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RESUMEN

El objetivo principal de este trabajo fue el de estudiar el efecto que provocan ciertas
variables fisicoquimicas (temperatura, actividad de agua, fuente de carbono y concentracion de
CQO,) sobre el crecimiento de cuatro cepas de hongos productores de reguladores de
crecimiento vegetal (Suillus granulatus, Amanita rubescens, Pisolithus tinctorius y Gibberelia
fujikuroi). La produccién de acido giberélico (AGs) por G. fijikuroi como respuesta a la
concentracién de CO; fue evaluada por medio cromatografia de liquidos de alta presion
(HPLC). Se utilizaron bioensayos con semillas de alfalfa (Medicago sativa) para la deteccion y
cuantificacion del acido indolacético (AIA) producido por la cepa de P. tinctorius como
respuesta a la presion parcial de CO,.

El crecimiento de los hongos fue evaluado por medio de sus velocidades de crecimiento
radial (VCR) y por la densidad de crecimiento (py) al tiempo final del experimento.

Se observo que al variar el nivel de la actividad de agua (Ay) en el medio de cultivo el
crecimiento de las cuatro cepas se ve afectada: conforme dicho factor disminuye, se observa
una disminucién en la VCR y un aumento en p,. Esta misma respuesta se observo para la
concentracion de CO,: al aumentar el porcentaje de CO, en el ambiente de incubacion,
disminuye la VCR y aumenta la p,.

Ademas de tener un efecto sobre el crecimiento de P. tinctorius y G. fujikuroi, el
porcentaje de CO; en la atmdsfera de incubacién provoca un efecto en la produccion de AIA y
AGs;. Se detectd la presencia de AIA en los extractos de los medios en donde crecio F.
tinctorius a diferentes porcentajes de CO, iniciales, observandose la mayor concentracion de
este regulador en los extractos en donde la cepa fue incubada durante 406 horas con 30 % de
COs; inicial.

Con respecto al anilisis de los extractos del medio en donde crecio G. fufikuror, se
observo que un cierto contenido inicial de CO; en la atmésfera de crecimiento del hongo, afecta
de manera positiva la produccion de AGs, alcanzando una concentracion de cerca de 10 mg/L a
las 216 horas de incubacién en una atmdsfera con 30 % de CO,. Esta respuesta resulta una
contribucién importante para el estudio de la produccion de AG; por G. fujikuroi.

Palabras clave: Regulador de crecimiento vegetal, Suillus granulatus, Amanita rubescens,
Pisolithus tinctorius, Gibberella fujikuroi, acido giberélico, acido indolacético; bioensayos.
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1. INTRODUCCION

Los reguladores de crecimiento vegetal (RCV) son sustancias orgamicas que, en
pequeiias concentraciones, provocan un efecto fisioldgico en las plantas. Los RCV, de acuerdo
a su origen, pueden clasificarse en dos grandes grupos, los endégenos o fitohormonas, y los
exogenos o sustancias reguladoras del crecimiento vegetal (Weaver, 1972; Salisbury y Ross,
1992).

Las fitohormonas son producidas por las plantas y, a bajas concentraciones tienen
influencia en procesos fisiologicos en las mismas, entre los cuales se encuentran involucrados
principalmente el crecimiento, diferenciacion y desarrollo vegetal sin embargo, otros procesos
tales como movimiento de estomas, también pueden ser afectados (Davies, 1987).

Los RCV exdgenos, son compuestos sintetizados quimicamente, o bien producidos por
otros organismos diferentes de las plantas (Weaver, 1972; Salisbury y Ross, 1992). Para este
tipo de sustancias se utiliza preferentemente el término de RCV, sin embargo este término no
necesariamente esta restringido estos compuestos, si no que puede incluir también a las
fitohormonas (Weaver, 1972; Larqué y Reyes, 1988).

De acuerdo a su estructura y funciones los RCV pueden ser clasificados principalmente
en auxinas, giberelinas y citocininas, aunque también son considerados como RCV. otros
compuestos como el etileno, el acido abscisico, el acido salicilico, las poliaminas y el acido
jasmonico entre otros (Davies, 1987; Salisbury y Ross, 1992).

Los RCV utilizados en la agricultura producen una amplia gama de respuestas
fisiologicas, dentro de las que destacan: enraizamiento, promocion de floracién, maduracion de
frutos, inhibicién de brotes, estimulo o supresion del crecimiento y defoliacion, aplicados sobre
todo a cultivos de alto valor comercial. Se han utilizado también para mejorar la calidad de
algunos frutos y como herbicidas (Larqué y Reyes, 1988).

Una altemativa para la produccion de RCV naturales es el uso de microorganismos. Se
ha reportado una gran cantidad de microorganismos habitantes de la microrrizosfera (bacterias,
. hongos y algunos actinomicetos) que producen este tipo de sustancias como resultado de su
metabolismo secundario. Por una parte, se han estudiado bacterias, tanto simbioticas (fijadoras
de nitrégeno), como fitopatogenas, y por otra, la formacion de metabolitos extracelulares
promotores del crecimiento vegetal por hongos simbidticos (principalmente micorrizicos), asi
como su efecto sobre las plantas hospederas (Slankis, 1974). Ademas de los hongos
simbidticos, existen también algunos hongos fitopatégenos productores de RCV, tal es el caso
de Gibberella fujikuori, ampliamente estudiado desde los afios 30 (Jones y Pharis, 1987)
debido a la deteccion de acido giberélico en filtrados de cultivos del hongo. Algunos otros
hongos fitopatégenos estudiados por su capacidad de produccion de RCV son los del género
Taphrina, productores de citocininas (Greene, 1980), y recientemente el hongo Botryodiplodia
theobromae por la produccion de acido jasmonico (Miersch, 1993).

Existe un grupo importante de hongos productores de RCV: los ectomicorrizicos. Este
tipo de hongos se encuentra en asociacion simbidtica con las raices de algunas plantas,
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principalmente drboles (Harley y Smith, 1983). La infeccion micorrizica generalmente
incrementa la absorcidon de nutrientes por su hospedero, del cual el hongo obtiene directamente
compuestos carbonados. Esta relacion, implica también Ia liberacion de metabolitos activos,
dentro de los que se encuentran sustancias que tienen efectos de reguladores del crecimiento y
hormonales sobre el desarrollo del tejido del hospedero, compuestos que tienen un efecto sobre
la liberacién de sustancias de las células del hospedero, asi como nutrientes o factores de
crecimiento (Harley y Smith, 1983).

El efecto de metabolitos extracelulares promotores del crecimiento liberados por
hongos micorrizicos sobre las plantas hospederas se ha estudiado a fondo en experimentos in
vitro, tanto en medio sélido (superficial) como en medio liquido.

En el presente trabajo, se ha realizado un estudio acerca de la fisiologia de algunos
hongos productores de reguladores de crecimiento vegetal, por una parte se han estudiado tres
hongos ectomicorrizicos productores de auxinas: Suillus granulatus, Amanita rubescens y
Pisolithus tinctorius; y por otra se ha estudiado una cepa del bongo productor de giberelinas
Gibberella fujikuroi.

Se ha caracterizado la fisiologia de dichos hongos en funcion a ciertas variables
fisicoquimicas que resultan de importancia para su posible uso para la produccién de RCV por
fermentacion en sustrato sélido: temperatura, actividad de agua (A.), fuente de carbono y
presion parcial de CO; (p(COy)).

Por otra parte, se montaron técnicas para el anélisis cuantitativo y cualitativo de RCV
(acido indolacético y acido giberélico) con el principal objetivo de que estas resultaran rapidas y
sencillas de utilizar. Para el analisis cuantitativo del acido indolacético y acido giberélico se
mont6é una técnica con el uso de cromatografia de liquidos de alta presion (HPLC); para el
analisis cualitativo y semi-cuantitativo se montaron bioensayos, con el uso de microorganismos
(Bacillus subtilis, Escherichia coli, Schwanniomyces castellii y Saccharomyces cerevisiae) y
con el uso de semillas de alfalfa.
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2. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1. REGULADORES DE CRECIMIENTO VEGETAL

El término de Regulador de Crecimiento Vegetal (RCV) puede emplearse para
cualquier sustancia que, en muy pequefias concentraciones, provoca un efecto fisiologico en las
plantas, ya sea inhibicion o estimulo de alguna funcion.

En el presente capitulo, se dard una clasificacion de este tipo de compuestos, de
acuerdo a su origen, caracteristicas estructurales y funciones.” Se hablara de los efectos
fisiologicos que causan sobre las plantas, asi como de las diferentes formas por las que pueden
obtenerse estos compuestos (natural o sintéticamente). Finalmente se mencionaran los usos y
aplicaciones mas frecuentes de los RCV. Cabe mencionar que una gran parte de conceptos
contenidos en esta seccion han sido tomados del libro ‘Fisiologia vegetal” de Salisbury y Ross
(1992), ya que son conceptos basicos y dicha cita resulta una recopilacion actualizada para este
fin.

De acuerdo a su origen, las sustancias reguladoras del crecimiento vegetal pueden
clasificarse en reguladores endégenos o fitohormonas, y en reguladores exégenos, conocidos
en general como reguladores de crecimiento vegetal.

Una fitohormona es un compuesto organico, producto del metabolismo de plantas
superiores, sintetizado en una parte de una planta y trasladado a otra parte de la misma, donde
en pequeiias concentraciones este causa una respuesta fisiologica (Audus, 1972; Salisbury y
Ross, 1992). Dentro de las fitohormonas se incluye también otra clase de compuestos, como
son vitaminas del complejo B (Weaver, 1972).

El término de regulador de crecimiento vegetal es empleado particularmente para los
compuestos sintetizados ya sea quimicamente, o bien producidos por organismos diferentes de
las plantas. Estos, al igual que las fitohormonas, usados en concentraciones micromolares,
promueven, inhiben o modifican cualquier proceso fisiologico en las plantas. Su transporte y
sitios de accion se llevan a cabo de la misma manera que las fitohormonas. El término RCV, no
es necesariamente restringido a compuestos no sintetizados por las plantas, si no que puede
también incluir a las fitohormonas (Weaver, 1976; Larqué y Reyes, 1988).

2.1.1 Caracteristicas estructurales y funcién reguladora
A. Auxinas

Es un grupo de compuestos que se caracterizan por su capacidad para inducir la
elongacion de las células de brotes y la diferenciacion celular en las plantas. Son compuestos
acidos o derivados de estos, que tienen un grupo carboxilo unido a otro grupo carbonado,
generalmente -CH,-, que a su vez esta conectado a un anillo aromatico. El .acido indolacético
(AIA) tiene una estructura quimicamente similar al triptofano y probablemente es sintetizado a
partir de éste.
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El AIA es el compuesto del tipo de las auxinas mas conocido, sin embargo las plantas
contienen otros tres compuestos estructuralmente similares al AIA (4cido 4-cloroindolacético,
4cido fenilacético (APA) y acido indolbutirico (AIB)) que provocan algunos efectos similares a
este. La concentracion de AIA en los tejidos vegetales generalmente se encuentra alrededor de
1 a 100 ng/g de peso fresco. A continuacion se muestra la estructura que generalmente
presentan los compuestos naturales que tienen actividad de auxinas (Weaver, 1972; Linskens y
Jackson, 1987):

CH,-COOH
NH

Acido indolacético (AlA)

En contraste con el movimiento de aziicares, iones y otros solutos, el AIA generalmente
no es transportado a través de los tubos del floema o a través del xilema, sino que ocurre
principalmente a través de las células del parénquima. El transporte de las auxinas tiene carac-
teristicas diferentes a las del transporte del floema: el movimiento es lento {cerca de 1 cm/h), el
transporte es polar y requiere de energia metabdlica (Davies, 1987; Salisbury y Ross, 1992).
Todas las auxinas sintéticas aplicadas a las plantas se transportan de la misma manera en que el
AlA lo hace.

B. Giberelinas

Las giberelinas son compuestos isoprenoides, que tienen un esqueleto de giberelano y
que estimulan la division o la elongacion celular, o ambas. Especificamente, son diterpenos
sintetizados a partir de unidades de acetato de acetil coenzima A (acetil CoA) por la ruta del
acido mevalonico. (Weaver, 1972). Todas las giberelinas son acidicas y contienen 19 o 20
atomos de carbono agrupados en cuatro o cinco sistemas de anillos, tienen un grupo carboxilo
unido al carbono 7, y algunas en el carbono 4, asi todas son llamadas acidos giberélicos (AG),
pero con un diferente subindice para distinguirlas entre ellas. En general, las giberelinas que
contienen 19 atomos de carbono son mas activas que las que contienen 20, la estructura general
de las giberelinas es como se muestra a continuacion:
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COOH

CH,
Acido giberéiico (AG,)

C. Citocininas

Son compuestos sustituidos de adenina (con un anillo de purina) que promueven la
division celular (citoquinésis) en tejidos vasculares. Se encuentran también como constituyentes
de ciertas moléculas de RNA, en muchos tipos de organismos (Greene, 1980). La estructura
basica de las citocininas puede ser acida o bien alcalina (Linskens y Jackson, 1987). Las
citocininas mas comunes en las plantas son la zeatina y la ribosil zeatina. Las citocininas
también se encuentran como ribosidos y ribotidos. La estructura comun de las citocininas
naturales y sintéticas es la que se muestra a continuacion:

o,
HN—CH,— C=C
e ™ CH,0H
N
N
l N\
CH

e \ . N /

H

Zeating

La biosintesis de citocininas es a través de una modificacion quimica de la adenina. Los
tejidos vegetales contienen una enzima llamada isopentenil AMP sintetasa, la cual es la primera
enzima que interviene en la formacion de la isopentenil adenina a particr del AMP, que
finalmente puede ser oxidada a zeatina por la sustitucion de un hidrégeno por un grupo -OH.
Los niveles celulares de citocininas son afectados por su degradacion y su conversion a
derivados inactivos diferentes a los nucledsidos y nucleotidos (Davies, 1987; Salisbury y Ross.
1992).

Existen evidencias para sugerir que el transporte es via el xilema a partir de las puntas
de raices (en donde se sintetizan) hacia todas las partes restantes de la planta.
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D. Otros reguladores de crecimiento vegetal
i) Etileno

El gas etileno es sintetizado a partir de la metionina en muchos tejidos vegetales como
respuesta al estrés. En investigaciones recientes se ha descubierto que el etileno es derivado a
partir de los carbono 3 y 4 de la metionina. Es un compuesto no esencial para el crecimiento
vegetativo normal (Davies, 1987).

Por ser un gas, el etileno se mueve por difusion desde su sitio de sintesis. Un
intermediario crucial en su produccion es un compuesto inusual del tipo de los aminoacidos: el
acido l-aminociclopropano-1-carboxilico (ACC), este puede ser transportado y puede ser el
responsable de que el etileno cause efectos a cierta distancia del estimulo causal. La formula
estructural del etileno es la siguiente:

H;C = CB;
ii) Acido abscisico (ABA)

Es una hormona que da a los 6rganos de una planta, la sefial de que indica que estan
sometidos a estrés fisiologico (sequia, suelos salinos, altas temperaturas y frio). Generalmente
causa respuestas que ayudan a la planta a protegerse contra estas situaciones. Este también
ayuda a que se lleve a cabo normalmente la embriogénesis y a la formacién proteinas de
almacenamiento en las semillas, ademas previene la germinacion o crecimiento prematuros en
muchas semillas.

El ABA es un sesquiterpenoide de 15 carbonos sintetizado una parte en los cloroplastos
y otra en plastidos por la ruta del acido mevaldnico. Las primeras reacciones de la sintesis del
ABA son idénticas a las de isoprendides tales como las giberelinas, esteroles y carotenoides. La
biosintesis del ABA, en la mayoria de las plantas, ocurre indirectamente por la degradacion de
ciertos carotenoides presentes en plastidos. Se encuentra en todas las plantas vasculares;
también esta presente en algunos musgos, algunas algas verdes y algunos hongos, pero no en
bacterias. La estructura del ABA se muestra a continuacion:

CH, cH, M Chi

Acldo abscisico (ABA)
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El transporte del ABA ocurre a través del xilema y el floema y también en las células del
parénquima unidas a la superficie vascular. El movimiento de este regulador en las plantas es similar al
de las giberelinas (Davies, 1987).

iii) Acido jasmonico

El acido jasménico (AJ) y su metilester se han encontrado en diferentes especies de
plantas (Vicia faba, Artemisa absinthium) como inhibidor del crecimiento vegetal y como
promotor de la senescencia, y en el aceite esencial de jazmin (Jasminum grandiflorum) (Dathe,
1992). Los jasmonatos han sido encontrados en 150 familias y 206 especies (incluyendo
hongos, musgos y helechos). Estos compuestos se forman biosintéticamente a partir del acido
linolénico libre, probablemente como resultado de la accion de la enzima lipoxigenasa. Se ha
demostrado que los jasmonatos inhiben el crecimiento de ciertas partes de la planta y promueve
fuertemente la senescencia de hojas. Su estructura se muestra a continuacion:

i
¢ CH;—CH,
CH c
/ \ VRN
H.C CH /H
\ / H
\
A
H,C CH
CH; -~ COOH
Acido jasménico

El AJ fue aislado inicialmente de filtrados del hongo Botryodiplodya theobromae y
reportado como un inhibidor del crecimiento vegetal (Lopez y col., 1984). Se ha observado que

el acido jasmonico provoca algunos efectos fisiologicos sobre las plantas similares a los del
ABA (Ueda y col., 1991).

