxicidad.

En la actualidad en Guatemala, las cepas de bacterias no son controladas en el campo
a través de aplicaciones estandar de compuestos de cobre, ni son evaluados compuestos
alternativos que puedan intercalarse con el uso de antibioticos.

Para llevar a cabo la comparacion de los ocho distintos agentes de control bacteriano
sobre la bacteria Pseudomonas syringae pv. lachrymans aislada de hojas infectadas de
melon provenientes de la zona de Zacapa, se utiliz6 el método de difusion en disco como
se muestra en la secciéon de metodologia VI.A.2. El efecto que se obtiene en las pruebas
“in vitro” de difusion en disco depende de muchos factores, por lo que se establecieron
condiciones adecuadas para obtener una buena reproducibilidad y para poder comparar los
resultados entre si. El factor que se destind como variable de respuesta para comparar los
efectos de sensibilidad “in vitro” es el area de inhibicién promedio.

Del analisis estadistico, Cuadro 8, se interpreta que tanto los factores individuales
“colonia”, “bactericida” y “concentracion”, como las interacciones entre ellos son
significativas y afectan al rea de inhibicion bacteriana obtenida. Por lo tanto estos factores
no pueden ser descartados como factores de influencia, el modelo que se obtiene, es el mas
completo pues incluye todas las fuentes de variacion posibles, siendo todas ellas
estadisticamente significativas. Este resultado es de gran importancia para el gremio
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melonero pues ofrece evidencia que la seleccion del bactericida a ser utilizado puede tener
un impacto significativo en el nivel de control bacteriano alcanzado. También demuestra
que la concentracion empleada es de extrema importancia por lo que la dosificacion
correcta de los productos es critica para lograr un manejo satisfactorio de la mancha
angular. El papel fundamental de la dosificacion correcta de los productos bactericidas
cobra mayor significancia si se considera que la literatura reporta (Lambert y O’Grady,
1992). Que las posibilidades de resistencia adquirida en bacterias fitopatdgenas aumentan
con la sub dosificacion de los bactericidas, principalmente antibioticos.

El analisis de los datos permite tener resultados con un limite de confianza mayor del
99% pues la F calculada es muchisimo mayor que la F tedrica. Como se puede observar
en el Cuadro 7, la variable de mayor importancia es concentracion (Feajcuada = 941.28)
seguida del tipo de bactericida (Fcae. 750.76). Sin embargo aunque basandose en el
ANDEVA se logra determinar que las tres fuentes de variacion muestran diferencias
altamente significativas, no nos indica qué tan diferentes son estas entre si, por lo que se
utiliza la prueba de comparacion multiple de medias de Duncan. Los resultados de este
analisis (Cuadros 9, 10 y 11) permite establecer grupos estadisticos entre tratamientos
(colonia, concentracion y bactericida) con diferencias estadisticamente significativas. Cada
factor considerado afecta el area de inhibicion en distinto grado y esta es analizado a
continuacion.

En el Cuadro 7, se observa el area de inhibicion promedio de las cuatro colonias (8 C,
35C, 38 Cy 51 C), de Pseudomonas syringae pv. lachrymans aisladas de distintas fincas
meloneras del Valle de Zacapa. A estos resultados se les aplico un analisis de comparacion
multiple de medias de Duncan, (Cuadro 9) y se lograron establecer tres grupos estadisticos
basados en la sensibilidad bacterial in-vitro frente a los ocho agentes bactericidas
evaluados. Se obtuvo dentro de un mismo grupo estadistico, con practicamente el mismo
diametro promedio de inhibicion, las colonias 35 C (161.88 mm®) y 51 C (161.27 mm?)
provenientes de las fincas meloneras Agrifresco y Altobaso respectivamente. Estas son las
colonias bacterianas cuyas respuestas a los bactericidas originaron las mayores areas de
inhibicion por lo que son las mas susceptibles de las colonias evaluadas. En el segundo
lugar se encuentra la colonia 38 C proveniente de Coagro seguida por la colonia 8 C,
proveniente de Protisa. El halo de la colonia 8 C es aproximadamente 90% del halo
obtenido en la colonia 38 C, estas tltimas dos presentan susceptibilidades muy similares,
pero no lo suficientemente significativas como para que puedan ser clasificadas dentro de
un mismo grupo estadistico. Estos resultados indican que, bajo las condiciones de este
estudio, el aislado bacterial menos susceptible a los bactericidas (en una forma general) es
el 8 C. La informacidn generada de esta investigacion también demuestra que dentro de la
poblacion de Pseudomonas syringae pv. lachrymans presente en el valle de La Fragua,
existe una respuesta variable a los bactericidas. Las colonias 8 C y 38 C, en comparacion
a las otras colonias evaluadas, (35 C y 51 C) exhiben un comportamiento que indica
diferencias en la susceptibilidad frente a los bactericidas entre colonias evaluadas y se
podrian clasificar como colonias menos susceptibles. Este podria ser un resultado de los
distintos programas de control quimico que se llevan a cabo en cada plantacion melonera
los cuales incluyen distintas frecuencias de aplicacion y dosificaciones de los productos
bactericidas. No se puede hacer una clasificacion de susceptibilidad o resistencia bacterial
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a los productos evaluados pues no se cuenta con una cepa control susceptible de
Pseudomonas syringae pv. lachrymans que pueda servir como referencia de
susceptibilidad para estos estudios. Sin embargo basdndose en los resultados obtenidos,
(Figura 12) donde se ven claramente las diferencias en susceptibilidades entre los aislados
bacteriales analizados, se puede sugerir entonces la posibilidad de que existan indicios de
resistencia en las cepas 8 Cy 38 C. En la literatura se reporta la resistencia a estreptomicina
y cobres en Pseudomonas siringae pv. syringae, causante de la mancha bacterial en frijol
(Sundin & Bender, 1993). El efecto de bactericida Kocide 101 fue evaluado y se comprobd
la resistencia adquirida a cobre en Pseudomonas syringae pv. tomato (Cooksey, 1990).

Como se esperaba en este estudio, la respuesta inhibitoria “in vitro” promedio de las
colonias bacteriales frente a las distintas concentraciones es proporcional (Figura 13). Esta
relacion no es lineal sino mas bien una ecuacion polinomial, donde la ecuacion calculada
que se basa en areas de inhibicidon promedio es:

=-36.69 x>+ 176.72 x + 33.17 con un coeficiente de correlacion R? = 0.995

Esta ecuaciéon polinomial muestra que a mayor concentracion del agente
bacteriostatico la respuesta inhibitoria “in vitro” es mayor. Esta proporcionalidad se puede
observar también en la Figura 16 y 17 donde se analiza el area de inhibicion promedio vrs.
cada colonia y vrs. cada uno de los bactericidas respectivamente.

Evaluando el efecto individual de los ocho bactericidas a través del analisis estadistico
ANDEVA se observa que cada uno tiene un efecto diferente (Figura 14), siendo esta
diferencia significativa estadisticamente, segiin lo muestran los analisis de comparacion de
medias de Duncan (Cuadro 10). El orden de efectividad “in vitro” sobre Pseudomonas
syringae obtenido es el siguiente: (1) Agrimicin 100, (2) Bacter-Stop, (3) Farmacina 5%,
(4) Vanodine, (5) Timsen, (6) Kilol, (7) Kocide 101 y (8). Phyton 27. De manera general
los antibidticos son los que presentan una mayor inhibicion “in vitro” de PSL, mientras que
los compuestos de cobre son los menos efectivos bajo estas condiciones de andlisis. Estos
resultados indican que en los planes de manejo de la mancha angular en meldn, los
antibidticos deben jugar un papel importante en los programas de manejo integrado de
plagas, MIP.