2.1.2. Efectos fisiologicos

Los reguladores de crecimiento vegetal, tanto hormonas como compuestos no
sintetizados por las plantas, provocan una serie de respuestas fisiologicas en diferentes lugares
y etapas de desarrollo en una planta. En la Tabla 2.1 se resumen los efectos mas comunes
producidos por estas sustancias sobre las plantas (Bidwell, 1979; Davies, 1987, Salisbury y
Ross, 1992). Es conveniente aclarar que los efectos que se mencionan a continuacion, son los
que se presentan cuando se utilizan cantidades pequefias (concentraciones micromolares) de
RCV. Sin embargo, si esta concentracion se aumenta, el efecto producido sera el contrario del
mencionado. Muchas sustancias que funcionan como reguladores de crecimiento a bajas
concentraciones se pueden emplear como herbicidas en concentraciones mayores (Austin,
1988).
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Tabla 2.1. Efectos fisioldgicos de algunos RCV

EFECTO Auxinas | Giberelina | Citocinina Etileno Acido
abscisico

Elongacion celular

Division celular

Formacion de érganos
Diferenciacion del tejido vas-
cular

Iniciacion de raices

Respuestas tropisticas
Dominancia apical o
Senescencia de hojas - - - +
Abscision B
Maduracion de frutos - - +
Promueve la floracion + +
Elongacion del tallo
Germinacion de semillas
Produccion de enzimas durante
la germinacion

Contrarresta el letargo
Movilizacion de nutrientes en
células de almacenamiento en + +
semillas
Desarrollo de yemas laterales + -
Desarrollo de cloroplastos y +
sintesis de clorofila
Crecimiento y diferenciacion de +
raices y brotes
Cierre de estomas Y
Letargo en semillas y brotes - - - +

+iditit
+
+

+i+i+

+

+itiei+

+
+
+
v

* Fuente: Davies, 1987, Salisbury y Ross, 1992. El signo (+), indica un estimulo en la respuesta
descrita, el signo (-), indica una respuesta inhibitoria.

A continuaci6n se explican algunos de los efectos fisiologicos indicados en la Tabla 2.1
(Davies, 1987, Weaver, 1972).

¢ Division celular: las auxinas estimulan la division celular en el cambium y, en combinacion
con citocininas, en cultivo de tejidos.

¢ Diferenciacion del tejido vascular: estimulo en la diferenciacion del floema y el xilema.

¢ Respuestas tropisticas: las auxinas, en general, son mediadoras de las respuestas tropisticas
de brotes y raices a la gravedad y a la luz. El tropismo es el movimiento de una parte o
partes de una planta como respuesta a un estimulo.

¢ Dominancia apical: se refiere al efecto de represion de la formacion de brotes laterales.

¢ Senescencia: o envejecimiento, es la fase del crecimiento celular que se extiende desde la
madurez completa hasta la muerte, y se caracteriza por una acumulacién de productos
metabolicos y una pérdida en el peso seco, especialmente de hojas y frutos. Otro evento
propio de la senescencia es el amarillamiento de hojas.
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¢ Abscision: es la separacion de una parte de una planta (hojas, flores, frutos) del resto de la
planta.

¢ Letargo: €l crecimiento de una planta se detiene por factores externos (temperatura,
suministro de agua) o bien internos.

2.2. PRODUCCION DE REGULADORES DE CRECIMIENTO VEGETAL

Este tipo de compuestos pueden producirse artificialmente, por sintesis quimica, o bien
en la naturaleza, ya sea por plantas o por microorganismos.

Al hablar de reguladores de crecimiento producidos naturalmente, se habla solamente de
los compuestos gue son producidos de manera natural, ya sea por organismos del reino vegetal,
o bien por microorganismos (generalmente del suelo). Sin embargo, en esta seccion del capitulo
sOlo se mencionara la produccion por plantas (fitohormonas), ya que se dedica un capitulo
completo a la produccion de reguladores por microorganismos.

Dentro de los RCV sintéticos se producen principalmente auxinas, citocininas y
giberelinas. Las estructuras de estos compuestos estan basadas en la estructura que general-
mente se presenta en los de origen natural,

A. Auxinas

El acido indolacético (AIA) ha resultado ser la auxina encontrada mas frecuentemente
en plantas superiores, por lo que los compuestos sintéticos del tipo de las auxinas, tienen una
composicion quimica similar. Dentro de este grupo de compuestos se encuentran los siguientes
icidos: indolbutirico (AIB), « y fnaftalenacético (ANA), fenilacético, antracenacético, indol-
pirivico, B-naftoxoacético, fenoxiacético y 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) 4-clorofenoxi-
acético, 2-fenoxipro- pibnico, entre otros (Zimmerman y Hitchcock, 1942; Weaver, 1972,
Salisbury y Ross, 1992). Otro importante grupo son los derivados del acido benzoico, como el
acido 2, 3,6- trimetilbenzoico (Weaver, 1972).

El AIA ha sido identificado como un constituyente endogeno de un gran niamero de
plantas superiores. Las auxinas no se encuentran como moléculas libres, sino que forman
complejos. Se sintetizan en el apice del tallo y en tejidos jovenes y se mueve principalmente
hacia abajo del tallo (Bidwell, 1979).

Las plantas contienen otros tres compuestos que son estructuralmente similares al AIA
y provocan muchas respuestas iguales a este, estos pueden como hormonas del tipo de las
auxinas: acido 4-cloroindolacético, acido fenilacético (APA), y acido indolbutirico (IBA).

B. Giberelinas

Algunos compuestos que son precursores de las giberelinas y que han mostrado
actividad del tipo de éstas son el kaureno, o sus productos de oxidacion, kaurenol, kaurenal y
acido kaurenoico (Weaver, 1972). Dichos compuestos pueden ser sintetizados de manera
artificial.
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Las giberelinas existen en angiospermas, gimnospermas, helechos, y tal vez en musgos,
algas y por lo menos en 2 hongos. Son sintetizadas a partir del acido mevaldnico en tejidos
jovenes de brotes y semillas inmaduras. Es incierto si su sintesis ocurre también en las raices
(Davies, 1987), sin embargo se sabe que la mayoria de las células vegetales tienen cierta
capacidad de sintetizar giberelinas. En las hojas jovenes es en donde se detecta la mayor sintesis
de estos compuestos. Las semillas inmaduras generalmente son las mejores fuentes de
giberelinas naturales (Skene, 1970).

Hasta 1990, se habian descubierto 84 giberelinas en varias plantas y hongos (revisado
por Sponsel, 1987; Graebe, 1987; Takahashi y col., 1990, citados por Salisbury y Ross, 1993).
De estas 84, 73 se han detectado en plantas superiores, 23 en hongos del género Gibberella y
14 en ambos.

C. Citocininas

Se han encontrado compuestos sintéticos derivados de purinas 6-sustituidas, que son
mas potentes que las citocininas naturales. Algunos de éstos compuestos son: la cinetina (el
mas potente, no encontrado de manera natural en las plantas) o 6-furfurilamniopurina, 6-bencil-
aminopurina (BAP), 6-(bencilamino)-9-(2-tetrahidropropanil)-9-purina (PBA) (Weaver, 1972).

Las citocininas mis cominmente detectadas y fisiologicamente mas activas en las
plantas son, la zeatina, dihidrozeatina y la isopenteniladenina (IPA).

Desde 1964, se han encontrado citocininas con estructuras del tipo de la adenina
similares a la zeatina y a la cinetina, en varias partes de semillas. La sintesis de citocininas
ocurre principalmente en las puntas de raices y en semillas desarrolladas, se ha detectado
también que existen altos niveles de citocininas en 6rganos jovenes (frutos y hojas). Se han
encontrado estos compuestos en musgos, algas rojas y cafés, aparentemente en algunas
diatomeas y en algunas angiospermas y coniferas.

D. Etileno

En particular, el etileno es sintetizado en tejidos sometidos a senescencia o maduracion.
Esencialmente todas las partes de las semillas producen este gas como respuesta a una con-
dicion de estrés (Davies, 1987, Salisbury y Ross, 1992). Las algas no sintetizan dicho compues-
to. Un analogo sintético del etileno es el etephon o acido 2-cloroetilfosfonico (Weaver, 1972).

2.3. USOS Y APLICACIONES DE LOS RCV

Los RCV utilizados en la agricultura producen una amplia gama de respuestas
fisiologicas, dentro de estas destacan las siguientes: mejora de rendimientos y calidad, aumento
de produccién, enraizamiento, floracion, maduracion de frutos, abscision, inhibicion de brotes,
supresion del crectmiento y defoliacion, produccion de frutas sin semilla, control de la
deterioracion de vegetales almacenados; se aplican sobre todo a cultivos de alto valor comercial
Para considerarse ttiles estas sustancias deben ser efectivas al aplicarse en muy bajas
concentraciones (Austin, 1988; Larqué y Reyes, 1988).
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Se han empleado ampliamente como vastaguicidas (regulacion del crecimiento en el
cultivo de tabaco), para mejorar la calidad de algunos frutos (giberelinas) y como herbicidas al
aplicarse en concentraciones mayores. Los RCV con frecuencia son tan efectivos que unos
pocos miligramos por metro cuadrado pueden alterar considerablemente las diferentes
respuestas del cultivo (Austin, 1988; Larqué y Reyes, 1988).

En la Tabla 2.2 se resumen los principales usos agricolas de los reguladores de
crecimiento vegetal en México (Larqué y Reyes, 1988).

Tabla 2.2. Usos agricolas de los RCV en México

USOS Y CULTIVOS

RCV

Germinacion
Gramineas/hortalizas/papa -

Enraizamiento
Ornamentales/frutales
Transplante
Ornamentales
Reduccién del crecimiento vegetativo
Algoddn
Manzana
Ornamentales
Tabaco
Vid
Estimulante del crecimiento
Gramineas/hortalizas
Tubérculos
Induccion y promocion de floracion
Hortalizas
Ornamentales
Piiia
Vid
incremento de aztcares
Cana de azucar
Incremento del flujo de latex
Hule
Prevencion de la abscision

Acido giberélico
Auxinas y citocininas
Culbac*, Citozyme
AIB + ANA’

AIB + Naftilacetamida

AIB + ANA

Mepiquat*

Daminozide (acido succinico)
Ancimidol*

Hidracina maléica*
Cloromequat*

Acido giberélico

Extracto vegetal*, Citozyme
Folcisteina*

Acido giberélico, Etephon
Acido giberélico

Etileno, Etephon

Etephon

Diquat*, Gliofosina*

Etephon

Frutales Acido indolacético + Naptalam*
Control de tamano y forma de frutos
Manzana BAP® + Giberelinas G4/G-
Vid y otros Acido giberélico
Maduracion y abscision de frutos
Hortalizas/Vid/varios Etephon
Maduracion postcosecha de frutos
Platano ' Etileno
Destruccion de la clorofila de frutos
Naranja Etileno
Curado de la hojas
Tabaco Etephon

® AIB: Acido indolbutirico; ANA: Acido naftalenacético, B4 P: Bencilaminopurina
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Tabla 2.2, (cont.) Usos agricolas de los RCV en México

* Los principios activos de estos compuestos son los siguientes: Cutbac: productos solubles de ta
fermentacién del acido 1actico (por Lactobacillus acidophillus), Citozyme: es un concen- trado
de algas marinas que contiene auxinas, citocininas y giberelinas, Mepiquat: cloruro de n,n
dimetil piperidinium; Ancimidol: ciclopropil-4- metoxi-(pirimidin-5il) bencil alcohol;, Hidrazi-
na maléica: 6-hidroxi-3(2)-piridazinona, Cloromequat: cloruro de 2-cloro etiltrimetil- amonio;
Extracto vegetal: contiene auxinas y citocininas, Folcisteina: acido 3- acetil-tiazolidin-4-
carboxilico;, Etephon: acido 2-cloroetil fosfonico, Diquat: ion (dibro- muro 1,1, etileno 2,2
dipiridilio), Glifosina: n,n bis(fosfonometil) glicina, Naptalam: acido n-1-naftiltalamico.

2.4. ANALISIS CUANTITATIVO Y CUALITATIVO DE LOS RCV

Los RCV producidos en las plantas generalmente se encuentran, sobre bases de peso
fresco, a niveles de 1 a 100 ng/g para AIA, de 1 a 1000 ng/g para giberelinas, y de 1 a 100 ng/g
para citocininas. Lo anterior implica que se requiere de procedimientos de analisis para la
deteccion de cantidades traza, para la correcta identificacion y cuantificacion de estas sustancias
(Brenner, 1981). :

Para el analisis cuantitativo y cualitativo de estos compuestos, existen varios métodos,
que dependiendo de la técnica usada, se dividen en bioensayos, métodos fisicoquimicos e
inmunoensayos.

2.4.1. Bioensayos

Un bioensayo es una prueba realizada sobre organismos vivos con el objeto de detectar
moléculas biologicamente activas que provocan algiin efecto sobre estos.

Los bioensayos han jugado un papel esencial en el descubrimiento e identificacion de los
RCV, sin embargo la mayoria de los bioensayos tienen amplias curvas de respuesta, que
generalmente cubren diferentes ordenes de magnitud, ademas de que la varianza asociada a este
rango de respuestas es proporcional a la respuesta. Otra desventaja de los bioensayos es que
presentan curvas de respuesta a concentraciones log-lineal, lo cnal hace imposible determinar
pequeiias diferencias en las cantidades de RCV entre muestras (Brenner, 1981). Por otra parte,
los bioensayos tienen la gran ventaja de la gran sensibilidad y especificidad de ciertas partes de
plantas o bien de mutantes genéticos deficientes en ciertas hormonas.

2.4.1.1. Bioensayos con plantas

Este tipo de bioensayos miden la respuesta de una planta o parte de una planta a una
cantidad conocida de un RCV o a extractos de tejido. Se basan en las respuestas fisiologicas
manifestadas en alguna parte de una planta, y estas pueden tanto estimular al crecimiento, o
bien inhibirlo, dependiendo de la concentracion usada.

Los bioensayos tienen la ventaja de la gran sensibilidad y especificidad de ciertas partes
de la planta a los diferentes reguladores de crecimiento. Ayudan a establecer la presencia de una
clase dada de RCV, sin embargo, no pueden usarse para identificar un compuesto especifico.
(Brenner, 1981, Salisbury y Ross, 1992).
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Las auxinas son capaces de incrementar la tasa de elongacion celular en coleoptilos y
tallos, ademas de causar formacion de raices. Las giberelinas promueven la elongacion celular,
particularmente en células intactas. Las citocininas estimulan la sintesis de proteinas y
contrarrestan la senescencia de hojas. Tomando en cuenta estas propiedades de los RCV,
algunos bioensayos son realizados con cortes de secciones de coleoptilos puestos en cajas Petri
con diferentes concentraciones de los RCV, asi se observan las respuestas fisiologicas para cada
concentracion (Weaver, 1972).

Algunos de los principales métodos de bioensayos para determinar la presencia de
auxinas se mencionan a continuacion (Audus, 1973).

¢ Prueba de curvatura de coleoptilos (prueba de Avena de Went). Ha sido la prueba mas
usada por los fisidlogos vegetales y continia teniendo gran importancia hasta la fecha. Se
basa en el efecto que provocan las auxinas sobre las respuestas de curvatura a un estimulo
direccional (tropismos). La respuesta observada es que al aumentar la concentracion de la
auxina, aumenta la curvatura del coleoptilo.

¢ Pruebas de crecimiento de segmentos rectos. Se basa en la medicion de la curvatura
obtenida por la aplicacion unilateral de la auxina, este mide el incremento total en la tasa de
crecimiento de pequefios cilindros cortados del coleoptilo.

® Pruebas de curvatura con organos abiertos. El material usado consiste en porciones de
tallos jovenes de chicharo que han sido crecidos en la oscuridad durante una semana.
También se basa en el efecto de curvatura que provocan las auxinas.

¢ Pruebas de crecimiento de raices. Este método hace uso del efecto de las auxinas sobre la
elongacion de las raices. Concentraciones de auxinas capaces de estimular el crecimiento de
coleoptilos, inhiben el crecimiento de raices, pero a pequefias concentraciones (1 parte en
10% se percibe un ligero estimulo del crecimiento radical. Las especies de semilla pequeiia
son las mas adecuadas para realizar esta prueba.

A continuacion se mencionan algunos de los bioensayos mas usados para la
determinacion de giberelinas.

¢ Pruebas en semillas. La aplicacion de giberelinas en semillas enteras intactas son mucho
mas sensitivas que en Organos aislados. La prueba consiste en aplicar una solucion con
giberelinas a semillas germinadas, lo cual provoca un incremento en la elongacion del
hipocotilo. La respuesta observada es generalmente proporcional al logaritmo de la
concentracion de giberelina.

¢ Prueba de endospermos en cebada. Uno de los efectos mas reconocidos de las giberelinas
es su capacidad para promover y a veces inducir la germinacion de semillas. La prueba
consiste en cortar transversalmente los granos de cebada y colocarlos en la superficie de la
solucidn que contiene giberelinas. Después de dos dias de incubacion, la cantidad de
aziicares reductores liberados del endospermo hacia la solucion resulta proporcional a la
concentracion de giberelinas en el medio.
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¢ Prueba de senescencia de hojas. A bajas concentraciones, el acido giberélico retarda la
senescencia y posterior pérdida de clorofila en discos aislados de hojas de Diente de Leon:
Los discos son colocados en la oscuridad en soluciones que contienen giberelina, al cabo de
4 o 5 dias la clorofila del control ha desaparecido. La clorofila es extraida de los discos y
cuantificada por espectrofotometria, la concentracion del plgmento es proporcional a la
concentracion de giberelina.

2.4.1.2. Bioensayos con microorganismos

La mayoria de métodos de bioensayos para RCV se basan en la medicion de respuestas
en el crecimiento de plantas superiores, sin embargo en dicha técnica existen grandes
variaciones en los resultados obtenidos. Una gran ventaja que presentan los bioensayos con
microorganismos, es que las poblaciones microbianas resultan mas homogéneas (en relacion a
las poblaciones vegetales), ademas de su rapido crecimiento, lo cual implica una menor
variacion en los resultados obtenidos (Barea, 1974).

Greene (1980), cita una serie de autores que han investigado acerca de la respuesta de
diferentes microorganismos a la presencia de RCV, sin embargo aun no se han estudiado bien
sus efectos sobre el crecimiento microbiano. '

La adicion de concentraciones apropiadas de cinetina al medio de cultivo estimula el
crecimiento de diferentes microorganismos (Maruzzella y Garner, 1963; Farbwerke, 1964;
Atmar y col., 1976; citados por Greene, 1980), pero inhibe el crecimiento de Corynebacterium
michiganense (Maruzzella y Graner, 1963) y tiene un ligero efecto sobre el crecimiento de
Saprolegnia australis (Elliott, 1967, citado por Greene, 1980). El crecimiento de Escherichia
coli es estimulado por cinetina, pero aparentemente no por isopentenil adenina. La adicion de
citocininas al medio de cultivo causa una disminucién en la concentracién del AMP ciclico en
E. coli (Coppola, 1976, citado por Greene, 1980). La cinetina promueve la formacion de
estructuras reproductivas por algunos microorganismos (Jones, 1978) e induce la degradacion
de celulosa por Clostridium thermocellum (Quinn y col., 1963).

Barea y col. (1974), han desarrollado un método para la deiecci(m de RCV, basado en
la respuesta de crecimiento de Saccharomyces cerevisiae (cepa S;s). La densidad optica y el
numero de células, al cabo de 24 horas, se incrementa linealmente de acuerdo a la
concentracion de cinetina, acido giberélico o auxina afiadidas al medio. Este procedimiento fue
usado para demostrar actividad de citocininas, auxinas y giberelinas.

2.4.2. Métodos fisicoquimicos

Los procedimientos fisicoquimicos de deteccion, cuando son combinados con técnicas
de purificacion adecuados, son capaces de detectar un compuesto especifico. Anterior al
analisis por métodos fisicoquimicos, es necesario hacer una extraccién de la molécula de interés
por medio de solventes organicos. -Sin embargo, 1a seleccion de un solvente apropiado para la
extraccion de RCV de tejidos, es uno de los aspectos mas confusos en el anilisis de estas
sustancias, ademas de que estos procedimientos a menudo son disefiados para la deteccién solo
de las formas libres de los RCV. En los procesos de extraccion debe tomarse en cuenta la
alteracién que puede ocurrir en la estructura del RCV en estado original durante el proceso.
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Esta alteracion puede deberse a la hidrolisis, accién enzimatica o derivatizacion quimica del
compuesto original (Brenner, 1981). Para la deteccién de fracciones biologicamente activas
durante los pasos de purificacion, es necesario la utilizaciéon de los diversos bioensayos
especificos para cada tipo de RCV (Reeve y Crozier, 1980).

Son necesarios procesos selectivos para el estudio de RCV, y es importante que estos
procesos detecten, inclusive, niveles traza. Se deben combinar procesos de separacion selec-
tiva y ademas métodos de seleccion. Existen diversos métodos fisicoquimicos para el analisis
cuantitativo de los RCV, dentro de los mas utilizados se encuentran el HPLC, cromatografia de
gases, espectrometria de masas, cromatografia de capa fina, entre otros (Shindy y col., 1975
Crozier y col., 1980; Brenner, 1981; Linskens y Jackson, 1987;). A continuacion se detallan
algunas técnicas para la extraccion y deteccion de reguladores de crecimiento, las cuales
resultan sensitivas con menos de 100 ng del compuesto a probar (Brenner, 1981; Horgan,
1987; Weaver, 1972).

2.4.2.1. Extraccion de RCV
A. Auxinas

El AIA es un acido organico con un pk, de 4.8, es un compuesto muy labil, que
facilmen- te sufre oxidacion no enzimatica en presencia de luz, oxigeno y peroxidos.
Generalmente la descomposicion de este acido ocurre durante los procesos de extraccion y
purificacién anteriores al analisis (Emstsen y col., 1986).

El metanol y, en algunos casos, el etanol son los compuestos mas cominmente usados
para la extraccion de los indoles, sin embargo esto implica la posible esterificacion parcial de
los acidos carboxilicos a sus respectivos metil y etil ésteres. La acetona, el dietileter, el
cloroformo y el acetato de etilo también han sido usados para la extraccion de indoles de
tejidos vegetales (Brenner, 1981; Linskens y Jackson, 1987).

Crozier y col. (1980) llevaron a cabo la extraccion de AIA a partir de callos de
Pseudotsuga menziesii con metanol, a continuacion los extractos metanolicos fueron reducidos
a la fase acuosa y finalmente se afiadid un una solucion amortiguadora de fosfatos a pH 8.

Hemberg y Tillberg (1980) experimentaron diferentes métodos de extraccion para el
AlA, usando como solventes metanol al 100, 90 y 80 %, dietileter recién destilado, acetona al
100 y 90 % y diclorometano. También se variaron las temperaturas (-24, 4 y 30° C) y el tiempo
(3 a 24 horas) de la extraccion. El mayor rendimiento de AIA se obtuvo al usar metanol como
agente de extraccion y rendimientos significativamente menores se obtuvieron con dietileter y
diclorometano. La duracién del periodo de extraccion aumenté el rendimiento en todos los
casos. El aumento en la temperatura también resulté un factor favorable para el aumento del
rendimiento de AIA.

Ek y col. (1983), llevaron a cabo la extraccion de AIA a partir del micelio de hongos
ectomicorrizicos con metanol al 80 %, el micelio homogeneizado en metanol fue dejado a 5° C
durante 20 horas. El metanol fue evaporado y a la fase acuosa residual se le agregd un una
solucion amortiguadora a pH 8, a continuacion el pH fue ajustado a 2.7 y la solucion extraida
con acetato de etilo.
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Rouillon y col. (1986) realizaron la extraccion de indoles de la siguiente manera: el
fitrado que contenia los indoles se concentrd, se le ajusté el pH a 3, después se hizo una
extraccion con acetato de etilo (se deseché la fase acuosa), una evaporacion a sequedad y se
solubilizé nuevamente con acetato de etilo.

B. Giberelinas

Para el aislamiento de las giberelinas se han reportado diversos procedimientos, cada
uno de estos con sus propias caracteristicas para hacerlo el mas apropiado para la extraccion y
separacion de las diferentes giberelinas (Barendse, 1987).

En general, el material vegetal ha sido extraido por homogeneizaciéon en metanol. o
menos frecuentemente en una solucién acuosa de acetona al 80 %, seguida por filtracién tres o
cuatro veces. Linskens y Jackson (1987) reportan como un procedimiento general, el
fraccionamiento con solventes, utilizando en los extractos metanol o acetona, seguido de una
evaporacion, ajuste de pH (2.5-3), extraccion con benceno, extracciéon con acetato de etilo,
extraccién con NaHCO; en solucién acuosa, extraccion con n-butanol, secado y concentracion
y finalmente el ajuste del pH a 6.5.

Por otra parte Kurogochi y col. (1979) reportan como procedimiento general para la
extraccion de giberelinas de tejidos de plantas de arroz el siguiente: homogeneizacion de los
tejidos en metanol, evaporacion del extracto metandlico, ajuste del pH (7) del residuo acuoso,
particion con acetato de etilo, ajuste del pH (2.5) de la solucion acuosa y finalmente una
segunda particion con acetato de etilo para obtener una fraccion acida.

El etanol, agua y soluciones dilnidas de NaOH han sido usados comiinmente como
solventes para el AG;. du Preez y Kilian (1993) han probado 1a estabilidad del acido giberélico
en diferentes solventes, ellos encontraron que una solucion de NaOH 0.1 M resulta muy
eficiente en la extraccion de este RCV, sin embargo no recomiendan su uso debido a que
encontraron que el AG; es transformado a su correspondiente acido dicarboxilico en sohicion
alcalina. '

De acuerdo con Barrios (1994), el acido giberélico puede ser extraido de una solucion
acida con €] uso de solventes no polares como el hexano o el acetato de etilo, y de una solucion
alcalina con agua o metanol.

Todas las giberelinas libres son inestables en acido. Sin embargo, las giberelinas con
doble enlace entre los carbonos 1 y 2 y las que contienen un grupo 3f-hidroxilo (como AGs;)
son inestables bajo condiciones acidas. Estas ultimas son estables a pH entre 8 y 8.5 por
relativamente cortos periodos de tiempo (Linskens y Jackson, 1987).

C. Citocininas

Ng y col. (1982) reportan la extraccion de citocininas con la adicion de etanol al 70 % a
un extracto que contenia estos compuestos.
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Para prevenir cualquier degradacion enzimatica de las citocininas, el material del cual se
extraeran, debe ser inmediatamente congelado o bien el proceso de extraccion debe hacerse al
instante de su recoleccion.

El paso inicial en la extraccién de citocininas, es la homogeneizacion del material
vegetal con un solvente miscible en agua, tales como etanol o metanol, y a continuacion es
sujeto a una particién con solventes. Algunos solventes de extraccion que han sido usados son
los siguientes: etanol al 95 %, etilacetato frio, seguido de etanol y butanol; metanol al 80 %,
entre otros (Linskens y Jackson, 1987). También se ha reportado la extraccion de estos
compuestos con el uso de agua o una solucion amortignadora (Brenner, 1981).

2.4.2.2. Cuantificaciéon de RCV
A. Cromatografia Liquida de Alta Presion (HPLC)

Recientes estudios en la técnica de analisis por HPLC han mostrado que esta técnica
actualmente resulta mumy adecuada para el anilisis de fitohormonas en general, y para
giberelinas en particular. La gran disponibilidad de arreglos de soportes con diferentes
selectividades y colummnas con altas eficiencias que permiten rapidas velocidades de analisis a
temperatura ambiente, contribuyen a la completa efectividad de esta técnica de cromatografia
liquida para el analisis de RCV. El HPLC puede usarse con instrumentos tanto preparativos
como analiticos que pueden emplearse en combinacién. Ademas de lo anterior, existen ya una
gran cantidad de detectores altamente sensitivos los cuales, particularmente usados en
combinacioén, aumentan en gran medida la sensibilidad y 1a selectividad de la técnica (Linskens y
Jackson, 1987).

El material de empaque de columnas de HPLC mas popular hasta la fecha ha sido el
octadecil silano (ODS o Cg), el cual consiste de una cadena de octadecil carbono unida a
microparticulas de silica. Se han utilizado columnas preparativas C,s para recuperar fracciones
que contienen ABA, auxinas, citocininas y giberelinas provenientes de extractos vegetales
{(Brenner, 1981).

i) Deteccion por radiacion UV

Es uno de los detectores mas usados para HPLC. Este método puede considerarse solo
parcialmente selectivo para RCV, ya que solo se detectan moléculas que absorben luz UV a
ciertas longitudes de onda. Cantidades tan pequeiias como 4 ng de citocininas pueden
detectarse a 254 nm; ¢l limite reportado para AIA a 280 nm es de 5 a 20 ng. Las giberelinas
absorben radiacion UV solo abajo de 220 nm (Brenner, 1981).

Rouillon y col. (1986), utilizaron para el analisis de compuestos indolicos, una columna
Microbondapak C,s, con el siguiente sistema de solventes: 10 % de etanol, 89.99 % de agua y
0.01 % de 4cido acético (CH;COOH). Los compuestos indolicos fueron detectados a 280 nm.

Thibert (1994) recomienda el uso de una columna Spherisorb ODS con una fase movil
de una soluciéon amortiguadora de fosfatos (pH 4.6)/metanol (75:25 v/v), con el uso de un
detector UV a 210 nm, para el analisis del acido giberélico.
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ii) Deteccion por fluorescencia

Ofrece mayor sensibilidad y selectividad que la deteccion por radiacion UV, se utiliza
especialmente con indéles. La fluorescencia natural del AIA permite la deteccion de otros
compuestos no derivados, lo cual evita el problema de posibles interferencias en el analisis. La
deteccion de AIA tiene un limite de 10 a 20 pg. El uso de ésteres de metoxicumaril de ciertos
estandares de giberelina, facilitan su deteccion para limites inferiores a 5 pg.

Un método fluorimétrico que resulta muy sensitivo para la determinacion de la presencia
de AIA en soluciones, se basa en la ocurrencia de fluorescencia cuando H>SO, y CuSO, se
afiaden a la solucion. La cantidad de fluorescencia obtenida bajo luz ultravioleta, puede medirse
fotoeléctricamente con un fluorimetro. La fluorescencia es verde a bajas concentra- ciones y
amarilla a altas.

Cuando los cromatogramas se preparan con un reactivo de dcido perclorico, existe una
relacion lineal entre el area manchada y el logaritmo de la cantidad de AIA de 0.25 y 8 pg. Para
AIB y AIP, la relacion va desde 2.0 a 20 ng (Weaver, 1972).

Emstsen y col. (1986) reportan el uso de una columna Nucleosil C-18 Sum (Sandberg y
col., 1981) con un detector espectrofluorimétrico (excitacién a 280 nm, emision a 350 nm), y
una fase mévil de fosfato de sodio 0.05 M (pH 6.5) con sulfato de tetrabutilamonio 0.02 M en
metanol (65:35, v/v), para la deteccion de compuestos indolicos.

Crozier y col. (1980) utilizaron una columna Hypersil-ODS utilizando HPLC en fase
reversa eluyendo con un gradiente creciente de etanol en un una solucion amortiguadora de
acetato de amonio (20 mM, pH 3.5), para el analisis de AIA. Las muestras eluidas fueron
registradas con un detector espectrofluorimétrico.

iii) Detectores electroquimicos

Cuando estos aparatos son operados en el modo oxidativo, resultan sensitivos y selecti-
vos para AlA y otras auxinas indolicas. Puede detectarse también zeatina, pero no su ribosido.

B. Cromatografia de gases (CG) y espectrometria de masas (EM)

El espectrometro requiere de muestras altamente purificadas. Para la deteccion por EM-
CG, todos los RCV, excepto el etileno, deben ser derivatizados para hacerlos volatiles. Hasta
recientemente, todas las muestras de RCV se han ionizado bombardeandolas con electrones de
alta energia, y de esta manera se ha logrado analizar una gran cantidad de RCV: derivados del
ABA y compuestos relacionados; AIA, derivados y conjugados de AIA; citocininas y derivados
de estas; y giberelinas, derivados y conjugados de giberelinas. El uso de EM-CG, es
especialmente importante en el estudio de las giberelinas, ya que causan pocas respuestas
unicas (Brenner, 1981).

Una ventaja de este método es que las muestras no necesitan ser purificadas antes del
analisis, siempre y cuando estas no contengan sustancias que puedan interferir con el analisis
(Ek y col,, 1983).
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i) Detectores de ionizacion de flama

Detectan cualquier compuesto que se joniza tras la combustion en una flama de
hidrogeno. Este tipo de detector, es esencialmente no selectivo y son capaces de detectar
cantidades tan pequefias como 1.0 ng de un compuesto.

ii) Detectores de captura de electrones

Responde solo a compuestos electronegativos (halogenados y ciertos compuestos
aromiticos hidrocarbonados). Es un detector altamente selectivo y considerablemente sensitivo.
Se ha empleado principalmente para la deteccion de cido abscisico.

iii) Detectores de ionizacion de flama basico

Puede utilizarse para detectar selectivamente, moléculas que, contienen fosforo o
nitrégeno. Se ha utilizado para detectar metil ésteres de AIA y citocininas permetiladas. Se han
reportado limites de deteccion en el rango de S pg para ambos tipos de compuestos, sin
embargo, muestra sensibilidad solo para 1 ng por inyeccion.

iv) Espectrometria de masa

El espectrémétro de masa (EM) resulta ser un detector muy selectivo, este puede
acoplarse a un cromatografo de gases (CG), lo cual permite la combinaciéon del poder de
separacion del cromatografo con la calidad de deteccidn selectiva del espectrometro.

Ek y col. (1983), utilizaron esta técnica para el analisis de AJIA. Los extractos que
contenian el AIA fueron disueltos en piridina y N, O-bis(trimetilsilil) trifluoroacetamida
(BSTFA) con el objeto de “sililar” el acido. Después de esta reaccion el AIA fue cuantificado
con el uso de una columna de vidrio OV 101. La espectrometria de masas fue operada en el
modo de deteccion de iones multiple. El espectro de masas fue corrido con 70 eV.

C. Cromatografia de capa fina

Hasta recientemente, en la mayoria de los procedimientos de anilisis para RCV se ha
incorporado al menos un paso que incluya la cromatografia en capa fina. Sin embargo, una
desventaja de esta técnica es la pérdida substancial de las citocininas polares y giberelinas por el
uso de laminas de silica. También se ha reportado que laminas de cubierta de silica causan un
decremento en la recuperacion de AIA comparado con las laminas con cubierta de celulosa
(Brenner, 1981).

Rouillon y col. (1986), utilizaron esta técnica para el analisis de compuestos indélicos.
Los extractos concentrados contenidos en la fase con etil acetato (posterior a la extraccion)
fueron aplicados a laminas de silica gel G60 sin indicador de fluorescencia, y fueron corridas en
una mezcla de acetato de metilo/isopropanol/hidroxido de amonio 25 % (45:35:20 por
volumen). El desarrollo de los cromatogramas ascendentes se pararon a los 15 cm del punto
inicial; los cromatogramas fueron asperjados con el reactivo de Salkowski o Van Urk.
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Por otra parte, Kurigochi y col. (1979), reportan el uso de laminas de silica gel GFzs, y
PF1s4 con el sistema de solventes: acetato de etilo/cloroformo/acido acético (20:8:1, v/v), para
¢l analisis de giberelinas de extractos de plantas de arroz.