Al analizar el efecto de cada uno de los bactericidas frente a los cuatro aislados
bacteriales se observa que es el bactericida Agrimicin 100 es el mas efectivo en casi todas
las colonias. Sin embargo en el caso de la 51 C ocupa un segundo lugar en efectividad,
(Figura 15), siendo mas susceptible a los compuestos antibidticos Bacter-Stop y de igual
manera a Farmacina 5%. De estos resultados se puede inferir que esa colonia es mejor
inhibida por el antibidtico oxitetraciclina, ya que para una misma colonia bacterial existen
diferencias de susceptibilidad frente a distintos antibioticos (Bauer et. al, 1966). Para la
colonia 8 Cy 38 C el tratamiento a base de oxitetraciclina no resulta ser mas efectivo que
con estreptomicina. La colonia 35 C es de igual manera susceptible frente a estos dos
antibioticos (estreptomicina y oxitetraciclina). Las variaciones en susceptibilidad a
estreptomicina detectada en este estudio pueden, como ya se menciond, sugerir la presencia
de cepas PSL resistentes a este antibiotico. En la literatura se encuentran reportes de
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Pseudomonas syringae resistentes a estreptomicina (Sm'), particularmente en
Pseudomonas syringae de manzana (P.s. pv. papulans) (Burr, et. al. 1988) y plantas lefiosas
(Scheck, et al, 1992). En los estudios de Burr, et al. 1988, se determind que las cepas Smr
contenian un plasmido ausente en las cepas susceptibles. Estos estudios concuerdan con
investigaciones hechas en Xanthomonas campestris pv. vesicatoria en los cuales también
se encontr6 un plasmido asociado con resistencia a estreptomicina (Minsavage, et al, 1990
in Coosksey, 1990). Esta caracteristica aparenta ser transferible entre bacterias de
diferentes especies, ya que secuencias genéticas Sm' determinantes homoélogas han sido
detectadas en Erwinia amylovora, P.s. pv. syringae, P.s. pv. papulans y Xanthomonas
campestris pv. vessicatoria (Chiou y Jones, 1993; Minsavage, et al, 1990; Sundin y Bender,
1993 in Sundini y Bender, 1995). Sundini y Bender (1995) afirman que segmentos
genéticos transferibles entre organismos distintos, llamados transposones, estan
ampliamente diseminados, por lo que las bacterias fitopatogenas a plantas pueden ser de
gran importancia como reservorios de determinantes genéticos de resistencia a antibidticos,
tanto para bacterias fitopatdgenas como para bacterias patogenas de humanos o animales.
Es mas, la persistencia de plasmidos conteniendo los determinantes genéticos de
resistencia, ain ante la ausencia de factores de seleccion, aparenta ser comun en bacterias
(Cooksey, 1990). Estas mutaciones pueden tener importantes implicaciones en la
efectividad de aplicaciones de antibidticos no s6lo contra PSL, sino también sobre otro tipo
de microorganismos que puedan adquirir esta resistencia, las cuales permanecen estables
en el tiempo lo que requiere de mayores dosis para su control. Los usuarios de antibidticos
deben estar informados de la estabilidad y la posible transferencia de la resistencia a otros
microorganismos, por las implicaciones que esta resistencia pueda tener en la agricultura.

Son entonces los bactericidas que tienen como principio activo un agente antibidtico
(Agrimicin 100, Farmacina 5%, Bacter-Stop) los mas efectivos frente a los 4 aislados de
Pseudomonas syringae pv. lachrymans. Como se observa en el Cuadro 10, los tres
antibioticos evaluados en este estudio fueron los bactericidas més efectivos, aunque
estadisticamente diferentes entre si. Las areas de inhibicidon mayores se observaron en la
colonia 35 frente Agrimcin 100. El bactericida Farmacina 5% tiene el segundo lugar en
efectividad seguido por Bacter Stop. El efecto inhibitorio de antibioticos sobre bacterias ha
sido ampliamente evaluado desde los afios sesentas a través de pruebas de sensibilidad
(Shahidi & Ellner, 1969) y existen condiciones de analisis estandar establecidas (NCCLS,
1993).

De los resultados de efectividad “in vitro” el compuesto Vanodine ocupa el cuarto
lugar en la prueba de Duncan, aunque se obtuvo evidencia de alta variabilidad entre los
efectos inhibitorios a las cuatro colonias evaluadas. El mayor efecto inhibitorio de
Vanodine se observo frente a la colonia 35 C, luego para la colonia 51 C. Los halos de
inhibicion variaron entre aproximadamente 200 mm? (35C), 145 mm? (51 C) y 85 mm? (8
C) (Figura 15). Sin embargo, Vanodine, que cominmente se utiliza y comercializa para
desinfeccion en areas de crianza de animales y en otras areas de procesos (dilucion 1:1000)
resulta ser una buena alternativa para el control de la bacteria fitopatégena Pseudomonas
syringae pv. lachrymans “in vitro” y en dosis menores a las que se recomiendan en el
control de bacterias de animales (1:750). En la literatura no se encontraron reportes de
bactericidas agricolas con yodo como principio activo por lo que se recomiendan estudios
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posteriores “in vivo” con Vanodine para evaluar el efecto de este bactericida sobre plantas,
y poder determinar efecto bactericida vrs. fitotoxicidad ocasionada sobre la planta de melon
y su impacto sobre el consumidor.

El bactericida Timsen ocupa el 5 lugar en efectividad “in vitro” de los 8 bactericidas
analizados (Cuadro 10), este funcion6 de manera similar en las cuatro colonias (Figura 15),
con halos de inhibicién aproximados de 100 mm®. Las pruebas de difusion de disco son
utilizadas primordialmente para la evaluacion de antibidticos por lo que bactericidas
inorganicos como el Timsen podrian exhibir halos de inhibicién pequefios sin esto
significar necesariamente una menor efectividad que otros compuestos antibacteriales,
como la estreptomicina. Para evaluar la efectividad del Timsen como agente
bacteriostatico se podrian disefar ensayos en los cuales una suspension bacterial se ponga
en contacto directo con suspensiones del producto a distintas concentraciones por un
tiempo determinado. La prueba de efectividad consistiria en evaluar la cantidad de colonias
bacteriales viables obtenidas de las suspensiones bacteriales con el bactericida presente y
compararlos con una colonia control.

Timsen es un producto que actia a través de la anulacion de las cargas negativas del
exterior de las células y ocasiona un descontrol osmotico, provocando la pérdida de
elementos esenciales como nitrogeno y fosforo, destruyendo la membrana de los
microorganismos (Superb, 1997). Esta es la razén por la cual tiene un efecto similar en
todas las colonias ya que el modo de accidn no es especifico. La casa comercial Superb
propone al producto Timsen como una buena alternativa para el control bacteriano ya que
al destruir completamente la membrana tiene un efecto bactericida efectivo, eliminando la
posibilidad de inducir mecanismos de resistencia. Sin embargo, ya que existe evidencia de
resistencia a compuestos de amonio cuaternario en otras bacterias distintas a Pseudomonas
como Staphylococcus aureus (Lyon & Skurray 1987), se recomienda la evaluacion “in
vivo” de este compuesto y un seguimiento del comportamiento y susceptibilidad de las
bacterias tratadas con Timsen en el campo.

En sexto lugar de efectividad segun el analisis de comparacion multiples de medias de
Duncan (Cuadro 10), se encuentra el compuesto bactericida Kilol con un area inhibicion
promedio de 69.39 mm®. Este es un compuesto a base de extracto de semilla de citricos y
actta inhibiendo y originando cambios en la permeabilidad de la membrana celular. Este
compuesto interfiere en los mensajes quimicos de las enzimas y de las proteinas
desdobladoras de los nutrientes esenciales de los microorganismos fitopatogenos (Tectn,
1990). Es a su vez un agente altamente oxidante del citoplasma y de la pared celular, lo
cual impide la multiplicacidon y por consiguiente evita el aparecimiento de cepas resistentes,
factor muy importante y deseado para los métodos de control quimico. Los resultados bajo
las condiciones de este estudio indican que este agente bactericida es mas efectivo “in
vitro” por el método de difusion en disco que productos a base de formulaciones de cobre
con efectos bactericidas comprobados, sin embargo, puede ser que siguiendo otros métodos
de analisis “in vivo” los resultados puedan variar.