2.4.3. Ensayos inmunologicos

Ademas de los bioensayos y métodos fisicoquimicos, existe un tercer método para la
cuantificacion de RCV, los inmunoensayos, los cuales implican un método de deteccion
extremadamente sensitivo y de alta selectividad. El procedimiento requiere de la formacion de
un anticuerpo antihormona (o bien anti-RCV), hecho por células animales, ¢l cual se hace
reaccionar con ¢l regulador de interés en el ensayo. Son mas rapidos y sensitivos que cualquier
bioensayo, pero estan cominmente sujetos a interferencias positivas o negativas por parte de
los compuestos presentes en muestras relativamente crudas en la reaccion antigeno-anticuerpo.
Una de las desventajas que presenta esta técnica, es la preparacion o adquisicion en el mercado
del anticuerpo, lo cual generalmente no resulta facil.

Los radioinmunoensayos, una técnica desarrollada por Berson y Yalow (1959), ha
resultado ser una técnica muy especifica y extremadamente sensible para el analisis de
metabolitos vegetales secundarios o fitohormonas. Se han elaborado inmunoensayos sensitivos
y especificos para la deteccion de ABA, AlA, citocininas y giberelinas. Los mas sensitivos de
estos ensayos, son igual o, en la mayoria de los casos, mucho mas sensibles que los métodos
fisicoquimicos mas avanzados (Weiler, 1982).

La mayor ventaja de los inmunoensayos sobre otras técnicas es su potencial para
analizar muestras impuras. Normalmente muestras de 100 a 500 mg de tejido fresco, son
suficiente para el analisis de los RCV.

Las curvas de respuesta de los inmunoensayos son lineales en un rango de
aproximadamente un orden de magnitud (Salisbury y Ross, 1992).
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2.5. MICROORGANISMOS PRODUCTORES DE RCV

En el presente capitulo se hablara de microorganismos que habitan la rizosfera, algunos
fitopatdgenos y otros simbidticos, y que tienen la propiedad de producir RCV. Por una parte se
hara referencia a bacterias y actinomicetos, muchos fitopatogenos y otros simbiéticos, capaces
de producir estos compuestos; y por otra parte de las micorrizas, especificamente de los hongos
ectomicorrizicos, debido a que se ha reportado una gran cantidad de géneros de dichos hongos
como productores de RCV.

2.5.1. Bacterias y actinomicetos

Existe un gran numero de bacterias y algunos actinomicetos, que por lo general habitan
la microrrizosfera, que son capaces de producir reguladores de crecimiento vegetal.

A. Auxinas

Se ha reportado que varias especies de Rhizobium (bacteria fijadora de nitrogeno en
leguminosas), pueden convertir el triptofano a AIA y compuestos relacionados (revisado por
Greene, 1980). Rhizobium spp. tienen la capacidad de estimular la division celular en la corteza
debido a la liberacion de auxinas y citocininas en la superficie de la raiz o en el lugar infectado.

Pseudomonas savastanoi, bacteria que provoca la enfermedad llamada nudo de olivo en
plantas lefiosas de la familia Oleaceae, produce auxinas y citocininas en cultivo puro. Cuando el
medio contiene L-triptofano, la bacteria produce indol-acetamida (probablemente un
intermediario en la formacioén de AIA) y icido indolacético (AIA) (revisado por Greene, 1980).

Salmeron y col. (1990), reportan la produccion de auxinas, citocininas y giberelinas por
una cepa de Azotobacter chroococcum (bacteria fijadora de nitrogeno) aislada de raiz de Zea
mays (maiz). La produccién de estos compuestos estuvo correlacionada con la cantidad de
fosfato solubilizado, este afecta positivamente la produccion de auxinas citocininas y
giberelinas. La fuente de fosfato soluble usada fue K;HPO,.

Se han estudiado varias especies de Arthrobacter y Streptomyces, y dos cepas de
Bacillus circulans aisladas de la microrrizosfera de pino (Pinus silvestris L). De estos, solo dos
especies de Arthrobacter produjeron pequefias cantidades de auxinas en un medio sin
triptofano. En presencia de triptofano todos los microorganismos estudiados produjeron
auxinas. Las mayores cantidades de auxinas fueron producidas por dos especies de
Arthrobacter (0.238 y 0.290 mg de AIA/ml de medio) (Strzelczyk y Pokojska, 1989).

B. Giberelinas
Se han identificado giberelinas A,, A; e iso-A;, en un cultivo aséptico de Azospirillum

lipoferum, cepa op 33 (sobreproductora de auxinas). El microorganismo fue cultivado en
medio liquido durante 48 h a 32° C, pH 6.5 - 6.8, con aireacion (Bottini y col., 1988).
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Atzom, y col. (1988) reportan la produccién de giberelinas en cultivos de cepas
silvestres y mutantes de Rhizobium phaseoli. Todas las cepas estudiadas excretaban acido
indolacético (AIA), pero no es claro que exista relacion entre las cantidades de AG y AIA
acumuladas. Los cultivos se mantuvieron en agar inclinado con levadura y manitol, a 25° C.

C. Citocininas

Phillips y Torrey (1972), estudiaron la produccion de un compuesto del tipo de la
zeatina en filtrados de cultivos de Rhizobium leguminosarium y Bradyrhizobium japonicum.

Se ha detectado actividad de citocininas en el filtrado de un cultivo de B. japonicum,
equivalente a aproximadamente 1 pg de cinetina por litro. La actividad observada corres-
pondia a zeatina, ribosilzeatina y metiltiozeatina. El medio de cultivo utilizado contenia como
fuente de carbono manitol (10 g/1) y vitaminas. El pH del medio fue de 6.8, y se incubé a 27° C
en agitacion continua (Sturtevant y Taller, 1988).

Thimann y Sachs (1966), demostraron por primera vez la produccion de citocininas en
un medio definido por Corynebacterium fascians, bacteria que provoca una enfermedad en
plantas superiores, conocida como “fasciacion”. Se han identificado siete citocininas
(isopentenil adenosina, isopentenil adenina, ribosil-zeatina, cis trans-zeatina, metiltio-cis-
zeatina) en cultivos de C. fascians. Las citocininas predominantes en cultivos de C. fascians, en
términos de actividad biologica, son la isopentenil adenina y la zeatina (revisado por Greene,
1980). De acuerdo a resultados obtenidos por Murai (1980; Greene, 1980), se puede decir que
un plismido de alto peso molecular puede relacionarse con la patogenicidad del micro-
organismo y con la produccion de altos niveles de citocininas. Los sintomas de la enfermedad
(fasciacion), se asocian con el incremento de los niveles de citocininas y quizas disminucién de
los niveles de auxinas en tejidos enfermos.

Agrobacterium tumefaciens es una bacteria que produce formacion de tumores en
plantas dicotiledéneas, y se ha reportado que ésta produce, por si misma, auxinas y citocininas.
La produccion de citocininas por 4. tumefaciens fue reportada por primera vez por Klimbt
(1967), y confirmada por Upper y col. (1970, citados por Greene, 1980); dicho compuesto fue
identificado como isopentenil adenina. Mas tarde se identificaron siete citocininas, de las cuales,
las especies predominantes fueron isopentenil adenina, trans-zeatina y metil- tioisopentenil
adenosina. Se sugiere que los ribosidos en el medio de cultivo podrian ser productos del
catabolismo del RNA, (revisado por Greene, 1980).

Varios autores han reportado la produccion de citocininas por bacterias de la rizosfera.
Ademas de bacterias, también se ha detectado la produccion de estos compuestos por el
actinomiceto Streptomyces flaveolus (Greene, 1980).

Akiyoshi y col. (1987) publicaron que se han identificado en los géneros Agro-
bacterium y Pseudomonas, cepas productoras de transzeatina. Cepas de 4. rhizogenes y A.
tumefaciens produjeron trans-zeatina en cultivo en cantidades de 0.5 a 44 ng/l. P. solana-
cearum y P. syringae pv. savastanoi, produjeron trans-zeatina a niveles arriba de 1 mg/l.

22



Revision bibliogrdfica

2.5.2. Hongos
2.5.2.1. Hongos filamentosos

Ulrich (1960), reporta que desde 1928, Nielsen demostrd actividad de auxinas en
extractos de cultivos del hongo Rhizopus suinus. Mas tarde, el mismo detecté la produccion de
AIA por el hongo filamentoso Coprinus comatus.

En los afios 30, Yabuta y Hayashi aislaron un compuesto activo del hongo Gibberella
Jujikuori, ascomiceto que provoca enfermedades en el arroz, al cual llamaron giberelina.. En
1954, Curtis y Cross detectaron la presencia de acido giberélico (AGs) en un filtrado de un
cultivo de Gibberella fujikuori. Hasta 1990, se habian encontrado 25 giberelinas en hongos del
género Gibberella (revisado por Salisbury y Ross, 1992)

Hasta la fecha se ha detectado la produccién de giberelinas por tres hongos
filamentosos: G. fujikuroi, Fusarium moniliforme (la forma imperfecta de G. fijikuroi) y
recientemente por Neurospora crassa ( Briickner y Blechschmidt, 1986).

Varios autores (Vass y Jefferys, 1979; Jones y Pharis, 1987) han reportado que la
produccion significativa de giberelinas por G. fujikuroi, empieza en el momento que la fuente
de nitrogeno se agota en el medio.

Jones y Pharis (1987) investigaron la produccién de giberelinas por células libres e
inmovilizadas de Gibberella fujikuori. La cantidad de giberelinas producidas resulté mayor con
células libres que con inmovilizadas. Por otra parte, Kumar y Lonsane (1987, 1988) han
estudiado la produccion de acido giberélico por Gibberella fujikuori en fermentacion solida,
con la utilizacion de almidon de maiz como fuente de carbono. Con los resultados obtenidos,
lograron determinar que por la técnica de cultivo en fed-batch, es posible aumentar el
rendimiento de acido giberélico en un 18.2 %, comparandola con el cultivo en batch.

El género Taphrina es un ascomiceto que causa malformaciones en los tejidos de
plantas superiores, varios autores han encontrado produccion de citocininas por diferentes
especies de este género. Desde 1961 se han encontrado evidencias acerca de la produccion de
citocininas por Taphrina deformans, uno de los compuestos detectados fue la cinetina (Greene,
1980).

También se ha encontrado actividad de citocininas en filtrados de cultivos de 7. cerasi
(Barthe y Bulard, 1974; Johnston y Trione, 1974; citados por Greene, 1980), uno de los
compuestos activos presentes fue la zeatina. Kemn y Naef-Roth (1975) confirmaron la presencia
de citocininas activas en filtrados de cultivos de 7. deformans y T. cerasi, y también detectaron
actividad en filtrados de 7. amentorum y T. betulina (Greene, 1980).

Norberg (1968, citado por Greene, 1980) investigé la produccion de reguladores de
crecimiento por varias especies de Exobasidium, un basidiomiceto que infecta plantas de la
familia Ericaceae. Se han detectado citocininas activas en extractos de filtrados de cultivo de £.
myrtilli y E. uvae-ursi, cuando estas especies se crecieron en medio con nitrogeno inorganico.
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También se ha detectado actividad de citocinina en filtrados de los hongos
fitopatogenos Monilia fructicola, M. fructigena y M. laxa (los cuales causan podredumbre en
algunos frutos), ademas de una especie de Cytospora (Greene, 1980).

Por otra parte, Husain y col. (1993) recientemente han encontrado que la enfermedad
“die-back” (en la que se observa una disminucion en la calidad y produccion de las flores),
padecida por rosas omamentales sometidas a condiciones de estrés por agua, es causada por el
hongo Botryodiplodia theobromae, el cual ha sido reportado por varios autores como
productor de acido jasmoénico (AJ), que en altas concentraciones resulta ser toxico.

En sistemas fangicos, solamente se han encontrado dos especies capaces de producir
jasmonatos (acido jasménico, entre otros): B. theobromae y G. fujikuroi. Filtrados de cultivos
de B. theobromae contienen (+)-7-iso-acido jasmonico y varios hidroxilados del acido
jasménico. En G. fujikuroi se han identificado compuestos conjugados de AJ y 9,10-dihidro-
Al pero no sus acidos libres (Miersch y col., 1993).

2.5.2.2. Hongos micorrizicos

Esta parte de la revision bibliografica se enfocard a los hongos formadores de
micorrizas, y particularmente a los hongos ectomicorrizicos, ya que han sido reportados desde
hace afios atras como hongos que tienen la capacidad de producir RCV asi como otros
metabolitos secundarios (como antibioticos).

Una micorriza consiste en la asociacion simbidtica entre la hifa de cierto tipo de hongos
(lamados micorrizicos) y las raices de plantas superiores. La infeccion micorrizica,
generalmente incrementa la eficiencia de absorcion de nutrientes por su hospedero, del cual el
hongo obtiene directamente compuestos carbonados. En las micorrizas, siempre hay alguna
penetracion de tejidos, o bien una estructura reconocible conformando alguno de los patrones
comunes (Harley y Smith, 1983).

A. Clasificacion de las micorrizas

Existen principalmente 3 clases de micorrizas: 1) Endomicorrizas o micorriza vesicu-
lar-arbuscular, en las que el micelio del hongo permanece incluido entre y dentro del tejido de la
raiz, pertenecen a la clase Zygomycetes y a la subdivision Endogonaceae. 2) Ectomicorrizas, en
la cual, las hifas del hongo forman una extensa cubierta o manto alrededor del exterior de la
raiz con solo una pequefia penetracion de las hifas hacia el tejido cortical. La cubierta fungica.
en las ectomicorrizas, tiene un grosor entre 20 y 100 mm, la mayoria en el rango de 30 a 40
mm y comprende de un 25 a 40 % del peso seco del hongo (Harley, 1952 y Melin, 1958,
citados por Harley y Smith, 1983). 3) Ectendomicorriza, presenta caracteristicas tanto de las
endo- micorrizas como de las ectomicorrizas, la cubierta formada puede ser muy reducida o
ausente, las hifas también penetran en las células del hospedero. Los mismos hongos que
forman ectomicorrizas pueden, sobre diferentes especies de plantas o en condiciones diferentes.
formar ectendomicorrizas (Harley y Smith, 1983; Brock, y col., 1984; Marx y Krupa, 1978).

En las ectomicorrizas, el hongo (septado o aseptado) forma una estructura llamada
manto o cubierta que encierra a las raices. La principal caracteristica de las ectomicorrizas, es
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que se encuentran formando una red fingica intracelular en la corteza de la raiz (red de Hartig).
Esta estructura no penetra, o lo hace muy ligeramente, al interior de las células. En ocasiones, o
como una etapa del desarrollo, la red de Hartig puede estar total o parcialmente ausente.

B. Habitat natural de las ectomicorrizas

Ya se ha mencionado que las ectomicorrizas son asociaciones de cierto tipo de hongos
con plantas, existen ciertos arboles que se encuentran formando ectomicorrizas con hongos
especificos.

Los hongos ectomicorrizicos se encuentran en asociacion, particularmente, con plantas
lefiosas en regiones temperadas e incluyen especies que tienen importancia desde un punto de
vista agricola. En particular, las asociaciones ectomicorrizicas predominan en diferentes familias
de arboles de importancia econémica (Harvey, 1991).

Algunos arboles tropicales y subtropicales pueden ser ectomicorrizicos durante algunos
periodos del afio por razones del medio ambiente. Una buena parte de fanerégamas forman
ectomicorrizas. El género Eucalyptus es un componente importante de bosques y matorrales en
Australasia tropical y temperada. La familia Dipterocarpaceae, son arboles dominantes de
regiones de monzon y himedo-tropicales (Harley y Smith, 1983).

Se han encontrado gran cantidad de ectomicorrizas en bosques de pinos templados sub-
himedos, en altitudes de 1000 a 4000 metros de altura sobre el nivel del mar. También se han
encontrado en bosques de encino templados himedos a alturas de 1000 a 2500 metros
(Guzman, 1979).

C. Hongos que forman ectomicorrizas

Los hongos formadores de ectomicorrizas incluyen miembros de muchas familias de
Basidiomicetos, algunos Ascomicetos con cuerpo fructifero, y Fungi imperfecti (como
Cenococcum), asi como otros hongos Basidiomicetos y Ascomicetos desconocidos.

Muchos de estos hongos que se encuentran formando ectomicorrizas se han identificado
observando que existen asociaciones consistentes de los cuerpos fructiferos con una especie
particular de arbol, y a menudo la hifa def hongo se encuentra unida tanto al cuerpo fructifero
como a una raiz micorrizica.

En la Tabla 2.3, se enlistan algunos géneros de hongos de importancia, de los cuales,
una o mas especies se han reportado como ectomicorrizicos (Harley y Smith, 1983).

Tabla 2.3, Familias y géneros de hongos formadores de ectomicorrizas

Familia { Género Familia | Género
Basidiomycetes Gasteromycetes
Agaricacede Lepiota Hymenogastraceae Rhi zopogon
Amanitacede Amanita Geastraceae Geastrum
Boletaceae Boletus Lycoperdaceac Calvatia
Suillus Phallaceae Phallus
Cortinaceac Cortinarius Pisolithaceae Pisolithus
Hebeloma Sclerodermataceace Scleroderma
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Tabla 2.3. (cont.) Familias y géneros de hongos formadores de ectomicorrizas

Familia ] Género Familia [ Género
Basidiomycetes Ascomycetes
Gomphideaceac Gomphidius Balsamiaceac Balsamia
Hygrophoraceae Hygrophorus Elaphomycetaccac Elaphomyces
Faxillaceae Paxillus Geneacede Genea
Rhodophyllaceae Rodophylius Geoglossaceae Cudonia
Russulaceae Lactarius Helvellaceae Helvella
Stobilomycetaceae Boletellus Hydnotryaceae Bassia
Strobilomyces Choiromyces
Tricholomataceae Laccaria Oftidaceae Otidia
Cantharellaceae Cantharellus Pyronemaceac Geopora
Hydnaceae Hydnum Sepultaria
Telephoraceae Telephora Phycomycetes
Endogonaceac | Endogone
Imperfecti
I Cenococcum

Fuente: Harley y Smith, 1983

Bajo condiciones normales de suelo en los bosques un arbol o una especie de arboles o
bien un segmento de una raiz lateral, tendran varias especies de hongos involucrados en la
formacion de ectomicorrizas. Asi como una especie de arbol puede mantener relaciéon con
varias especies de hongos ectomicorrizicos, una especie de hongo puede entrar en asociacion
con numerosas especies de arboles. Sin embargo, algunos hongos aparentemente resultan ser
muy especificos para un hospedador en especial, mientras que otros se encuentran formando
ectomicorrizas con géneros de arboles de diversas familias (Meyer, 1974; citado por Marx y
Krupa, 1978).

D. Requerimientos nutricionales y ambientales para el crecimiento

Existe una estrecha relacion entre los hongos ectomicorrizicos y los tejidos de las raices
de arboles. Esta relacion implica la liberacion de metabolitos activos en las etapas de
acercamiento e infeccion, asi como en las etapas de maduracion tardia de la formacion de
micorrizas, cuando se intercambian compuestos entre los dos simbiontes. Por estas razones ha
existido interés para realizar trabajos experimentales sobre la liberacion de productos
metabolicos al medio de cultivo, para tratar de interpretar la actividad de los simbiontes en
condiciones naturales. Este tipo de compuestos son importantes porque dentro de ellos, se
encuentran sustancias que tienen efectos de reguladores del crecimiento y hormonales sobre el
desarrollo del tejido del huésped, compuestos que tienen un efecto sobre la liberacion de
sustancias de las células del huésped, sustancias que podrian ayudar a competir a los hongos
ectomicorrizicos con otros organismos de la rizosfera, ademas de nutrientes o factores de
crecimiento requeridos por el huésped (Harley y Smith, 1983).

i) Requerimientos fisicoquimicos

Se sabe que tanto factores fisicos como quimicos tienen influencia sobre el desarrollo
de las ectomicorrizas, dichos factores son dependientes de cada especie.
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¢ Temperatura. La temperatura Optima para el crecimiento micelial de la mayoria de estos
hongos esta entre 18 y 27° C (Harley, 1969; citado por Marx y Krupa, 1978). En general, el
crecimiento cesa a temperaturas por arriba de los 35° C y por debajo de los 5° C (Harvey,
1991).

¢ pH. En general, los hongos ectomicorrizicos son considerados acidofilos. Todos los
experimentos hechos in vitro en relacion a este parametro, indican que el mejor crecimiento
se presenta entre un pH de 3.2 y 6.5, con un Optimo, para la mayoria de los hongos, entre
4.5 y 55 (Hung, 1983). Sin embargo, debe considerarse que el pH dptimo para el
crecimiento es especifico de cada especie.

¢ Aireacion. Muchos reportes indican que estos organismos son aerobios obligados. Se ha
reportado también, que la tasa de crecimiento es mucho mayor cuando el hongo es crecido
en cultivo sumergido con agitacion (Harvey, 1991).

¢ Humedad. Se ha reportado que los bongos ectomicorrizicos poseen cierta resistencia a
condiciones de baja humedad, lo cual adquiere importancia sobre todo en plantas de zonas
semi-aridas (Gupta, 1992, citado por Aquiahuatl, 1994). En general, el crecimiento micro-
biano se ve disminuido al bajar el nivel de actividad de agua (Troller, 1980).

ii) Requerimientos nutricionales

Para la investigacion del crecimiento de los hongos ectomicorrizicos se han empleado
técnicas de cultivo en medio sélido y liquido, en los cuales las concentraciones iniciales de
nutrientes son generalmente excesivamente altas, lo que provoca cambios en la concentracion,
osmolaridad, pH, y condiciones gaseosas de la atmosfera y el medio durante el crecimiento
(Harley y Smith, 1983).

Fuente de carbono. La mayoria de las especies presentan dificultad para crecer sobre
fuentes de carbono complejas, como basura y humus, y no pueden utilizar lignina o celulosa.
Trabajos recientes han confirmado que la mayoria de los hongos ectomicorrizicos requieren de
carbohidratos simples, como glucosa o manosa, para su crecimiento. Solo algunos son capaces
de utilizar carbohidratos mas complejos, como algunos alcoholes (manitol y sorbitol) y
disacaridos como sacarosa, celobiosa, maltosa y trealosa. Por otra parte, se ha demostrado que
en presencia de fuentes de carbono sencillas al inicio, muchos hongos son capaces de metabo-
lizar posteriormente carbohidratos mas complejos (como celulosa, pectina y glucdgeno) (Marx
y Krupa, 1978; Harley y Smith, 1983). En general, la actividad celulolitica de estos hongos es
muy limitada, o carecen de ella (o cual no ha resultado consistente). Sin embargo puede
decirse que son capaces de utilizar mono y oligosacaridos sencillos (Harley y Smith, 1983).

Fuente de nitrogeno. La mayor parte de los hongos ectomicorrizicos crecen mas rapido
sobre compuestos que contienen amonio, y algunos pueden utilizar nitrato. Algunos estudios
han indicado que este tipo de hongos dependen de fuentes de nitrégeno organico simples
(amino- acidos, urea, glutamina, etc.). Sin embargo, también se ha demostrado que son capaces
de utilizar proteinas (caseina hidrolizada, extracto de malta y de levadura) como unica fuente de
nitrégeno, las que ademas estimulan su crecimiento vegetativo. En general, sales de amonio,
aminoacidos y otras fuentes organicas mas complejas de nitrogeno, son facilmente utilizadas.
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La dietilamina, prolina y piridina, asi como nitratos, no son utilizados o resultan toxicos para la
mayoria de los hongos ectomicorrizicos (Marx y Krupa, 1978; Harley y Smith, 1983; Vogt, y
col. 1991).

Fosforo. Una fuente de fosfato es esencial para todos los hongos micorrizicos. Son
capaces de utilizar fosfatos organicos (presentes en el humus), asi como inorganicos. Al igual
que con el nitrégeno, las micorrizas juegan un papel importante en el ciclo y conservacion del
fosforo en los ecosistemas. Se ha observado que las cubiertas micorrizicas pueden retener mas
del 90 % del fésforo absorbido del medio. Una variedad de hongos ectomicorrizicos crecidos
en cultivo puro, pueden producir fosfatasas capaces de liberar el fosforo ligado organicamente.
Por las razones anteriores, es posible explicar los efectos positivos de las micorrizas sobre la
nutricién con fosforo de las plantas (Harley y Smith, 1983; Vogt, 1991).

Otros nutrientes inorgdnicos. Hasta ahora no se ha observado nada acerca del reque-
rimiento de potasio por los hongos ectomicorrizicos que los diferencie de otros hongos. El cal-
cio es requerido en trazas por la mayoria de los hongos, sin embargo se ha observado que
Asco- micetos y Basidiomicetos pueden requerirlo en mayores cantidades que el resto de los
hongos.

Vitaminas. Muchos hongos ectomicorrizicos requieren ciertas vitaminas del grupo B
para su crecimiento y formacion de la micorriza (principalmente tiamina y biotina). La fuente de
vitaminas podria estar contenida en exudados de la raiz y/o ser excretadas por microorganismos
asociados con las micorrizas. Se han reportado ciertos hongos heterotroficos para inositol,
acido nicotinico y acido pantoténico. Algunas de estas vitaminas en concentraciones excesivas
pueden resultar inhibitorias para el crecimiento (Marx y Krupa, 1978; Strzelczyk y Pokojska,
1989).

2.6. PRODUCCION DE RCV POR HONGOS ECTOMICORRIZICOS

El efecto de metabolitos extracelulares promotores del crecimiento liberados por
hongos micorrizicos sobre las plantas hospederas se ha estudiado a fondo en experimentos in
vitro. La formacion de estos metabolitos por hongos simbiéticos se ha demostrado en cultivos
axénicos bajo condiciones de laboratorio estrictamente controladas (Slankis, 1974).

A. Auxinas

Moser (1959, citado por Harley y Smith, 1983) usando un medio con 2.04 g/l de
triptofano como fuente de nitrégeno, crecié micelio de hongos micorrizicos de varias especies,
y algunas especies de hongos de otros grupos ecoldgicos. La mayoria de los hongos mico-
rrizicos producian AIA en las condiciones de cultivo empleadas, sin embargo 3 especies de
Phlegmacium (Cortinarius), liberaron acido indolpropionico (AIP). Otras cepas de Phlegma-
cium produjeron AIA ademas de AIP, y dos especies de Suillus produjeron AIA y AIB. En
todos estos casos se use triptofano como unica fuente de nitrogeno en el medio.

Ulrich (1960) mostrd que Suillus variegatus, S. granulatus y S. luteus, pueden formar
AlA sobre el medio de Hagem (con cloruro de amonio como fuente de nitrogeno) en ausencia
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de triptofano. Se ha probado que muchos, aunque no todos los hongos ectomicorrizicos produ-
cen auxinas en cultivo puro (Slankis, 1973), algunos producen AIA en medio sin triptofano.

Varias especies de Amanita producen otros compuestos indolicos a partir de triptofano,
Boletus badius produce AIA en fases iniciales del cultivo y después lo oxida.

Harley y Smith (1983) reportan que se ha encontrado que ciertas especies de
Phlegmaceum (Cortinarius) derivados de Picea abies eran capaces de sintetizar indoles a partir
de acido paraminobenzoéico, y entonces con alanina producir triptofano, a partir del cual el AIA
podia liberarse.

Se ha estudiado la capacidad de produccion de AIA en varios hongos formadores de
micorriza con Pinus sylvestris, y otros Basidiomycetes y Ascomycetes no micorrizicos. Sobre
un medio simple con agar y tartrato de amonio como fuente de nitrogeno, cerca de la mitad de
55 hongos probados produjeron AIA, este fue identificado en el micelio o en el medio. o bien
en ambos (revisado por Harley y Smith, 1983).

Tomaszewski y Wojceichowska (1973, citados por Harley y Smith) cultivaron
basidiomicetos micorrizicos en un medio con maltosa y glucosa como fuente de carbono, y con
nitrato de amonio como fuente de nitrégeno, observando que cierto nimero de Boletaceae
producian pigmentos oscuros, en estas especies se observo una mayor produccion de auxinas.
Después usaron un medio con triptofano, y se demostré que la adicion de polifenoles aumenta
la produccion, tal vez por la prevencion de la destruccion enzimatica de compuestos indélicos,
por S. bovinus y S. variegatus y dos especies de Scleroderma aurantium y Amanita muscaria,
los cuales no forman auxinas en ausencia de triptofano.

Ek, y col. (1983} estudiaron la produccion de auxinas en 16 hongos formadores de
micorriza (S. luteus, S. variegatus, S. granulatus, S. bovinus, Boletus badius, A. muscaria,
Pisolithus tinctorius, Tricholoma imbricatum, Laccaria laccata, Hebeloma crustuliniforme,
Lactarius rufus y Cenococcum graniforme). En general, la cantidad de AIA en el medio resulté
ser mucho mayor que en el micelio (por un factor de 10 a 20). Una cepa de P. tincforius fue la
que presento los mayores niveles (18970 + 3180 ng AIA/mg de peso seco, en el medio de
cultivo). El grupo de Suillus fue relativamente homogéneo en el contenido de AIA, excepto por
dos cepas de S. bovinus que mostraron un contenido mucho mayor. Una de las cepas de H.
crustuniliforme mostré cantidades no detectables de AIA. Solo en C. graniforme se detecto
mayor cantidad de AIA en el micelio que en el medio.

Strzelczyc y Pokojska (1984) aislaron 5 hongos ectomicorrizicos, Amanita muscaria,
Paxillus involutus, Suillus luteus, S. bovinus y Rhizopogon [uteolus, de la micorrizosfera de
pino (Pinus silvestris). De estos, solo 3 hongos produjeron pequefias cantidades de auxinas en
medio sin triptofano. En medio con triptofano, todos los hongos estudiados presentaron
produccion de auxinas. El hongo que mayor produccion presenté fue Rhizopogon luteolus
(78.5 mg E de AIA/g de masa seca).

Todas las especies de Hebeloma estudiadas por Gay y Debaud (1987) liberaron
compuestos indélicos cuando se incubaron con triptofano 50 mM. Estos compuestos fueron
identificados como AIA, acido indol-3-carboxilico e indol-3-aldehido. La actividad especifica

29



Revision hibliografica

del AIA sintetizado por 12 especies del género Hebeloma se encuentra entre 50.7 y 345.4 nmol
de AJA sintetizado/h-mg de prot. micelial.

Rudawska y Gay (1989) reportan la produccion de AIA por los hongos Paxillus
involutus, Amanita rubescens, Suillus bovinus, Pisolithus tinctorius, S. granulatus y
Rhizopogon luteolus sobre un medio de agar (Bjerkman, 1942) con triptofano 10 mM.

Strzelezyk y Pokojska (1989) han estudiado la produccién de AIA por A. muscaria, S.
bovinus y R. luteolus, crecidos en medio Melin-Rama Das suplementado con vitaminas del
grupo B y con triptofano (200 mg/1).

B. Citocininas

Miller (1967) fue el primero que reportod la produccion de citocininas por un hongo
micorrizico. El identificé dos compuestos activos del tipo de las citocininas, en un filtrado de
un cultivo de Rhizopogon roseolus: trans-zeatina y ribosil-trans-zeatina. En 1968, Miller
detect6 actividad de citocinina en extractos de n-butanol de Amanita rubescens. Miller (1971) y
Crafts y Miller (1974) demostraron que Rhizopogon roseolus, Suillus cothurnatus, Suillus
punctipes y Amanita rubescens producen citocininas.

Ng y col. (1982) estudiaron la produccion in vitro de citocininas por R. luteolus,
Boletus elegans y Suillus luteus. Los filtrados del cultivo en donde crecieron los hongos,
presentaron actividad de citocinina al cabo de 2 semanas. La actividad de las citocininas en el
filtrado del cultivo, se vio incrementada al aumentar el periodo de incubacion. Se detecto
actividad de citocininas en R. /uteolus pero no en B. elegans. Se detectaron compuestos que
corresponden a la zeatina y ribo-zeatina.

Kampert y Strzelczyk (1989) reportan la produccion de citocininas por los hongos
micorrizicos Rhizopogon luteolus y Suillus bovinus sobre el medio de Lamb sin NH,Cl, pero
suplementado con aminoacidos.

C. Giberelinas

Gogala (1967, 1971; citado por Slankis, 1973 y Greene, 1980) observo que los cuerpos
fructiferos, micelio y medio de cuitivo de Boletus edulis var. pinicolus contenian tres compues-
tos relacionados con las giberelinas (acido giberélico, un complejo de compuestos considera-
dos ésteres giberélicos y uno no identificado) y una citocinina (probablemente zeatina).

Strzelczyk y Pokojska (1984), han reportado la produccion de giberelinas, en muy baja
concentracion, por los hongos micorrizicos Suillus luteus (2.1 ng de E de AG,/g de masa seca)
y Rhizopogon luteolus (0.3 ng/g de masa seca).

D. Etileno
Lynch (1972) estudié la produccion de etileno por varios hongos del suclo, de los

cuales, el que 1o produjo en mayor cantidad fue Mucor hiemalis sobre un medio con agar, sales
minerales, metionina y glicosa. El hongo fue cultivado a 25° C, durante 7 dias.
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Es probable que cierto numero de hongos sean capaces de producir etileno, este ha sido
identificado como producto de Mucor hiemalis y de Penicillium digitatum, Blastomyces
dermatidis, Fusarium oxysporum y ciertas levaduras (Lynch, 1972; Lynch y Harper, 1974).

Graham y Linderman (1979, citados por Harley y Smith, 1983), reportan la produccion
de etileno por hongos micorrizicos en cultivo liquido con metionina 10 mM. Se hizo un estudio
particular con Hebeloma crustuliniforme, Laccaria laccata y Cenococcum graniforme, todos
estos produjeron etileno, y Pisolithus tinctorius solo lo hizo si el medio era frecuentemente
renovado.

2.6.1. Requerimientos nutricionales para la produccién de RCV

A lo largo de varios aiios, se han llevado a cabo gran cantidad de experimentos para
aumentar la produccion de RCV por ectomicorrizas, variando la concentracion o bien la
naturaleza de ciertos nutrientes.

A. Auxinas

Harley y Smith (1983) reportan la produccion de compuestos indolicos en un medio con
triptofano como unica fuente de nitrogeno. Con el uso de otra fuente de nitrogeno, la
produccion de dichos compuestos se ve reducida. La alanina, asparagina, acido aspartico,
glutamina y glicina, fueron inhibitorios para la produccion de AIA, sin embargo incrementaron
el crecimiento de micelio.

Ciertas vitaminas del grupo B resultan esenciales o estimulantes para el crecimiento de
los hongos micorrizicos y la formacion de micorrizas (Davey, 1971; Slankis, 1973).

Rudawska y Gay (1989), probaron los efectos de diferentes fuentes de nitrégeno
(amonio y nitrato) sobre la produccion de AIA en 7 hongos ectomicorrizicos diferentes (2
cepas de Paxillus involutus, Amanita rubescens, 2 cepas de Suillus bovinus, Pisolithus
tinctorius, S. granulatus y Rhizopogon luteolus). En general, se observo que la sintesis de AIA
fue mayor en los cultivos con nitrato que en los que contenian amonio como fuente de
nitrégeno.