El compuesto Kocide 101, a base de hidroxido cuprico no muestra bajo las condiciones
de este estudio gran inhibicidn sobre la bacteria fitopatogena Pseudomonas syringae pv.

58



lachrymans, como se esperaba. Kagiwata 1992, reporta en la literatura que el método mas
adecuado para evaluar la sensibilidad bacterial “in vitro” de compuestos cupricos es el
método de contacto directo. Esta baja inhibicion de organismos bacteriales se puede deber
a que el hidréxido de cobre requiere de condiciones un poco acidas para dejar el cation
cobre libre y formar agua. Sin embargo, el pH del medio en el cual se llevéd a cabo el
experimento es mas bien un poco alcalino (7.2 — 7.4), por lo que se recomienda llevar a
cabo pruebas de contacto a pH un poco acido (6.0), en las cuales la solucion bacterial tiene
contacto directo con el agente bactericida, para poder confirmar los resultados obtenidos
acerca de compuestos de cobre. El efecto positivo de inhibicion de compuestos de cobre
sobre bacterias ha sido ampliamente estudiado tanto en invernaderos “in vivo” como en el

laboratorio “in vitro” en los cuales utilizan Agrimicin 100 como control positivo de
inhibicion (Khlaif, 1994).

El producto Phyton muestra inhibicién nula para la mayoria de las colonias a
excepcion de la colonia 35C, donde la inhibicién es minima por lo que no puede decirse
que el Phyton bajo estas condiciones de analisis y estudio sea un agente bactericida. Este
producto a base de sulfato de cobre penta hidratado no muestra inhibicion bacterial “in
vitro” por el método de difusion discal (Figuras 14, 15 y 16). El motivo mas probable por
el cual el Phyton 27 no es efectivo es que el pH del medio Miiller-Hinton (7.2 - 7.4)
neutraliza el pH efectivo establecido para la solucién de Phyton, que es mas bien acido, y
para el cual el limite maximo es de 5.5. El pH acido favorece la existencia del cation cobre
en solucion, el cual es el elemento toxico siendo éste el que se incorpora a la membrana y
causa el descontrol osmético en las células bacterianas produciendo la muerte. Si el medio
en el que se llevod a cabo el andlisis es mas bien basico, lo que se favorece es la disminucion
de este cation en solucion a medida en que el cobre (Cu’) se combina con el ion hidroxilo
(OH™) para formar hidroxido de cobre de una forma estable (CuOH), dando como resultado
la inefectividad del agente bactericida. También la inefectividad del bactericida Phyton
puede adjudicarse a la posibilidad de que este compuesto presente un coeficiente de
difusién muy bajo que, para el caso de la prueba de difusion de disco, ha sido descrita como
una de las limitantes del método (Bloomfiel, 1991, in. Denyer & Hugo, 1991). Sin
embargo, no hay que descartar la posibilidad de que los resultados poco satisfactorios
obtenidos con el cobre en este estudio sean reflejo de mecanismos de resistencia a
compuestos de cobre, ya que en la literatura se encuentran descritas y evaluadas la
resistencia de Pseudomonas hacia cobre (Cooksey, 1990).

En resumen, en este trabajo se logré detectar que colonias obtenidas de distintas
localidades del valle de la Fragua, Zacapa, exhiben una respuesta diferencial a la presencia
de distintos agentes bactericidas. También se logré determinar que los agentes bactericidas
evaluados tienen grados de efectividad distintos bajo el ambiente “in vitro” y la
metodologia empleada. Se demostré a su vez que la concentracion juega un papel
importante en la capacidad de los agentes bactericidas por lo que la dosificacion correcta
de los antibacteriales debe ser aplicada con precision en los programas de manejo
fitosanitario.

El factor crucial que se debe evitar cuando utilizan controles quimicos sobre
enfermedades causadas por bacterias fitopatdgenas es el desarrollo de resistencia de estas
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a los bactericidas, las cuales probablemente han evolucionado de manera indetectable
desde hace treinta afios pues no fue hasta hace quince afios que se empezaron a detectar
globalmente organismos resistentes a cobres y con una mayor demora a otros agentes
bactericidas (Bashan, 1995). Se sabe que el desarrollo de mecanismos de resistencia en las
comunidades bacteriales no requieren de una evolucion independiente, pues dentro de estas
comunidades existen intercambios de informacién genética entre cepas e incluso entre
especies y géneros (Cooksey, 1990); es aqui donde existe el problema para los humanos
pues puede que dentro de las bacterias que evolucionan cooperativamente se encuentren
bacterias patdgenas de animales o incluso de humanos.
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[X. CONCLUSIONES

El 4rea de inhibicion bacterial fue significativamente afectada por el aislado bacterial
analizado, el bactericida evaluado y la concentracion de este, o = 0.01. El modelo de
ecuacion obtenido del analisis estadistico ANDEVA es el siguiente:

@ =+ Ai+Bj+ ABij + Ck + ACik + BCjk + ABCijk + Eijkl

Donde @ = area de inhibicidn “in vitro”, A = colonia, B = bactericida, C =
concentracion, E = error indeterminado.

De los analisis de comparacion multiples se agrupan los aislados de Pseudomonas
syringae pv. lachrymans, PSL. en 3 categorias donde las colonias 35 C y 51 C se
categorizan dentro de un mismo grupo, luego en otra categoria la 38 C seguida por la 8 C.

Las colonias 35C y 51C son las mas susceptibles frente a efectos de bactericidas “in
vitro”; La colonia 38 C presento una susceptibilidad bacterial “in vitro” mas cercana al
promedio; La colonia 8 C, presenta menor susceptibilidad bacterial “in vitro” frente a los
agentes bactericidas por lo que podria ser clasificada bajo las condiciones de estudio como
moderadamente resistente.

Los aislados de Pseudomonas syringae pv. lachrymans, PSL, responden de manera
significativamente distinta a los 8 bactericidas y sus concentraciones, con un nivel de
significancia, oo = 0.01

La concentracion es determinante sobre el efecto inhibitorio de los agentes
bactericidas.

De los analisis de comparacion multiple de medias de Duncan se determina que los
bactericidas evaluados tienen distintos grados de efectividad sobre el crecimiento “in vitro”
de las bacterias estudiadas, a excepcion del Kocide y Phyton que por no tener mayor efecto
de inhibicion pueden agruparse dentro de una misma categoria.

El orden de efectividad “in vitro” sobre Pseudomonas syringae obtenido a través del
método de difusion discal es: (1) Agrimicin 100, (2) Bacter-Stop, (3) Farmacina 5%, (4)
Vanodine, (5) Timsen, (6) Kilol, (7) Kocide 101 y, (8). Phyton 27.

Las formulaciones a base de antibidticos, Agrimicin 100 y Bacter-Stop son las mas

efectivas para el control “in vitro” de Pseudomonas syringae pv. lachrymans por el método
de difusion de disco.
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Agrimicin 100 es el compuesto antibidtico mas efectivo para las colonias § C,35Cy
38 C.

Las colonias tienen distinto grado de susceptibilidad frente a Bacter-Stop considerando
primero las mas susceptibles el orden es el siguiente: 51 C, 35 C, 38 C, 8 C.

La interaccion colonia x bactericida ofrece evidencia de resistencia o tolerancia de las
colonias 8 y 38 C a oxitetraciclina presente en el producto farmacina 5% comparadas contra
las colonias 35 Cy 51 C.