Strzelczyk y Pokojska (1989), encontraron que la mayoria de las vitaminas retardan la
produccion de auxinas en un medio suplemento con triptofano. Ellos estudiaron 3 hongos
ectomicorrizicos de pino: A. muscaria, S. bovinus y R. luteolus. La vitamina que resulté ser
mas inhibitoria fue la piridoxina. Solo Suillus bovinus produce mayor cantidad de auxinas en
presencia de biotina (71.6 pg de E. de AIA/g de masa seca) y acido pantoténico (94.8 pg/g de
masa seca), y Amanita muscaria presenta la mayor produccion con tiamina y biotina (41 ng/g).

B. Citocininas
Kampbert y Strzelczyk (1989) encontraron que los diferentes aminoicidos pueden

estimular la produccion de biomasa y la sintesis de citocininas por los hongos ectomicorrizicos
Rhizopogon luteolus y Suillus bovinus (aislados de Pinus sylvestrys). Sin embargo no existe
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una correlacion entre la produccion de biomasa y citocininas en R. luteolus. En R. luteolus, La
lisina presenta un efecto fuertemente estimulante sobre la produccion de estas sustancias (1.69
E. de cinetina umg/g de peso seco), para este caso el peso seco del micelio fue de 3.4122 g/l.
Sin embargo, se obtuvo mayor cantidad de micelio en un medio con icido aspartico (9.13 g/l),
y la produccion de citocininas fue menor (0.07 E. cinetina pg/g). El hongo produce ribosido 6
(y,y-dimetilalilamino) purina y zeatina. Para S. bovinus, los aminoacidos aplicados, excepto la
alanina (0.0258 E. de cinetina pg/g), no afectan la produccion de citocininas.

C. Etileno

Lynch (1972) v Lynch y Harper (1974) encontraron que la produccion de etileno por
hongos micorrizicos solo ocurre en suelos que contienen una fuente de carbono y metionina.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1. MICROORGANISMOS

3.1.1. Hongos productores de RCV

El presente trabajo se ha llevado a cabo con cuatro cepas de hongos productores de
reguladores de crecimiento vegetal, tres de los cuales son hongos ectomicorrizicos de los
géneros Amanita, Pisolithus y Suillus, productores de acido indolacético, y un hongo
productor de acido giberélico del género Gibberella. En 1a Tabla 3.1 se presenta la especie, la
cepa y el origen de cada uno de los hongos estudiados.

Tabla 3.1. Género, especie y lugar de origen de las cepas estudiadas

ESPECIE CEPA ORIGEN
Suillus granulatus HI3 Colegio de Postgraduados, México
Amanita rubescens H38 Colegio de Postgraduados, México
Pisolithus tinctorius P3 Universidad Autonoma Metropolitana, México
Gibberella fujikuroi REI1 ORSTOM, Francia

En las Laminas 3.1 a 3.4 se muestra el crecimiento en caja de Petri de las cuatro cepas

estudiadas.

Lamina 3.1. Cepa de Suillus granulatus (H]3).cultivada durante 10 dias sobre medio

Papa Dextrosa Agar
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Lamina 3.2. Cepa de Amanita rubescens (H38) cultivada durante siete dias sobre PDA

Ldmina 3.3. Cepa de Pisolithus tinctorius (P3) cultivada durante 10 dias sobre PDA.
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Lamina 3.4. Cepa de Gibberella fujikuroi (RE11) crecida sobre PDA durante diez dias

3.1.2, Bioensayos con microorganismos

Ademas de los hongos estudiados, se adquirieron cepas de bacterias y levaduras para
realizar bioensayos con microorganismos. En la Tabla 3.2, se presentan las cepas ensayadas.

Tabla 3.1. Género, especie y lugar de origen de las cepas estudiadas en los bioensayos con

microorganismos
ESPECIE CEPA ORIGEN
Bacillus subtilis ATCC Universidad Autonoma Metropolitana, México
Escherichia coli F7 Universidad Autonoma Metropolitana, México
Saccharomyces ATCC 32120 | Universidad Autonoma Metropolitana, Meéxico
cerevisiae ’
Schwanniomyces CBS 2863 Universidad Autonoma Metropolitana, México
castellii

3.2. MEDIOS DE CULTIVO

Todos los experimentos realizados en los hongos productores de RCV, fueron hechos
sobre medios con agar en cajas de Petri de plastico de 100 x 15 mm (S y M laboratorios). Las
variables estudiadas para cada cepa fueron: temperatura de incubacion, actividad de agua (A.),
fuente de carbono y presion parcial de CO,. A continuacion se describen los medios de cultivo
utilizados para cada experimento. Todos los medios de cultivo fueron esterilizados durante 15
minutos a 15 Ib/plg”.
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3.2.1. Temperatura de incubacién

Para el estudio de esta variable fueron probadas dos temperaturas: 25 y 30° C. El medio
utilizado para el experimento fue Papa Dextrosa Agar, PDA (D/FCO).

3.2.2. Actividad de agua

Para el estudio de esta variable, se utilizo como medio de cultivo Papa Dextrosa Agar
(DIFCO). Para lograr diferentes valores de actividades de agua (A.), se utilizo etilenglicol
(Baker) en el medio como depresor de la actividad de agua (Aquiahuatl y col., 1994). Las
concentraciones del depresor en el medio fueron 0, 5, 10, 15 y 20 % (v/v), logrando de esta
manera valores de A, de 0.999, 0.980, 0.960, 0.943 y 0.932, respectivamente. '

3.2.3. Fuente de carbono

Este experimento fue realizado con tres fuentes de carbono diferentes: glucosa, sacarosa
y almidon. El medio usado para glucosa y sacarosa, fue el medio Hagem modificado (Miller,
1967), su composicion en g/L es la siguiente: glucosa/sacrosa, 10; KH,PO,, 0.5; NH,Cl, 0.5;
MgS0,-7H,0, 0.5; FeCl;, 0.005; extracto de levadura, 1; agar bacteriologico, 15; pH 5.5. El
medio con almidon usado tiene la siguiente composicion en g/L: almidon soluble, 20; extracto
de malta, 2; urea, 0.5; (NH4).804 ,1; KH,PO,, 0.8; agar bacteriologico, 15; pH 6.2. El pH de
ambos medios fue ajustado con hidroxido de sodio (1 N), o bien con acido fosforico (1 N), con
el uso de un potenciometro Conductronic (modelo pH 20).

Los hongos fueron incubados a la temperatura en que se observo una mayor velocidad
de crecimiento radial durante el tiempo requerido para cada caso.

3.2.4. Presion parcial de CO,

En este caso el experimento fue realizado en viales de vidrio de 125 ml con tapén de
hule hermético, de manera que la proporcion de gases dentro de los viales fuera siempre
conocida. El medio utilizado para el caso de los hongos productores de AIA (S. granulatus y
P. tinctorius), fue PDA (BIOXON) suplementado con 50 mg/l de L-triptofano (S/GMA),
esterilizado con un filtro estéril con tamaifio de poro de 0.45 um (Millipore), debido a que este
aminoacido se ha reportado como precursor de este RCV (Ek y col., 1983; Strzelczyk y col..
1984). Para el caso de Gibberella fujikuroi el medio utilizado fue el medio con almidon
descrito anteriormente, ya que Kumar y Lonsane (1988 y 1990) reportan que existe una mejoria
en la produccion del acido giberélico cuando se utiliza almidén como fuente de carbono.

3.2.5. Bioensayos con semillas

Los medios de cultivo utilizados para los bioensayos son los mismos medios de cultivo
en donde crecieron los hongos productores de RCV. El medio de cultivo control para el caso
del acido giberélico (producido por G. fujikuroi), es el medio con almidon ya descrito; para el
caso del acido indolacético (producido por los hongos ectomicorricicos) se trata de PDA con
triptofano. Ambos medios son los medios utilizados para la produccion de los RCV (con
almidén para el AGs y con triptofano para el AIA).
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Cabe mencionar que estos bioensayos fueron realizados inicamente para analizar los
medios de cultivo en donde crecieron P. tinctorius y G. fujikuroi bajo diferentes atmosferas de
CO..

Las curvas patron para ambos compuestos fueron realizadas en los medios ya mencio-
nados, con la adicion de diferentes cantidades de una solucién patrén (1 mg/mi) de acido indol-
acético o acido giberélico para asi obtener concentraciones finales de 0, 0.1, 0.5, 1 y 5 mg/L.

La solucion patron de acido indolacético fue preparada con 50 mg de acido indolacético
(SIGMA), disueltos en 500 pl de una solucion de NaOH 1 N y aforada a 50 ml con agua desti-
lada. Para el 4cido giberélico (SIGMA), se disolvieron 50 mg de este compuesto en 500 pl de
una solucion de etanol (Baker) al 50 %, para finalmente aforar con agua destilada hasta 50 ml.

En la Figura 3.1 se describe el procedimiento seguido para el empleo de los medios de
cultivo en donde crecieron los hongos para correr los bioensayos con semillas de alfalfa.

Fundir el medio de cultivo donde ha
crecido el hongo (en condiciones
estériles)

{

Retirado del micelio con unas
pinzas estériles

1

Vaciado del medio de cultivo fundido
en frascos de vidrio estériles

{

Enfriamiento del medio a temperatura
ambiente

{

Inmersion de las semillas de alfalfa
(pretratadas) en el medio de cultivo

Figura 3.1. Procedimiento seguido para el uso de los medios de cultivo en donde crecieron
los hongos productores de RCV.

3.2.6. Bioensayes con microorganismos

Los bioensayos con microorganismos fueron realizados en tubos de ensaye de vidrio de
25 ml. con tapones de baquelita. El medio de cultivo utilizado en todos los casos fue medio
Czapek liquido (ATCC, 1993) con la siguiente composiciéon en g/L: NaNO;, 3: K,HPO,, 1;
MgSO0,-7H;0, 0.5, KCl, 0.5; sacarosa, 30; agua destilada, 1 litro. Al medio se le adicionaron
diferentes cantidades de una solucion patréon de acido indolacético y acido giberélico para
obtener concentraciones finales de 0, 0.6, 1 y 3 mg/L Finalmente el pH de los medios se ajusto

a 5.7 para el caso de las levaduras, y a 6.5 para las bacterias.
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3.3. LLENADO DE VIALES CON CO,

Para llevar a cabo el experimento con diferentes presiones parciales de CO, fue nece-
saria la utilizacion de viales cerrados herméticamente, y de esta manera se manejaron diferentes
proporciones de CQ-/aire. Las proporciones iniciales (tedricas) fueron 0/100, 30/70, 60/40, de
manera que el porcentaje inicial de oxigeno en la atmésfera fue de 21 %, 14.7 % y 6.3 %, res-
pectivamente. La metodologia correspondiente a este experimento se describe en la Figura 3.2.

Preparacion del medio de
cultivo

{

Vaciado del medio de cultivo
(15 ml) en los viales

{
Esterilizacion I
{

Inoculacion de un trozo de
micelio en el centro del vial

{

Inyeccién de CO; en los viales:
* Considerar un volumen total de aire de 110 ml
* Con una jeringa estéril, sacar el volumen de aire
correspondiente al 30 y 60 %
* Introducir €l mismo volumen que se sacé de aire,
de CO,.

{

Analisis de CO, por
cromatografia de gases

Figura 3.2. Procedimiento realizado'para 1a inoculacion del micelio y posterior llenado de
viales con CO,.

Para determinar la composicion en CO/aire de la atmoésfera de los viales, se utilizé un
cromatografo de gases (GOW MAC) serie 550 (modelo 69-550), con las siguientes caracte-
risticas: columna 1/4” x 4> DC-200; detector de conductividad térmica y usando como gas
acarreador helio, 10-100 ml/min. Las condiciones de operacion fueron las siguientes:

Temperatura de la columna: 140° C
Temperatura del detector: 190° C
Temperatura del inyector: 170° C
Presion del gas acarreador: 50 PSI
Flujo del gas acarreador: 30 ml/min
Volumen de inyeccion: 15 ul

38



Materiales y Métodos

Para determinar el contenido de CO; en los viales, se corrié una curva patron con
proporciones conocidas de CO/aire (0/100, 25/75, 50/50, 75/25 y 100/0). Las muestras fueron
tomadas a diferentes tiempos de incubacion de los hongos y fueron inyectadas en el
cromato6grafo con una jeringa para gases de 50 ul (DYNATECH, Modelo A-2 gas).

3.4. BIOENSAYOS

Los bioensayos se realizaron para detectar la presencia de moléculas activas de
reguladores de crecimiento vegetal en los medios de cultivo en donde han crecido los hongos
productores. El material vegetativo utilizado son semillas de alfalfa (Medicago sativa) de
variedad Moappa.

3.4.1. Bioensayos con semillas

Para llevar a cabo cualquier tipo de bioensayo con semillas es necesario trabajar y
obtener condiciones asépticas en las semillas utilizadas, con este fin es necesario seguir un
tratamiento de desinfestacion que no dafie el material vegetativo. En la Figura 3.3 se describe el
tratamiento de desinfestacion seguido para las semillas de alfalfa.

Lavado de las semillas con detergente y
enjuagado varias veces con agua destilada
durante 15 minutos, en agitacion

3

Desinfestacion de las semillas en
hipociorito de sodio al 4 % durante 12
minutos

{
Enjuague dos o tres veces con agua
destilada estéril
{

Inmersion de las semillas en el medio de
cultivo

{

Incubacion a temperatura ambiente con
un fotoperiodo de 14 horas

Figura 3.3. Tratamiento de desinfestacion seguido para las semillas de alfalfa empleadas .
en los bioensayos

3.4.2. Bioensayos con microorganismos
Como inoculo para los bioensayos con microorganismos, se utilizé una suspension del

microorganismo a estudiar, hecha en medio Czapek 24 horas antes de realizar la inoculacion.
Se utilizaron tubos de ensaye de 25 ml con tapén de baquelita y 5 ml de medio de cultivo.
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En la Figura 3.4 se describe la metodologia seguida en los bioensayos con microorga-
nismos.

Inocular 60 pl de suspension del micro-
organismo a cada tubo de ensaye

{
Agitacion
{

Incubacion a la temperatura optima de
crecimiento durante 24 horas en
agitacion

{
r Lectura de la absorbancia a 650 nm

Figura 3.4. Metodologia para los bioensayos con microorganismos

Inicialmente los tubos de ensaye contenian 5 ml de medio de cultivo. Al final del
periodo de incubacion, la densidad éptica de la suspension se determiné a 650 nm (Barea y col.,
1974).

3.5. ANALISIS DE MEDIOS DE CULTIVO POR HPLC

Para detectar reguladores de crecimiento vegetal en los medios de cultivo en donde
crecieron los hongos productores de estos compuestos, se montaron técnicas para la deteccion
de icido indolacético y acido giberélico por HPLC (Cromatografia de Liquidos de Alta
Presion). Inicialmente la técnica fue montada con muestras liquidas con concentraciones
conocidas de RCV.

Para el analisis por HPLC se utilizo un cromatégrafo Perkin Elmer (Binary LC Pump
250), conectado a un detector ultravioleta Perkin Elmer (UV/Vis Spectrophotometric Detector
LC 290) a 280 nm para la deteccion de acido indolacético y a 260 nm para acido giberélico.
Para ambos casos se us6 como fase movil buffer de fosfatos pH 4.6 / metanol en proporcion
75:25 (Thibert, 1993). Se utilizdé una precolumna recomendada para la columna correspondien-
te. A continuacion se presentan las caracteristicas de la columma utilizada para el analisis de
ambas moléculas.

Columna: Spherisorb 5u, ODS-2 (Phase Sep)
Material de empaque: Octa Decil Silano (2)

Tamaiio de particula: S5

Tamaiio de poro: 80

Volumen de poro: 0.5 ml/g

Area de superficie: 220 m%/g

Carga de carbono: 12 %, monomérica

Las condiciones de operacion usadas para el analisis del acido indolacético y del acido gibereélico
se muestran en seguida.
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Flujo de la fase movil: 0.9 ml/min
Temperatura: ambiente
Presion: 2400 PSI.
Volumen de inyeccion: 20 ul

Previo al analisis por HPLC, las muestras se filtraron con filtros de membrana
(Phenomenex) de 13 mm, con un tamaiio de poro de 0.45 um. La fase movil fue desgasificada
(en un sonicador Branson 2200) y filtrada con filtros de membrana de 47 mm (Millipore) con
un tamafio de poro de 0.45 um. De esta manera, finalmente las muestras se inyectaron con una
jeringa (Hamilton) de 100 pl.

3.5.1. Extraccion de RCV del medio de cultivo

Anterior al analisis por HPLC es necesario hacer la extraccion de la molécula de interés
por medio de solventes organicos. Con este fin, el dcido indolacético fue extraido del medio de
cultivo sélido, con metanol puro (grado HPLC, Baker) durante 24 horas, y resuspendido en un
buffer de fosfatos 20 mM a pH de 7.5 (Crozier y col., 1980; Emstsen y col, 1986; Hemberg y
Tillberg, 1980; Linskens y col., 1987).

El acido giberélico se extrajo de los medios de cultivo con acetato de etilo (Baker),
durante 24 horas y se resuspendio para su anilisis en un buffer de fosfatos 20 mM, pH = 2.5
(Audus, 1972; Linskens y col, 1987; Yamaguchi, 1979). En la Figura 3.5 se describe la
metodologia seguida para ambos casos.

Aiiadido de 1 ml de solvente de
extraccion a 1 mi de medio de cultivo con

agar
{

L Dejar a 25° C durante 24 horas I
{

Evaporacion del solvente a 70° C hasta
sequedad

1

Resuspencion en 1 ml de solucién
amortiguadora de fosfatos 20 mM

{
Filtrado en membrana de 0.45 p

{

L Analisis en HPLC

Figura 3.5. Procedimiento seguido para la extraccion de acido indolacético y acido
giberélico de medios de cultivo con agar.
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3.6. EXPRESION DE RESULTADOS

En esta seccion se describe como se llevaron a cabo y la manera de expresar algunos de
los resultados que son fundamentales para la interpretacion de los datos obtenidos en los
diferentes estudios realizados.