Es necesario llevar a cabo evaluaciones de campo con los productos alternativos
Vanodine (uso veterinario), Timsen y Kilol, ya que si muestran inhibicion “in vitro” de
Pseudomonas syringae pv. lachrymans.

Los aislados bacteriales, al mostrar un comportamiento diferencial a los bactericidas,

dan indicios del desarrollo de resistencia a algunos de los productos evaluados
(antibibticos).
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X. RECOMENDACIONES

Es importante utilizar la dosis adecuada y exacta del agente bactericida para obtener
un control efectivo de PSL y no inducir mecanismos de resistencia por sub dosificaciones
o toxicidad por sobredosis.

El producto Kocide, a base de hidroxido de cobre muestra muy poca inhibicion “in
vitro” por el método de difusion de disco, sin embargo, se recomienda su evaluacion por
el método de contacto directo en solucion a pH de 6.0.

Se recomienda hacer pruebas de contacto directo para la evaluacion del efecto
bactericida “in vitro” de Phyton 27 en soluciones bacteriales a un pH de 5.

Es importante utilizar la dosis adecuada y exacta del agente bactericida,
principalmente para compuestos antibioticos o cupricos, para obtener un control efectivo y
no inducir mecanismos de resistencia por sobre o sub-dosificaciones.

Es importante llevar a cabo evaluaciones de campo o invernadero “in vivo” con los
productos alternativos como Vanodine, Timsen, ya que muestran inhibicion “in vitro” de

Pseudomonas syringae pv. lachrymans.

Es necesario evaluar fitotoxicidad vrs. impacto al consumidor de productos
alternativos como Timsen, Vanodine y Kilol.
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XII. ANEXOS

A. Datos de areas de inhibicion (mm?)

Datos de area de inhibicién en mm” obtenidos para los cuatro aislados bacteriales (8C,
35C, 38 C,51 C) frente a los agentes bactericidas antibioticos (Agrimicin 100, Bacter-Stop
y Farmacina 5%) a distintas concentraciones * (0, 0.25, 0.75, 1.25, 2) 3

Agrimicin 100 Bacter-Stop Farmacina 5%
COLONIA |Réplica 1 |Rép|ica 2|Rép|ica 3|Réplica 1|Rép|ica 2|Rép|ica 3|Réplica 1|Rép|ica 2|Rép|ica 3
Coneentracion 0.00 0.00 0.00

Cc8 33.17 | 33.17 | 33.17 | 33.17 | 33.17 | 33.17 | 33.17 | 33.17 | 33.17

C35 33.17 | 33.17 | 33.17 | 33.17 | 33.17 | 33.17 | 33.17 | 33.17 | 33.17

C 38 33.17 | 33.17 | 33.17 | 33.17 | 33.17 | 33.17 | 33.17 | 33.17 | 33.17

C 51 33.17 | 33.17 | 33.17 | 33.17 | 33.17 | 33.17 | 33.17 | 33.17 | 33.17

eneemracion 0.25 0.25 0.25

Cc8 188.73 | 146.66 | 192.72 | 56.85 | 86.68 | 75.95 | 94.99 | 48.21 | 59.01

C35 81.18 | 73.40 | 67.44 | 94.99 | 150.52 | 184.61 | 205.21 | 93.48 | 201.09

C38 |218.10|235.89|259.12]143.20 | 172.77 | 176.63 | 50.24 | 42.26 | 44.16

C 51 78.63 | 117.51| 76.08 | 161.45|231.38 | 233.17 | 150.26 | 188.73 | 196.84

eneemracion 0.75 0.75 0.75

Cc8 303.80 | 298.63 | 298.63 | 132.67 | 165.18 | 209.46 | 129.59 | 81.18 | 106.89

C35 |231.38|228.65|288.42]|184.74 | 201.09 | 427.43 | 273.57 | 264.15 | 319.43

C38 |314.13|351.75|391.58|283.39 | 278.48 | 278.48 | 75.95 | 66.01 | 75.95

C51 |303.80|278.48 | 236.42|351.75 | 314.13 | 397.54 | 273.57 | 235.89 | 319.30

*Concentracion 1.25 1.25 1.25

Cc8 415.27 | 397.41 | 421.35 | 231.51 | 235.89 | 235.89 | 197.10 | 165.18 | 161.32

C35 |409.57 | 471.33 | 537.53 | 363.00 | 452.29 | 497.23 | 368.82 | 392.11 | 452.29

C 38 |409.31|433.52|421.35]|298.63 | 340.76 | 351.75 | 196.84 | 113.04 | 205.21

C51 |427.69 |464.98 | 351.75]579.40 | 421.35 | 439.73 | 363.00 | 346.19 | 397.54

eneemiracion 2.00 2.00 2.00

C8 510.84 | 465.11 | 458.51 | 240.54 | 249.70 | 308.83 | 240.54 | 188.73 | 209.46

C35 |544.92|537.79 | 579.40 | 503.97 | 504.36 | 523.92 | 464.98 | 490.76 | 517.18

C38 |471.33|484.15|471.33]|357.31|374.25|391.58 | 205.21 | 180.88 | 209.46

C51 |471.33|523.92|517.45]|675.62 | 586.66 | 510.58 | 530.66 | 510.58 | 464.85

Las concentraciones de bactericidas utilizadas toman como unidad la dosis media recomendadas por
las casas comerciales (Cuadro 6).
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Datos de 4rea de inhibicion en mm” obtenidos para los cuatro aislados bacteriales (8,
35, 38, 51) frente a los agentes bactericidas con principio activo de cobre (Phyton y Kocide
101) a distintas concentraciones * (0, 0.25, 0.75, 1.25,2)*

Kocide Phyton
COLONIA | Réplica1 | Réplica2 | Réplica 3 | Réplica1 | Réplica2 | Réplica 3
* Concentracion 0.00 0.00
Cc8 33.17 33.17 33.17 33.17 33.17 33.17

Cc35 33.17 33.17 33.17 33.17 33.17 33.17
C 38 33.17 33.17 33.17 33.17 33.17 33.17

C 51 33.17 33.17 33.17 33.17 33.17 33.17
* Concentracion 025 025
Cc8 33.17 33.17 33.17 33.17 33.17 33.17

Cc35 33.17 33.17 33.17 33.17 33.17 33.17
C 38 33.17 33.17 33.17 33.17 33.17 33.17

C 51 33.17 33.17 54.56 33.17 33.17 33.17
* Concentracion 075 075
Cc8 50.24 52.40 36.70 33.17 33.17 33.17

Cc35 33.17 33.17 33.17 33.17 33.17 33.17
C 38 33.17 33.17 33.17 33.17 33.17 33.17

C 51 50.24 44 .16 59.01 33.17 33.17 33.17
* Concentracion 1 25 1 25
Cc8 89.36 56.72 50.24 33.17 33.17 33.17

Cc35 33.17 33.17 33.17 33.17 33.17 33.17
C 38 33.17 33.17 34.93 33.17 33.17 33.17

C 51 63.59 81.18 63.59 33.17 33.17 33.17
* Concentracion 200 200
Cc8 94.99 70.98 54.56 33.17 33.17 33.17

Cc35 33.17 33.17 33.17 42.26 33.17 33.17
C 38 33.17 33.17 46.18 33.17 33.17 33.17
C 51 78.50 86.68 68.43 33.17 33.17 33.17

4 . . - . . .
Las concentraciones de bactericidas utilizadas toman como unidad la dosis media recomendadas por
las casas comerciales (Cuadro 6).
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Datos de 4rea de inhibicion en mm” obtenidos para los cuatro aislados bacteriales (8,
35, 38, 51) frente a los agentes bactericidas con principio activo de amonio cuaternario,
yodo y extracto de citricos (Timsen, Vanodine, Kilol) a distintas concentraciones * (0.0,
0.25,0.75,1.25,2) °

Timsen Vanodine Kilol
COLONIA |Réplica 1|Réplica 2[Réplica 3|Réplica 1|Réplica 2|Réplica 3|Réplica 1|Réplica 2|Réplica 3
 Concentracion 0.00 0.00 0.00
Ccs8 33.17 | 33.17 | 33.17 | 33.17 | 33.17 | 33.17 | 33.17 | 33.17 | 33.17
Cc35 33.17 | 33.17 | 33.17 | 33.17 | 33.17 | 33.17 | 33.17 | 33.17 | 33.17
C 38 33.17 | 33.17 | 33.17 | 33.17 | 33.17 | 33.17 | 33.17 | 33.17 | 33.17
C 51 33.17 | 33.17 | 33.17 | 33.17 | 33.17 | 33.17 | 33.17 | 33.17 | 33.17
 Goncentracion 0.25 0.25 0.25
Ccs8 70.85 | 87.46 | 113.04 | 33.17 | 63.72 | 33.17 | 44.16 | 50.24 | 42.26
Cc35 70.98 | 78.63 [ 122.79| 78.50 | 122.79 | 109.97 | 61.30 | 56.72 | 61.30
C 38 4416 | 94.99 | 9499 | 46.45 | 75.95 | 94.99 | 33.17 | 36.70 | 38.47
C 51 48.21 [ 113.04 | 89.49 | 63.72 | 81.18 | 70.98 | 68.56 | 66.01 | 50.24
 Goncentracion 0.75 0.75 0.75
Ccs8 97.93 | 126.12 | 132.67 | 94.99 | 92.17 | 84.00 | 54.69 | 70.85 | 52.40
C35 92.17 | 116.25 | 157.59 | 146.93 | 197.36 | 172.77 | 68.56 | 63.59 | 78.50
C 38 52.40 | 116.25| 110.10 | 97.93 | 100.87 | 113.04 | 38.47 | 63.59 | 56.85
C 51 52.40 | 125.99 | 116.25 | 106.89 | 116.25 | 161.45 | 70.98 | 73.53 | 78.50
 Concentracion 1.25 1.25 1.25
Ccs8 122.79 | 139.60 | 165.18 | 132.67 | 109.97 | 132.80 | 81.18 | 78.50 | 59.01
Cc35 97.93 | 139.60 | 197.10 | 268.80 | 268.80 | 294.11 | 86.68 | 94.99 | 103.95
C 38 59.01 | 132.67 | 139.60 | 125.99 | 143.07 | 161.58 | 73.53 | 79.02 | 84.00
C 51 143.20 | 150.26 | 157.59 | 201.48 | 231.38 | 184.74 | 92.43 | 78.50 | 101.00
 Goncentracion 2.00 2.00 2.00
Ccs8 157.59 | 157.59 | 176.76 | 157.59 | 126.12 | 165.18 | 86.68 | 92.17 | 63.59
C35 116.25 | 157.59 | 222.48 | 433.65 | 346.71 | 477.80 | 129.59 | 173.03 | 176.63
C 38 103.95 | 172.77 | 172.77 | 165.18 | 180.62 | 235.89 | 101.00 | 101.00 | 92.43
C 51 196.84 | 196.84 | 213.85 | 268.80 | 293.46 | 293.59 | 107.15 | 107.02 | 143.20

Las concentraciones de bactericidas utilizadas toman como unidad la dosis media recomendadas por
las casas comerciales (Cuadro 6).
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B. Graficas de inhibicion de bactericidas vrs. area de inhibicion (mm”)

En las ocho gréficas a continuaciéon se muestra la inhibicion de las diferentes
concentraciones de bactericida (Agrimicin 100, Bacter-Stop, Farmacina 5%, Kocide,
Phyton, Timsen, Vanodine y Kilol) hacia aislado bacterial 8 C.

8C con Agrimicin 100 8C con Phyton
600 G500
5 500 = 500
5 400 = < 400
= [n] = £
E g300 — € E 300
= X 07 =
3 a.E—ZCD L / v 2'_;3_81)(+980 %E 200 y = 33.156
S 100 B i ~ R = #NA
& v 2 100
m 0 P e L
' " T i j 0+ . . . .
0 05 1 15 2 25 o D5 1 15 2 25
cancentragicn concantracion
8C con Bacter-Stop 8C con Timsem
£ §$ y = 120.81x + 62,554 £
E — 200 RP = 0.9201 E 400 v =58 731x + 59.883
2N =9 R’ = 0.8593
E E ang — £ E 300
2 E e <= 200
b :
g 100 ?Jﬂf S el m———y—————
[y : : : . : L 0 rlﬁ————
0 0.5 1 15 2 25 ' ' ' ' '
> 0 o5 1 15 2 25
congentracion concentracian
8C con Farmacina 5% 8C con Vanodine
800
5 y = 91430 +41082 g SO0
2 500 2 500
2 R’ = 09738 ' ¥ =571.705% + 35 085
£3 25 400 R =09628
£E 300 £ E 300
E - 200 1 % =200 2
S § oo Fh?f_a—é—
‘n r| = T T T T e £
o0 0.5 1.0 1.5 2.0 25 0 05 1 15 2 25
congentracgion concentragion
800 8C con Kocide 8C con Kilel
s 600
2 500 § 500
S =400 2 L0 y = 23 549x + 38 331
£ %100 y =22.613x% +31.208 z ] 50 R7=09125
s E R’ = 0.9529 ‘s E
=200 25 50
R SE——— £ 00 =
o N ] = —_m—————
T T T T ! 0 4 T T T T
0 a5 1 1.5 2 25 0 05 1 15 2 25
concentracion concentracion

73



En las ocho gréficas a continuaciéon se muestra la inhibicion de las diferentes
concentraciones de bactericida (Agrimicin 100, Bacter-Stop, Farmacina 5%, Kocide,
Phyton, Timsen, Vanodine y Kilol) hacia aislado bacterial de Pseudomonas syringae pv.
35C.
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En las ocho gréficas a continuaciéon se muestra la inhibicion de las diferentes
concentraciones de bactericida (Agrimicin 100, Bacter-Stop, Farmacina 5%, Kocide,
Phyton, Timsen, Vanodine y Kilol) hacia aislado bacterial 38 C.
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En las ocho gréficas a continuaciéon se muestra la inhibicion de las diferentes
concentraciones de bactericida (Agrimicin 100, Bacter-Stop, Farmacina 5%, Kocide,
Phyton, Timsen, Vanodine y Kilol) hacia aislado bacterial 51 C.
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C. Resultados del analisis estadistico de varianza ANDEVA de tres factores

Los factores incluidos en el analisis son: A (colonia) B (bactericida) C (concentracion):
Este analisis da resultados tanto de los factores individuales como de las posibles
interacciones entre ellos.

Date/Time 06-10-1998 10:12:34
Data Base Name C:\ncss\laura
Description Imported from C:\NCSS\LAURA.TXT

Analysis of Variance Report

ANOVA Table for Response Variable: AREAPROM

Source DF Sum-Squares Mean Square F-Ratio Prob>F Error Term
A (COLONIA ) 3 247179.9 82393.3 116.65 0.0000 ERROR

B (BACTERI ) 7 3712103 530300.4 750.76 0.0000 ERROR

AB 21 543900 25900 36.67 0.0000 ERROR

C (CONCEN ) 4 2659509 664877.3 941.28 0.0000 ERROR

AC 12 180987.5 15082.29 21.35 0.0000 ERROR

BC 28 1789896 63924.87 90.50 0.0000 ERROR

ABC 84 264544.1 3149.335 4.46 0.0000 ERROR
ERROR 320 226033.8 706.3555

TOTAL (Adj) 479 9624156

Expected Mean Squares

Source DF Expected Mean Squares (S stands for sigma-squared or
Error) .