3.6.1. Velocidad de crecimiento radial

Para determinar la velocidad de crecimiento radial (VCR) de las cepas estudiadas, se
llevé a cabo una medicion del radio del micelio cada 24 horas durante ¢l tiempo necesario para
que las diferentes cepas invadieran la caja de Petri. De esta manera se obtuvo una curva del
crecimiento radial del hongo en funcion del tiempo, a partir de esta se calculd la pendiente en la
fase de crecimiento logaritmico, obteniendo de esta manera la velocidad de crecimiento radial
en unidades de longitud por tiempo.

3.6.2. Densidad de crecimiento

La densidad de crecimiento es una medida que ha sido usada para estimar la cantidad de
biomasa (en peso seco) que hay en una superficie dada. La biomasa de los hongos fue estimada
al tiempo final del experimento, el procedimiento seguido para cuantificarla se muestra en la
Figura 3.6.

Calentamiento del medio de cultivo
que contiene el micelio(hasta
fundirlo)

{

Retirado del micelio del medio de
cultivo

{

Enjuague con agua destilada caliente
varias veces

i

Colocar el micelio en una charola de
aluminio o en papel filtro

{

L Secado durante 24 horas a 60° C ]

Figura 3.6. Procedimiento seguido para la cuantificacion de biomasa por peso seco.
El didmetro del micelio fue medido al tiempo final del experimento y de esta manera,

junto con el peso seco de la biomasa, la densidad de crecimiento fue estimada en miligramos
por centimetro cuadrado (mg/cm?).
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3.6.3. Analisis estadistico

Para los diferentes experimentos se llevaron a cabo analisis de varianza con un nivel de
significancia de 0.01 (o = 0.01) para asi determinar si existian diferencias significativas entre los
tratamientos. Los datos fueron analizados con el uso de una prueba de Tukey con un nivel de
significancia de 0.05 (o = 0.05). La prueba estadistica de Tukey consiste en la determinacion de
un coeficiente en funcion de los cuadrados medios del error, se lleva a cabo una comparacion
entre las medias de la poblacion (Steel y Torrie, 1960; Volke, 1994). En los anexos se muestran _
los anélisis de varianza para cada tratamiento.

Para el caso de los bioensayos, se realizo una regresion con las curvas patron de AIA y
AG;, para de esta manera interpolar los datos obtenidos en los bioensayos realizados sobre los
medios en donde crecieron los hongos productores de estas sustancias y asi poder determinar la
concentracién del RCV en dichos medios.

Los analisis de varianza y las regresiones se realizaron con el paquete estadistico SAS
(Helwig y Council, 1979).
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4. RESULTADOS Y DISCUSION
4.1. EFECTO DE LA TEMPERATURA SOBRE EL CRECIMIENTO RADIAL

Los hongos ectomicorrizicos se ven mayormente afectados por la temperatura que
otras especies de hongos, sin embargo presentan grandes variaciones en su temperatura 6ptima
de crecimiento entre diferentes cepas de la misma especie. Para la mayoria de estos hongos la
temperatura 6ptima de crecimiento fluctua entre los 8 y los 27° C. Redmond (1955) observo
que si la temperatura en los suelos aumenta o disminuye en 2° C, la densidad del manto
fingico se ve alterada (Harley y Smith, 1983).

El objeto de estudiar esta variable surgio de la necesidad de encontrar una temperatura a
1a cual el hongo productor de RCV mostrara una mayor velocidad de crecimiento radial (VCR),
para asi poder realizar el resto de los experimentos a la temperatura de mejor crecimiento.

Para determinar el efecto que tiene la temperatura sobre el crecimiento de los hongos
estudiados, se utilizaron dos temperaturas de incubacion: 25 y 30° C, las cepas fueron crecidas
en PDA durante 312 horas. Para el resto de los experimentos, las cepas fueron incubadas a la
temperatura en la cual presentaron una mayor velocidad de crecimiento radial.

En la Tabla 4.1 se muestran la velocidades de crecimiento radial (VCR) en funcién a la
temperatura de incubacion para las diferentes cepas estudiadas.

Tabla 4.1, Efecto de la temperatura (25 y 30° C) en las velocidades de crecimiento radial

CEPA TEMPERATURA VCR

(") (mm/dia) *

S. granulatus 25 2.085 A
30 2.049 A

A. rubescens 25 2933 A
30 2.188 B

P. tinctorius 25 1.595 B
30 2.651 A

G. fujikuroi 25 3367 A
30 - 2.248 B

* Medias con la misma letra no son significativamente diferentes de acuerdo con la prueba de
Tukey (o = 0.05)

Como puede verse en la Tabla 4.1, las cepas de A. rubescens, P. tinctorius y G.
Jfujikuroi responden de una manera significativa a la temperatura de incubacién. Para la cepa de
S. granulatus no se observaron diferencias significativas en el crecimiento radial por efecto de
esta variable (Figura 4.1).

Para las cepas de A. rubescens y G. fujikuroi la VCR a 25°C es significativamente
mayor que a 30°C. En este ultimo caso, el resultado obtenido no concuerda con lo reportado
por Vass y Jefferys (1979) quienes mostraron que con la cepa de G. fujikuroi que ellos
utilizaron, se obtiene la maxima tasa de crecimiento a los 31°C.
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Para P. ftinctorius se observa que la temperatura de incubacién tiene un efecto
significativo en la VCR, detectandose un incremento en dicha variable a los 30°C, esto
concuerda con lo reportado por Schramm (1966), quien observé que P. tincforius es una
especie que se adapta a temperaturas relativamente altas (Meyer, 1973). Marks y Foster
(1973), también han reportado que un gran niimero de especies del género Pisolithus tienen la
capacidad de crecer a temperaturas mayores que la mayoria de los hongos ectomicorrizicos.

VCR (mm/dis)
it

g A ». 6. fujikuroi
CEPA

Figura 4.1. Efecto de la temperatura de incubacion en la velocidad de crecimiento radial de
las cepas. En las ordenadas se grafica la VCR en milimetros por dia. Las barras blancas
representan los 25°C, y las barras rayadas los 30° C.

Marx (1970) encontré que el efecto que tiene la temperatura sobre el crecimiento de
hongos micorrizicos depende de la especie del hongo, P. tinctorius es menos sensible a las
fluctuaciones de temperatura que otras especies de ectomicorrizas (Marks y Foster, 1973). En
este caso también se observo que la cepa de S. granulatus resulta una cepa poco sensible a los
cambios de temperatura, ya que no se detectaron diferencias significativas en su VCR entre los

25 ylos 30° C.

Por otra parte, Kumar y Lonsane (1987, 1988) han observado que la temperatura mas
adecuada para el cultivo y produccién de AG; por este hongo es a 28° C (en una cepa
diferente a la utilizada por Vass y Jefferys, 1979). Esto indica que la temperatura a la que se
detecta un mejor crecimiento, no necesariamente corresponde con la temperatura en la que se
obtienen mejores resultados en produccion de AG;, ademas de que este resultado es
dependiente también de la cepa utilizada.

CONCLUSIONES

De acuerdo con los resultados obtenidos puede decirse que la cepa de S. granulatus es
una cepa poco sensible a cambios de temperatura, ya que no se observan diferencias en el
crecimiento por efecto de esta variable. La cepa de P. tinctorius presenta una VCR significa-
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tivamente mayor a 30 °C que a 25°C, lo cual indica que dicha cepa (P3), es capaz de adaptarse
a temperaturas relativamente altas.

Las cepas de A. rubescens y G. fujikuroi resultaron ser cepas sensibles al cambio de
temperatura. A los 30 °C se observd una disminucion significativa en sus velocidades de
crecimiento radial.

4.2. EFECTO DE LA ACTIVIDAD DE AGUA (A,) EN EL CRECIMIENTO

El estudio del efecto de la actividad de agua (A.) como un parametro para definir
condiciones de cultivo solido resulta de gran importancia debido a que los sustratos solidos
generalmente tienen bajos contenidos de humedad que puede limitar el crecimiento y
metabolismo del microorganismo de interés. La actividad de agua (A.) es una medida de la
cantidad de agua disponible en un sustrato, definida como la humedad relativa de la atmosfera
gaseosa en equilibrio con la de dicho sustrato (Sandhya, 1992).

El metabolismo de microorganismos se ve fuertemente influenciado por las condiciones
de A,, en un medio de cultivo, en la mayoria de los casos se observa un marcado efecto sobre
su fisiologia en el rango de 0.80 a 0.99 (Gervais, 1989).

Se ha encontrado que la actividad de agua en el medio tiene un efecto sobre el
crecimiento radial y la produccion de biomasa, asi como en la produccién de metabolitos
secundarios y de ciertas enzimas en algunas especies de hongos filamentosos (Grajek y
Gervais, 1987; Molin y col., 1992). En general, se ha observado que al disminuir la actividad
de agua en el medio, el crecimiento microbiano se ve reducido, al mismo tiempo que la
produccion de ciertos metabolitos se ve especialmente influenciada (Troller, 1980). Otros
autores también han observado que en sustratos solidos este parametro provoca un efecto
importante sobre el metabolismo de hongos (Gervais y Christophe, 1986). El valor éptimo de
actividad de agua para la extension radial depende de cada especie de microorganismo (Molin
y col., 1992). Para el caso especifico de los hongos micorrizicos, se ha reportado que existe
una gran variacion entre especies en su capacidad para tolerar bajos potenciales de agua. Se ha
sugerido que las ectomicorrizas que producen rizomorfos pueden presentar una mayor
capacidad para adaptarse a ambientes secos (Harley y Smith, 1983).

Debido a los antecedentes presentados, se estudio el efecto de este parametro sobre el
crecimiento radial y produccion de biomasa en los hongos productores de RCV. De esta
manera se evaluo el efecto de cuatro niveles de actividad de agua: 0.998, 0.980, 0.960 y 0.943
(sobre PDA). El efecto en el crecimiento fue cuantificado como la velocidad de crecimiento
radial (VCR), y la produccion de biomasa se evalué como la densidad de crecimiento (p)
medida en mg de biomasa (peso seco) por cm’.

La importancia de estimar la VCR y la p, como una medida del crecimiento, es que la
mayoria de las cepas estudiadas son hongos de crecimiento lento, de manera que es necesario
establecer ciertas condiciones que favorezcan tanto su capacidad de invasién como su densidad
de crecimiento en el medio en que se desarrollan, para que asi tengan la posibilidad de
competir con otros microorganismos contaminantes de rapido crecimiento.

46



Resultados y Discusion

E! crecimiento radial expresado en VCR, es una variable que proporciona una idea
acerca de la capacidad de colonizacién que tienen los hongos estudiados. En la Tabla 4.2 se
comparan las velocidades de crecimiento radial en funcién a la actividad de agua para las
cuatro cepas.

Tabla 4.2, Velocidades de crecimiento radial en funcion a la actividad de agua (A,), los
valores de A,, fueron: 0.999, 0.980, 0.960 y 0.943.

CEPA A, VCR

(mm/dia) *

S. granulatus 0.998 2.094 A
0.980 1.459 B

0.960 0.122 C

0.943 0 D

A. rubescens 0.998 3173 A
0.980 1.300 B

0.960 0.148 C

0.943 0 D

P. tinctorius 0.998 2.651 A
0.980 0.865 B

0.960 0 C

0.943 0 C

G. fujikuroi 0.998 3.486 A
0.980 2.103 B

0.960 0.797 C

0.943 0.301 D

* Medias con la misma letra no son significativamente diferentes de acuerdo con la prueba de
Tukey (o = 0.05)

Como puede observarse en la Tabla 4.2, existen diferencias significativas en la VCR de
todas las cepas por efecto de la actividad de agua. En todos los casos, al disminuir el nivel de
A,, disminuye significativamente la VCR. Solamente la cepa de G. fujikuroi presentd creci-
miento a un nivel de A, de 0.943.

La respuesta observada en la velocidad de crecimiento radial por efecto de A.,, coincide
con lo reportado por Molin y col. (1992). En general, la disminucion en A, provoca un efecto
negativo en la velocidad de crecimiento radial de las cuatro cepas estudiadas (Figura 4.2). En
el caso de las cepas S. granulatus y A. rubescens podria sugerirse que ambas son especies de
hongos ectomicorrizicos capaces de crecer a bajos valores de A,, (hasta 0.960) lo cual es
importante considerar debido a que a estos valores de A, se dificulta el crecimiento de algunas
bacterias y levaduras. La cepa de G. fujikuroi resulta ser una cepa que crece también a bajos
valores de A, (hasta 0.943) y de acuerdo con resultados obtenidos por Kumar y Lonsane
(1990) 1a produccion de acido giberélico por este hongo ha resultado mayor con un contenido
inicial de humedad del 50 %.
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Figura 4.2, Efecto de la A,, en la VCR de las cepas estudiadas (graficadas en las abcisas).

En las ordenadas se muestra la VCR en mm/dia.

Se estudio el efecto que provoca la actividad de agua sobre la densidad de crecimiento
(peso del micelio por unidad de superficie), observindose un cambio en esta conforme la A,,
disminuye. En general, pudo observarse que al disminuir el nivel de A, en el medio de cultivo,
la densidad de crecimiento se ve incrementada, efecto contrario al observado en la VCR, en
donde dicha variable disminuye junto con el nivel de A,. En la Tabla 4.3 se¢ presenta la
comparacioén de medias de la densidad de crecimiento (p.) en funcion a la A,

Tabla 4.3. Comparacion de medias de la variable py en funcién a la actividad de agua (A.,)

CEPA A, p, PROMEDIO

(mg/cm’) *

S. granulatus 0.998 6.330 B
0.980 11.827 B

0.960 63.743 A

0.943 0 C

A. rubescens 0.998 3.303 C
0.980 8.767 B

0.960 24873 A

0.943 0 D

P. tinctorius 0.998 2.863 B
0.980 7.623 A

0.960 0 C

0.943 0 C

G. fujikuroi 0.998 1.940 B
0.980 2.030 B

0.960 4.160 A

0.943 0.043 C

* Medias con 1a misma letra no son significativamente diferentes (prueba de Tukey).
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Como se observa en la Tabla 4.3, existen diferencias significativas entre las p, por
efecto de 1a A.. La unica cepa que crecid a una A,, de 0.943 fue G. fujikuroi. En las cepas de
S. granulatus y G. fujikuroi existe una diferencia significativa en p, a una A,, de 0.960 con
respecto a la biomasa con 0.980 y 0.998, sin embargo entre estas dos tiltimas no hay diferen-
cias. Para el caso de 4. rubescens y P.tinctorius existen diferencias en el valor de la biomasa
para todos los tratamientos (Figura 4.3).

DENSIDAD DE CREC. (mg/om?)

S. gmnulastus A. rubescens P.tinciorius Q. fufikurot
CEPA

Figura 4.3. Efecto de A,, en la densidad de crecimiento (p,). En las abcisas se muestran las
cepas y en las ordenadas la p, en mg/cm’. A la derecha se indican los niveles de A...

Como se observa en la Figura 4.3, la disminucién de la A,, provocé un marcado
aumento en la densidad de crecimiento en la cepa de S. granulatus, lo cual se ve claramente en
el mivel de A, de 0.960, en donde p, aumenta hasta mas de 60 mg/cm® (Laminas 4.1 a 4.3).
Para las cepas A. rubescens y G. fujikuroi se detecto una p, mayor a 0.960 de A,... Para el caso
de la cepa de P. tinctorius no hubo crecimiento a una A,, de 0.960, sin embargo si se detecto
un aumento en su densidad de crecimiento al disminuir la A...

El analisis de los resultados obtenidos sobre el efecto que provoca la A, enla VCR y la
px Muestra que existe una relacion inversa entre ambas variables. La disminucion en el nivel de
A, provoca una marcada reduccion en la VCR y un incremento en la p,. Esta respuesta se debe
esencialmente a que existe una mayor frecuencia de ramificacion de las hifas y un menor
crecimiento apical (Aquiahuatl, 1994). La VCR ha sido relacionada por Steele y Trinci (1975)
en base a la longitud total de las hifas y al niunero de puntas micelio total; este iultimo
parametro refleja el nivel de ramificacion del micelio.
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Lamina 4.2. Se observa la densidad de crecimiento de la cepa de S. granulatus a un valor
de A., de 0.980
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Lamina 4.3. Densidad de crecimiento de la cepa de S. granulatus a un nivel de A, de
0.960.

CONCLUSIONES

De acuerdo con los resultados obtenidos, las velocidades de crecimiento radial en las
cuatro cepas disminuye conforme el nivel de A, lo hace. Sin embargo para la cepa de G.
Sfujikuroi se detecté crecimiento, aunque muy pobre, hasta un nivel de A. de 0.943. Esto
resulta de gran importancia por que alin a 0.960 de A.. se observé un buen crecimiento de la
cepa, lo cual es favorable para disminuir las probabilidades de contaminacién por otros micro-
organismos (bacterias y levaduras) en el medio de crecimiento del hongo.

En general, para las cuatro cepas estudiadas se observo la misma tendencia: al disminuir
el nivel de actividad de agua la densidad de crecimiento aumenta. Esto coincide con lo que
reporta Molin y col.(1992): la produccion de biomasa se ve afectada por el nivel de A..

Entonces, de acuerdo a los resultados obtenidos por efecto de la A, al aumentar un
factor de estrés para el hongo, la velocidad de crecimiento radial se ve disminuida y la densidad
de crecimiento aumentada.
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4.3. EFECTO DE LA FUENTE DE CARBONO EN EL CRECIMIENTO

El principal objetivo de estudiar esta variable fue el de determinar la capacidad de los
hongos estudiados para crecer a partir de diferentes fuentes de carbono. Tres fuentes de
carbono fueron estudiadas: glucosa, sacarosa y almidén.