A 3 S+bcnA
B 7 S+acnB
AB 21 S+cnAB
C 4 S+abnC
AC 12 S+bnAC
BC 28 S+anBC
ABC 84 S+nABC
S 320 S
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Date/Time 06-10-1998 10:12:34
Data Base Name C:\ncss\laura
Description Imported from C:\NCSS\LAURA.TXT

Means & Effects for Y = AREAPROM

Term Count Mean Std.Error Effect
ALL 480 139.1678 139.1677
A: COLONIA

1 120 111.7284 2.426169 -27.43927
2 120 161.8803 2.426169 22.71254
3 120 121.784 2.426169 -17.38363
4 120 161.2781 2.426169 22.11038
B: BACTERICIDA

1 60 280.937 3.431121 141.7693
2 60 251.087 3.431121 111.9193
3 60 192.7644 3.431121 53.59674
4 60 43.01146 3.431121 -96.1562
5 60 33.3178 3.431121 -105.8499
6 60 106.8745 3.431121 -32.29318
7 60 135.9522 3.431121 -3.215469
8 60 69.39727 3.431121 -69.77039
C: CONCENTRACION

1 96 33.16626 2.712539 -106.0014
2 96 85.49731 2.712539 -53.67034
3 96 139.7125 2.712539 .5448608
4 96 197.2203 2.712539 58.05264
5 96 240.242 2.712539 101.0743
AB: COLONIA,BACTERICIDA

1,1 15 279.8089 6.862242 26.31122
1,2 15 155.2425 6.862242 -68.40526
1,3 15 118.7792 6.862242 -46.54592
1,4 15 50.34467 6.862242 34.77248
1,5 15 33.16625 6.862242 27.28771
1,6 15 109.8041 6.862242 30.36884
1,7 15 88.33431 6.862242 -20.17862
1,8 15 58.34731 6.862242 16.38931
2,1 15 276.7008 6.862242 -26.94865
2,2 15 279.1765 6.862242 5.376999
2,3 15 276.1718 6.862242 60.69478
2,4 15 33.16625 6.862242 -32.55776
2,5 15 33.77245 6.862242 -22.2579
2,6 15 111.2563 6.862242 -18.33073
2,7 15 201.1781 6.862242 42.51332
2,8 15 83.61996 6.862242 -8.489861
3,1 15 304.0698 6.862242 40.51645
3,2 15 236.4464 6.862242 2.742989
3,3 15 104.3134 6.862242 -71.06736
3,4 15 34.15186 6.862242 8.524033
3,5 15 33.16625 6.862242 17.23207
3,6 15 92.87423 6.862242 3.383369
3,7 15 109.4028 6.862242 -9.165718
3,8 15 59.84753 6.862242 7.833885
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Term Count Mean Std.Error Effect

AB: COLONIA,BACTERICIDA

4,1 15 263.1685 6.862242 -39.87888
4,2 15 333.4827 6.862242 60.28528
4,3 15 271.7932 6.862242 56.91837
4,4 15 54.38306 6.862242 -10.73878
4,5 15 33.16625 6.862242 -22.26194
4,6 15 113.5633 6.862242 -15.42154
4,7 15 144.8936 6.862242 -13.16901
4,8 15 75.77432 6.862242 -15.73335
AC: COLONIA,CONCENTRACION

1,1 24 33.16625 5.425079 27.43925
1,2 24 70.28477 5.425079 12.22671
1,3 24 115.4441 5.425079 3.170807
1,4 24 157.4334 5.425079 -12.34766
1,5 24 182.3135 5.425079 -30.4892
2,1 24 33.16625 5.425079 -22.71255
2,2 24 88.07798 5.425079 -20.13187
2,3 24 154.6487 5.425079 -7.776352
2,4 24 237.2962 5.425079 17.36339
2,5 24 296.2121 5.425079 33.2576
3,1 24 33.16625 5.425079 17.38361
3,2 24 87.54931 5.425079 19.43561
3,3 24 127.6743 5.425079 5.34536
3,4 24 167.483 5.425079 -12.35366
3,5 24 193.0473 5.425079 -29.81107
4,1 24 33.16625 5.425079 -22.1104
4,2 24 96.07724 5.425079 -11.53046
4,3 24 161.0831 5.425079 -.7398071
4,4 24 226.6687 5.425079 7.338043
4,5 24 289.3951 5.425079 27.0428
BC: BACTERICIDA,CONCENTRACION

1,1 12 33.16625 7.67222 -141.7693
1,2 12 144.6217 7.67222 -82.64495
1,3 12 293.8046 7.67222 12.32275
1,4 12 434.2522 7.67222 95.26257
1,5 12 498.8402 7.67222 116.829
2,1 12 33.16625 7.67222 -111.9194
2,2 12 147.3475 7.67222 -50.0691
2,3 12 268.6935 7.67222 17.06162
2,4 12 370.6181 7.67222 61.47849
2,5 12 435.6096 7.67222 83.44826
3,1 12 33.16625 7.67222 -53.59676
3,2 12 114.5391 7.67222 -24.55493
3,3 12 185.1237 7.67222 -8.185532
3,4 12 279.8852 7.67222 29.06818
3,5 12 351.1076 7.67222 57.26888
4,1 12 33.16625 7.67222 96.15619
4,2 12 34.94885 7.67222 45.60774
4,3 12 40.97809 7.67222 -2.578232
4,4 12 50.45261 7.67222 -50.6115
4,5 12 55.51149 7.67222 -88.5743
5,1 12 33.16625 7.67222 105.8498
5,2 12 33.16625 7.67222 53.51878
5,3 12 33.16625 7.67222 -.6964188

~
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Term Count Mean Std.Error Effect

BC: BACTERICIDA,CONCENTRACION

5,4 12 33.16625 7.67222 -58.2042
5,5 12 33.92399 7.67222 -100.4681
6,1 12 33.16625 7.67222 32.29316
6,2 12 85.71764 7.67222 32.51349
6,3 12 108.0084 7.67222 .5890274
6,4 12 137.0425 7.67222 -27.88467
6,5 12 170.4377 7.67222 -37.51115
7,1 12 33.16625 7.67222 3.215454
7,2 12 72.87962 7.67222 -9.402229
7,3 12 123.7193 7.67222 =-12.77777
7,4 12 187.9476 7.67222 -6.057282
7,5 12 262.0483 7.67222 25.02176
8,1 12 33.16625 7.67222 69.77038
8,2 12 50.75789 7.67222 35.03096
8,3 12 64.20646 7.67222 -5.735672
8,4 12 84.39841 7.67222 -43.05151
8,5 12 114.4574 7.67222 -56.01423

~

ABC: COLONIA,BACTERICIDA,CONCENTRACION

1,1,1 3 33.16625 15.34444 -26.3112
1,1,2 3 176.0363 15.34444 20.31596
1,1,3 3 300.3497 15.34444 4.502411
1,1,4 3 411.34 15.34444 -9.436462
1,1,5 3 478.1522 15.34444 10.92923
1,2,1 3 33.16625 15.34444 68.40527
1,2,2 3 73.15765 15.34444 9.42791
1,2,3 3 169.1021 15.34444 -6.917709
1,2,4 3 234.4316 15.34444 -27.99438
1,2,5 3 266.3549 15.34444 -42.92098
1,3,1 3 33.16625 15.34444 46.54594
1,3,2 3 67.40097 15.34444 14.62032
1,3,3 3 105.8878 15.34444 -8.421555
1,3,4 3 174.5316 15.34444 -19.02074
1,3,5 3 212.9094 15.34444 -33.72378
1,4,1 3 33.16625 15.34444 -34.77246
1,4,2 3 33.16625 15.34444 -21.34252
1,4,3 3 46.44583 15.34444 -5.03627
1,4,4 3 65.43848 15.34444 20.00032
1,4,5 3 73.50652 15.34444 41.15102
1,5,1 3 33.16625 15.34444 -27.2877
1,5,2 3 33.16625 15.34444 -12.07515
1,5,3 3 33.16625 15.34444 -3.019249
1,5,4 3 33.16625 15.34444 12.49921
1,5,5 3 33.16625 15.34444 29.88301
1,6,1 3 33.16625 15.34444 -30.36882
1,6,2 3 90.44944 15.34444 -10.42447
1,6,3 3 118.9057 15.34444 4.796951
1,6,4 3 142.5211 15.34444 14.89674
1,6,5 3 163.9778 15.34444 21.09973
1,7,1 3 33.16625 15.34444 20.17863
1,7,2 3 43.34944 15.34444 5.861
1,7,3 3 90.38403 15.34444 11.11182
1,7,4 3 125.1421 15.34444 -2.839912
1,7,5 3 149.6297 15.34444 -34.31148

~
~
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Term Count Mean Std.Error

ABC: COLONIA,BACTERICIDA,CONCENTRACION

1,8,1 3 33.16625 15.34444
1,8,2 3 45.55181 15.34444
1,8,3 3 59.31111 15.34444
1,8,4 3 72.89597 15.34444
1,8,5 3 80.81139 15.34444
2,1,1 3 33.16625 15.34444
2,1,2 3 74.00718 15.34444
2,1,3 3 249.4852 15.34444
2,1,4 3 472.8098 15.34444
2,1,5 3 554.0356 15.34444
2,2,1 3 33.16625 15.34444
2,2,2 3 143.3715 15.34444
2,2,3 3 271.0867 15.34444
2,2,4 3 437.5067 15.34444
2,2,5 3 510.7516 15.34444
2,3,1 3 33.16625 15.34444
2,3,2 3 166.5944 15.34444
2,3,3 3 285.7182 15.34444
2,3,4 3 404.4059 15.34444
2,3,5 3 490.9739 15.34444
2,4,1 3 33.16625 15.34444
2,4,2 3 33.16625 15.34444
2,4,3 3 33.16625 15.34444
2,4,4 3 33.16625 15.34444
2,4,5 3 33.16625 15.34444
2,5,1 3 33.16625 15.34444
2,5,2 3 33.16625 15.34444
2,5,3 3 33.16625 15.34444
2,5,4 3 33.16625 15.34444
2,5,5 3 36.19722 15.34444
2,6,1 3 33.16625 15.34444
2,6,2 3 90.79834 15.34444
2,6,3 3 122.0021 15.34444
2,6,4 3 144.8761 15.34444
2,6,5 3 165.4387 15.34444
2,7,1 3 33.16625 15.34444
2,7,2 3 103.7508 15.34444
2,7,3 3 172.3511 15.34444
2,7,4 3 277.2358 15.34444
2,7,5 3 419.3862 15.34444
2,8,1 3 33.16625 15.34444
2,8,2 3 59.76903 15.34444
2,8,3 3 70.21389 15.34444
2,8,4 3 95.20306 15.34444
2,8,5 3 159.7475 15.34444
3,1,1 3 33.16625 15.34444
3,1,2 3 237.7024 15.34444
3,1,3 3 352.4868 15.34444
3,1,4 3 438.0518 15.34444
3,1,5 3 458.9415 15.34444
3,2,1 3 33.16625 15.34444
3,2,2 3 164.1958 15.34444
3,2,3 3 280.1142 15.34444
3,2,4 3 330.376 15.34444

~
~
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-16.38929
-6.382828
2.98381
11.8952
7.893189
26.94867
-46.2465
-32.30687
25.43039
26.17389
-5.376984
-11.93369
-17.92
21.43561
13.79482
-60.69476
-11.22014
24.96353
23.74992
23.20137
32.55777
28.19448
9.809723
-24.80453
-45.75763
22.25791
19.67723
7.321709
-17.81803
-31.43901
18.33074
20.83076
17.38824
-13.91155
-42.63834
-42.51331
-14.22276
-8.817673
6.699036
58.85449
8.489876
14.92033
-.4388962
-20.7814
-2.190132
-40.51643
50.51229
30.20408
-6.97953
-33.22045
-2.742973
12.0533
20.71597
-13.24785



Term Count Mean Std.Error

ABC: COLONIA,BACTERICIDA,CONCENTRACION

3,2,5 3 374.3796 15.34444
3,3,1 3 33.16625 15.34444
3,3,2 3 45.55181 15.34444
3,3,3 3 72.63431 15.34444
3,3,4 3 171.6969 15.34444
3,3,5 3 198.5177 15.34444
3,4,1 3 33.16625 15.34444
3,4,2 3 33.16625 15.34444
3,4,3 3 33.16625 15.34444
3,4,4 3 33.755 15.34444
3,4,5 3 37.50555 15.34444
3,5,1 3 33.16625 15.34444
3,5,2 3 33.16625 15.34444
3,5,3 3 33.16625 15.34444
3,5,4 3 33.16625 15.34444
3,5,5 3 33.16625 15.34444
3,6,1 3 33.16625 15.34444
3,6,2 3 78.04208 15.34444
3,6,3 3 92.91349 15.34444
3,6,4 3 110.4233 15.34444
3,6,5 3 149.826 15.34444
3,7,1 3 33.16625 15.34444
3,7,2 3 72.45986 15.34444
3,7,3 3 103.9471 15.34444
3,7,4 3 143.546 15.34444
3,7,5 3 193.895 15.34444
3,8,1 3 33.16625 15.34444
3,8,2 3 36.11 15.34444
3,8,3 3 52.9657 15.34444
3,8,4 3 78.84889 15.34444
3,8,5 3 98.14681 15.34444
4,1,1 3 33.16625 15.34444
4,1,2 3 90.74078 15.34444
4,1,3 3 272.8966 15.34444
4,1,4 3 414.807 15.34444
4,1,5 3 504.2317 15.34444
4,2,1 3 33.16625 15.34444
4,2,2 3 208.6652 15.34444
4,2,3 3 354.4711 15.34444
4,2,4 3 480.1583 15.34444
4,2,5 3 590.9524 15.34444
4,3,1 3 33.16625 15.34444
4,3,2 3 178.6093 15.34444
4,3,3 3 276.2546 15.34444
4,3,4 3 368.9064 15.34444
4,3,5 3 502.0293 15.34444
4,4,1 3 33.16625 15.34444
4,4,2 3 40.29667 15.34444
4,4,3 3 51.13403 15.34444
4,4,4 3 69.45069 15.34444
4,4,5 3 77.86765 15.34444
4,5,1 3 33.16625 15.34444
4,5,2 3 33.16625 15.34444
4,5,3 3 33.16625 15.34444
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Effect

-16.77831
71.06737
2.804E-02
-29.3838
-7.383629
-34.3278
-8.524017
-12.35862
-4.297607
4.515656
20.66473
-17.23206
-19.28405
-5.193802
12.50522
29.20489
-3.383354
-13.1109
-6.439987
-.2652054
23.19964
9.165733
6.693977
1.431808
-5.498543
-11.79285
-7.83387
-24.53375
-7.036377
16.35389
23.05026
39.87888
-24.58192
-2.399719
-9.014679
-3.882858
-60.28525
-9.547546
4.121765
19.80649
45.90434
-56.91835
-3.428108
12.84193
2.654388
44.85014
10.7388
5.506668
-.4758453
.2884445
-16.05824
22.26196
11.68201
.8913651



Term Count Mean Std.Error Effect

ABC: COLONIA,BACTERICIDA,CONCENTRACION

B D D D D D D D D D D D D DD
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33.16625 15.34444 -7.186485
33.16625 15.34444 -27.64899
33.16625 15.34444 15.42155
83.58069 15.34444 2.704666
98.21224 15.34444 -15.74517
150.3493 15.34444 -.720047
202.5082 15.34444 -1.661118
33.16625 15.34444 13.16902
71.95834 15.34444 1.667793
128.1949 15.34444 -3.725983
205.8663 15.34444 1.639282
285.2821 15.34444 -12.75035
33.16625 15.34444 15.73336
61.60069 15.34444 15.99622
74.33514 15.34444 4.491447
90.6457 15.34444 -7.467781
119.1238 15.34444 -28.75345

D. Materiales, reactivos y métodos

1. Materiales y reactivos

a. Equipo

1) Campana de flujo laminar
2) Incubadora
3) Campana de extraccion de gases (Labconco, Corporation)

b. Materiales

1)
2)
3)
4)
S)
6)
7)
8)
9)

Balanza analitica (Sartorius Basic B120S).

Balanza semianalitica (Mettler P1200. Mettler InstrumentsAG.).
Micropipetas 200-500 pl

Baio térmico (Shaking water bath 25. Precision).

Bulbos para aspiracion para pipetas pasteur y serologicas
Cronometro-alarma VWR brand-3 canales

Desecador (Carbonato de calcio).

Equipo para filtracion (Millipore.).

Espatula de metal.

10) Pinzas de plastico NALGENE descartables

11) Esparcidor de células SCIENCE WARE

12) Filtros de 0.45um (Millipore.).

13) Discos de 6 mm (1/4” diametro) de papel en blanco estériles TAXCO o

papel de blotting

14) Discos de 6 mm (1/4” diametro) con estreptomicina 10 ug
15) Algodoén en bola
16) Regla milimétrica
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c. Reactivos

1) Agar Miiller-Hinton sin NaCl (Diagnostics Pasteur, Marne-la-Coquette,
France)

2) Caldo Miiller-Hinton (Diagnostics Pasteur, Marne-la-Coquette, France)

3) Tripticasa soya (Triptic Soy) o Agar sangre, acido sulfurico

4) Cloruro de Bario

5) Cloruro de Sodio

6) Acido Citrico

7) Agua destilada

8) Kocide

9) Kilol (Distribuidora Tecun)

10) Fiton (Agribodegas)

11) Agrimicin 500 (Pfizer)

12) Timsen (Superb)

13) Vanodine

14) Bacter-Stop

15) Farmacina 5%

d. Cristaleria

1) Cajas Petri de (40 o 165 mm), vol 60 o 70 ml

2) Tubos de ensayo 15, 20 ml (Pyrex o Kimax.)

3) Balones volumétricos de 25, 50 y 250 ml + 0.03 ml, 24/40. (Pyrex.)

4) Beakers de 50, 100 y 400 ml. (Pyrex o Kimax.)

5) Pipetas graduadas seroldgicas de 1 (1/100), 5 (1/10) y 10 (1/10) ml, TD
20°C. (Pyrex.)

6) Pipetas manuales. 3 y 5 ml, TD 20°C. (Pyrex.)

7) Pipetas pasteur de vidrio (Pyrex) y de pléstico (Beral, Inc.)

8) Probetas de 25,50 y 100 ml. TC a 20°C. (Pyrex.)

2. Evaluacion de sensibilidad bacterial “in vitro” por difusion de disco
a. Material

1) Tubo con 3 ml de caldo de Miieller-Hinton inoculados con la bacteria a
analizar (2-4 hr 37°C)
2) Caldo para dilucion (agua o solucion salina)
3) Cajas petri pre-secadas (30 min en la incubadora). No sobre secar los platos.
4) Tubo de 0.5 ml 1% Cloruro de Bario (BaCl,) y 99.5 ml 1% Acido
Sulfurico (H,SOs), elaboracion mensual.
5) Dispensador de células SCIENCEWARE Bel-Art.
6) Caja petri 150 x 15 mm, con Agar de Miieller-Hinton, MH.
7) Tubo con 3 ml de agar acuoso 1.5%.
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b. Método

1) Inocule 3 ml del caldo nutritivo con la colonia bacterial deseada, use varias
colonias para obtener una suceptibilidad representativa.

2) Incube hasta alcanzar la turbidez equivalente a 0.5 Mac-Farland a 35°C, realizar
lecturas en espectrofétometro a una longitud de onda de 540 nm, utilice como
blanco agar MH y distintas concentraciones de Mac. Farland para obtener una
curva (La concentracidn que debe tener el cultivo es alrededor de 10’- 10’
UFC/ml).

3) Diluya si es necesario con caldo estéril, agua, o solucion salina para obtener una
pequena turbidez visible, si es posible que coincida con la turbidez estdndar de la
solucion de BaCl,-H,SO4 (0.5 Mc-Farland).

4) Lainoculacion de la bacteria es la variable mas importante en las pruebas in
vitro de sensibilidad.

5) Lainoculaciéon debe producir un crecimiento uniforme. Se ha de repetir si se da
un crecimiento aislado de colonias o un crecimiento masivo.

6) Tome 0.06 ml de solucion bacteriana y distribilyala con un esparcidor de células
SCIENCEWARE estéril sobre la caja preti de agar pre-secada

7) Dejar las cajas petri inoculadas a temperatura ambiente de 5 a 15 minutos para
que seque.

c. Patron Mc Farland

1) Preparacion:

a) Agregue 0.5 ml de 0.048 M BaCl, ,1% o (0.5 ml de 1.175% BaCl,*2H,0)
b) 99.5 ml de 0.36 N H,SO4. (H2SO4 al 1%)
c) 100 ml de solucidén (patron Mc-Farland)

Mezcle la solucion y divida en 4 6 6 fracciones en tubos tapados y guardese en la
oscuridad, este estandar puede guardarse por 6 meses. Para poder ser comparados con la
turbidez bacterial, estos deben tener el mismo volumen de la solucién bacterial con la que
se compara.

La turbidez del patron 0.5 Mc-Farland (10° CFU/ml), puede verificarse midiendo la
absorbancia Ags con un espectrofotometro en una celda de 1 cm, la cual debe estar entre
0.08 a 0.10 unidades de absorbancia (DIFCO, 1986).

d. Soluciones bactericidas

Se prepararan soluciones en agua destilada, tomando como la unidad la dosis media
recomendada por la casa de distribucion. Se evaluaran 5 concentraciones, 0.00, 0.25, 0.75,
1.25, 2.00 veces la dosis media recomendada. El crecimiento bacterial bajo estas
concentraciones se comparara al crecimiento de bacterias no expuestas a bactericida alguno
(testigo absoluto). En el Cuadro 6 se muestran las dosis recomendadas para cada
bactericida
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e. Preparacion de discos

1) Cortar circulos de papel de blotting de 6 mm de manera estéril o comprarlos
comercialmente TAXCO.

2) Sumergirlos con pinzas en solucioén de bactericida con la concentracion deseada
y secarlos o quitarles el exceso de fluido.

f. Aplicacion de los discos:

1) Tomar el disco preparado con las pinzas estériles y presionarlo suavemente contra
el medio cultivado

2) Invierta la caja petri e incube por 30 min. (la inversidon es opcional). Mida el
circulo de inhibicién que se forma después de las 15 hr del sembrado.

- No coloque los discos juntos ya que puede haber traslape de inhibicion.
- Laeritromicina y la lincomicina neutralizan sus efectos, no los coloque juntos.
- Lainactivacion de los discos comerciales se da mas que todo por la humedad y

no por la temperatura, manténgalos en desecador a —20° C para mayor
estabilidad.

g. Interpretacion

Cuando se trabaja con diferentes concentraciones de agentes bactericidas, se reporta
como:
1) Susceptible: si existe una zona inhibicion alrededor de cada disco.
2) Moderadamente resistente: si existe zona de inhibicién solamente alrededor del
disco de mayor concentracion.
3) Resistente: si no hay zona de inhibicion alrededor del disco. Puede ser también
que el agente bacteriostatico no es efectivo para combatir la bacteria.

@@@)

Susceptible Moderadamente resistente Resistente
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