El interés de probar un medio con sacarosa como tnica fuente de carbono fue que este
aziicar es la fuente de carbono mas comun y mas barata, por lo que puede ser facilmente
utilizada para fermentaciones en sustrato solido. Por otra parte, se ha reportado que la glucosa
reprime la sintesis de metabolitos y el crecimiento de muchos microorganismos.

Es importante estudiar el efecto que tienen diversas fuentes de carbono en el
crecimiento de estos hongos debido a que, si posteriormente estos son usados para la
produccion de RCV puede ser necesario agregar al sustrato un medio suplementario para
promover el inicio de produccion de biomasa, inducir la sintesis de enzimas, proveer
condiciones de crecimiento balanceado o prolongar la produccion de metabolitos secundarios
(Demain y Solomon, 1986).

Las principales fuentes de carbono involucradas en el metabolismo de los hongos
ectomicorrizicos generalmente son sacarosa, glucosa y fructosa, azicares que obtienen a partir
de las raices de sus hospederos. Ciertas especies pueden, sin embargo, poseer enzimas para
hidrolizar celulosa y otros carbohidratos complejos (por ejemplo almidon), pero esta
caracteristica no resulta muy comun en este tipo de hongos (Marks y Kozlowski, 1973).

Los requerimientos nutricionales suplementarios para un sistema microbio-sustrato en
desarrollo, deben ser determinados por experimentacion preliminar en cultivos sumergidos o de
superficie solida a escala de laboratorio (Demain y Solomon, 1986).

Una de las razones de escoger almidon como una fuente de carbono a evaluar, ha sido
debido a que Kumar y Lonsane (1987), han reportado que en la produccion de acido giberélico
en cultivo sumergido existe represion catabolica por efecto de fuentes de carbono de rapida
asimilacion, y han observado que este mismo fendmeno ocurre en fermentacion en sustrato
sélido, demostrando finalmente que el almidon estimula la produccion de acido giberélico por
G. fujikuroi (Kumar y Lonsane, 1988).

El crecimiento de las cepas fue evaluado en base a su velocidad de crecimiento radial v
a la densidad de crecimiento.

En la Tabla 4.4 se presenta la comparacion de las velocidades de crecimiento radial de
las cepas estudiadas, en funcién a la fuente de carbono utilizada: PDA (control), almidon,
glucosa y sacarosa (la composicion de los medios se presenta en la seccidén de materiales y
métodos).
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Tabla 4.4. Comparacion del efecto que tiene la fuente de carbono sobre la velocidad de
crecimiento radial

CEPA FUENTE DE VCR

CARBONO (mm/dia) *

S. granulatus PDA 1.925 B
Almidon 1.499 B

Sacarosa 2016 A

Glucosa 0912 C

A. rubescens PDA 3313 A
Almidon 1.260 B

Sacarosa 1.434 B

Glucosa 0.999 C

P. tinctorius PDA 1.958 A
Almidén 0.520 D

Sacarosa 1.156 C

Glucosa 1.594 B

G. fujikuroi PDA 3.852 A
Almidén 2.540 B

Sacarosa 1.492 C

Glucosa 1.428 C

* Medias con la misma letra no son significativamente diferentes de acuerdo con la prueba de
Tukey (o = 0.05)

De acuerdo con el analisis estadistico se observa que hay diferencias significativas en el
crecimiento radial como efecto de la fuente de carbono empleada. En general, el PDA es el
medio de cultivo que resulta mejor para un mayor crecimiento radial, esto debido a que es un
medio completo y rico en nutrientes. Del resto de los medios de cultivo empleados, a partir de
almidon se obtiene una mayor VCR en la cepa de G. fujikuroi. Para la cepa de S. granulatus
no hay una diferencia significativa en el crecimiento radial entre el PDA y el medio con
almidon. Para S. granulatus, A. rubescens y G. fujikuroi se observa un mejor crecimiento (con
diferencias significativas) en el medio con sacarosa que en el medio con glucosa, al contrario
de la respuesta que se tiene para la cepa de P. finctorius, en donde el crecimiento radial con
glucosa es significativamente mejor que con sacarosa (Figura 4.4).

A excepcion de la cepa de P. finctorius, en el caso del resto de las cepas la velocidad de
crecimiento radial resulta mayor a partir de almidon y sacarosa que a partir de glucosa. Este
ultimo azicar afecta considerablemente la VCR de S. granulatus y, en menor medida las de A.
rubescens y G. fujikuroi. Este efecto puede explicarse debido a la fuerte represion catabdlica
ejercida cuando la glucosa se utiliza directamente como tinica fuente de carbono. A diferencia
del resto de las cepas, P. tinctorius presenté una mayor VCR a partir de glucosa que a partir
de sacarosa o almidon.
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Figura 4.4, Efecto de la fuente de carbono: PDA, glucosa, sacarosa y almidon, en la
velocidad de crecimiento radial. En las abcisas se grafica 1a cepa contra la VCR en las
ordenadas. A la derecha se indica la fuente de carbono.

Puede decirse que la cepa de P. tinctorius es una cepa que no posee enzimas capaces
de degradar fuentes complejas de carbono ya que la VCR observada en el medio con almidon
resulté ser muy pequefia. Por otra parte, el crecimiento de esta cepa sobre almidon empezé
hasta las 168 horas a diferencia de las otras fuentes de carbono en las que el crecimiento, por
lo general, empezo desde las 96 horas; por la razon anterior puede decirse que es posible que
esta cepa de P. tinctorius posea enzimas inducibles para la degradacion de fuentes complejas
de carbono, tales como el almidon.

Al igual que para la actividad de agua, en este caso también la densidad de crecimiento
fué evaluada como variable para determinar el efecto que tiene la fuente de carbono sobre el
crecimiento de las cepas estudiadas.

En la Tabla 4.5 se muestran las densidades de crecimiento para los diferentes medios de
cultivo al tiempo final del experimento.

Como se observa en la Tabla 4.5, para las cepas 4. rubescens y G. fujikuroi no existe
diferencia significativa en la densidad de crecimiento como respuesta a la fuente de carbono.
Para la cepa S. granulatus se observa una diferencia significativa en p, del medio con glucosa
con respecto a los medios PDA y con sacarosa entre los cuales no existe diferencia. Finalmente
la cepa de P. tinctorius no presenta diferencias significativas en p, entre los medios PDA y con
glucosa y estos a su vez son significativamente diferentes del medio con sacarosa (Figura 4.5).
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Tabla 4.5. Comparacion de la densidad de crecimiento promedio como respuesta a la

fuente de carbono empleada

CEPA FUENTE DE p: PROMEDIO

CARBONO (mg/cm?) *

S. granulatus PDA 5.940 B
Glucosa 10.348 A

Sacarosa 3.754 B

A. rubescens PDA 3.863 A
Glucosa 3.263 A

Sacarosa 2.066 A

P. tinctorius PDA 3.752 A
Glucosa 2.598 A

Sacarosa 0.277 B

G. fujikuroi PDA 2.680 A
Glucosa 2,674 A

Sacarosa 1.604 A

* Medias con la misma letra no son significativamente (prueba de Tukey (« = 0.05))

En términos generales la densidad de crecimiento es mayor en todos los casos cuando se
adiciona glucosa al medio de cultivo que cuando se adiciona sacarosa. Anilogamente a los
resultados obtenidos sobre el efecto de la A, sobre la VCR y py, en este caso la fuente de
carbono con la que se obtiene una menor VCR provoca una mayor densidad de crecimiento,
indicando nuevamente diferencias importantes en cuanto a la fisiologia de crecimiento del
micelio de las diferentes cepas, a saber, a mayor velocidad de crecimiento radial se observa una
menor densidad de crecimiento, debido a un mayor crecimiento apical y menor frecuencia de

ramificacion.

a4’

DENSIDAD DE CREC. (mg/em?)

Oroa
Baew
[sac

Figura 4.5. Efecto de la fuente de carbono en la densidad de crecimiento. En las abcisas se
muestra la cepa y en las ordenadas la densidad de crecimiento en mg/cm’. A la derecha se

indica el medio de cultivo: PDA, glucosa y sacarosa.

55



Resultados vy Discusion

CONCLUSIONES

La velocidad de crecimiento radial de los hongos estudiados, asi como su densidad de
crecimiento, se ven afectadas por la fuente de carbono empleada en el medio. Para la cepa P.
tinctorius puede observarse que aunque la VCR en el medio con sacarosa no result6 deficiente
en comparacion con los demas, la densidad de la biomasa en este medio fue muy pequefia, por
lo que se puede decir que esta no resulta una buena fuente de carbono para el crecimiento de
esta cepa.

En general, se observa una tendencia por efecto de la fuente de carbono en la variable
densidad de crecimiento. Para las cuatro cepas, p, resulta mayor en el medio con glucosa que
en el medio con sacarosa, lo cual sugiere que, tal y como se ha reportado, existe un cierto
grado de represion en el crecimiento por efecto de esta fuente de carbono.

Nuevamente, al igual que en el caso del efecto provocado por la A.. sobre la VCR y la
px, se ha observado que al aumentar un factor de estrés en el medio de crecimiento de las
cuatro cepas, en este caso la fuente de carbono, se detecta una disminucion en la VCR y un
aumento en la p,. Para este caso puede decirse que la presencia de glucosa (un fuerte represor
catabdlico) en el medio de cultivo como unica fuente de carbono implica una condicion
estresante para las cepas de S. granulatus, A. rubescens y G. fujikuroi.

4.4. EFECTO DEL PORCENTAJE DE CO; EN EL CRECIMIENTO

La aireacion es un parametro critico para obtener un adecuado suministro de oxigeno y
asi mantener condiciones de aerobiosis y remover el exceso de bioxido de carbono durante una
fermentacion (Demain y Solomon, 1986). Los reguladores de crecimiento vegetal son
sustancias producidas por microorganismos durante el metabolismo secundario. Existe poca
informacioén acerca de que es lo que ocurre con la producciéon de RCV por ectomicorrizas por
efecto de la presion parcial de oxigeno. Para el caso de la produccion de acido giberélico por
G. fujikuroi, se ha reportado que esta se favorece incrementando los niveles de aireacion (Vass
y Jefferys, 1979).

Harley (1956) demostré que la respiracion de las raices micorricicas es sensible a la
temperatura y que el consumo de oxigeno depende del suministro del mismo. Harley y
Jennings (1958) sugieren que los efectos respiratorios que provocan los azicares y las sales
pueden deberse al aumento de la disponibilidad de ADP a partir del cual se forma el ATP,
estos autores concluyen que la utilizacion de carbohidratos por las micorrizas es en gran parte
confinada al manto fingico. Hacskaylo (1965, reportado por Harley y Smith, 1983), estudio
las tasas de respiracion de algunos hongos ectomicorrizicos a varias temperaturas en cultivo
puro, encontrando que la maxima tasa de respiracion no siempre coincide con la temperatura a
la cual se observé el mejor crecimiento.
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Estudios realizados por Bajracharya y Mudgett (1980) sugieren que ambientes
gaseosos controlados pueden regular los metabolismos primario y secundario en
fermentaciones aerobicas y ser dirigidos a un proceso de optimizacion de la formacion de
productos y consumo de energia.

Con el fin de observar el efecto que provoca una baja presion parcial de oxigeno en el
crecimiento y, en este caso, en la produccion de RCV de las cepas estudiadas se realizo este
experimento (los medios de cultivo utilizados se presentan en el capitulo de materiales y
métodos).

Nuevamente, para estudiar el efecto que provoca la concentracion de CO; en la
atmosfera sobre el crecimiento de los hongos productores de RCV, se evaluaron la VCR asi
como la densidad de crecimiento.

Tres de las cepas fueron crecidas en diferentes atmosferas iniciales de CO,, con una
proporcion inicial de CO/aire, se ensayaron tres proporciones iniciales diferentes: 0/100, 30/70
y 60/40. De esta manera se evalué el crecimiento radial de los hongos por el efecto del
porcentaje de CO,. Paralelamente a los experimentos con atmosferas iniciales de CO., se
corrid un control en caja de Petri, de manera que el micelio permaneciera constantemente
aireado. En la Tabla 4.6 se comparan las velocidades de crecimiento radial de las cepas de S.
granulatus, P. tinctorius y G. fujikuroi en funcion del porcentaje de CO..

Tabla 4.6. Velocidades de crecimiento radial en funcion del porcentaje de CO,.

CEPA % DE CO; VCR

INICIAL (um/dia) *

S. granulatus control 3.088 A
0 1.940 B

30 0.869 C

60 0.180 D

P. tinctorius control 2824 A
0 2.204 B

30 0.449 C

60 0 D

G. fujikuroi control 5.299 A
0 2.808 B

30 2616 C

60 2.131 D

* Medias con la misma letra no son significativamente diferentes de acuerdo con la prueba de
Tukey

Para las tres cepas estudiadas se observa que los resultados obtenidos a diferentes
niveles de CO, son diferentes significativamente. El crecimiento radial mas alto se da con 0 %
inicial de CO; seguido por el nivel de 30 % y finalmente el de 60 % (Figura 4.6).
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Figura 4.6. Efecto del porcentaje de CO, en la velocidad de crecimiento radial. En las
abcisas se muestra la cepa, y en las ordenadas 1a VCR. A la derecha se muestran los
niveles de CO, estudiados y se indica con una C el control corrido en caja Petri.

En general, puede observarse que el aumento en la concentracion inicial de CO, en el
ambiente de crecimiento provoca una fierte disminucion en la VCR de las tres cepas
estudiadas. Sin embargo, 1a forma en que esta se ve disminuida varia para cada una de las

cepas.

El crecimiento de S. granulatus y P. tinctorius se ve afectado de manera importante
por efecto de la concentracion de CO,. Para el caso de S. granulatus, con un 60 % inicial de
CO; se obtiene tan solo el 6 % de la VCR alcanzada en el cultivo control (sin limitacion de
oxigeno). Para el caso de P. tinctorius no hubo crecimiento con 60 % de CO;, sin embargo es
importante hacer notar que dicha cepa mostré6 una menor disminucién en su VCR (en
comparacion con las otras dos cepas) con 0 % de CO; inicial, en donde se observé que dicha
variable disminuyé solo un 22 % con respecto a la VCR del control (sin limitacion de
oxigeno). Por otra parte, el crecimiento de G. fujikuroi a partir de diferentes concentraciones
de CO; no se modifica considerablemente. Respecto al control se obtiene el 53, 49 y 40 % de
crecimiento en atmosferas con concentraciones iniciales de CO, de 0, 30 y 60 %, respecti-
vamente.

La densidad de crecimiento fue otro parametro que resulté de importancia para poder
evaluar el crecimiento en funcién al contenido de CO; en el ambiente. En la Tabla 4.7 se
presenta la comparacién de medias de la densidad de crecimiento en relacion al porcentaje de
CO,. Las densidades de crecimiento presentadas en esta Tabla son las correspondientes al
tiempo final del experimento. En este caso la densidad de crecimiento en el control no fue
estimada.
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Tabla 4.7. Comparacion de medias de la variable densidad de crecimiento en funcion al

porcentaje de CO,.

CEPA % DE CO; p. PROMEDIO
INICIAL (mg/cm?) *
S. granulatus 0 3.020 C
30 6.590 B
60 11.770 A
P. tinctorius 0 1.799 B
30 3.187 A
60 0 C
G. fujikuroi 0 0.653 B
30 1.591 A
60 0.442 C

* Medias con la misma letra no son significativamente diferentes de acuerdo con la prueba de
Tukey (o = 0.05)

En la Tabla 4.7 puede verse que en las tres cepas al aumentar el % de CO, inicial,
aumenta significativamente la densidad de crecimiento, con excepcion del nivel de 60 % de
CO; para P. tinctorius y G. fujikuroi, en donde se observé una disminucion significativa en p..
Para el caso de la cepa P. tinctorius no se observo crecimiento en la atmosfera con 60 % de
CO; inicial. En la Figura 4.7 se ilustra esta respuesta.
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Figura 4.7. Efecto de el porcentaje de CO;: 0, 30 y 60 % en la densidad de crecimiento
para S. granulatus, P. tinctorius y G. fujikuroi. En las ordenadas se muestra la densidad
de crecimiento. A la derecha de la grafica se muestran los niveles de CO, inicial.
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Para la cepa de S. granulatus puede apreciarse que la densidad de crecimiento tiene un
aumento de casi el doble a medida que el CO;, aumenta. En las cepas P. tinctorius y G.
fujikuroi ocurre lo mismo pero a menor escala, alcanzandose en P. tinctorius un valor maximo
de biomasa de 3.187 mg/cm’ y en G. fujikuroi de 1.592 mg/cm’ a 30 % de CO-, a diferencia
del valor maximo de biomasa (11.77 mg/cm?) que alcanza la cepa S. granulatus a 60 % de
CO..

4.4.1. Evolucion de CO;

Otro parametro que se estimd en este experimento fue la evolucion de bioxido de
carbono durante el tiempo de incubacion. En las Figuras 4.8 y 4.9 se muestra la evolucion de
CO; en el tiempo (medido por cromatografia de gases) para las cepas P. tinctorius y G.
Jujikuroi. Las cinéticas de CO, solamente fueron corridas para estas dos cepas.

En la Figura 4.8, puede observarse que para el 0 % inicial de CO; este aumenta casi un
15 % por efecto del metabolismo del hongo. Para la cinética de 22.5 % de CO; inicial, el
contenido del gas aumenta un poco menos de 10 %. Para la cinética de CO; con un porcentaje
inicial de 60, no se observan cambios en el contenido del gas debido a que no hubo crecimiento
del hongo.
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Figura 4.8. Cinética de CO, en funcion al tiempo de incubacion de la cepa P. tinctorius.
Se grafica en las abcisas el tiempo de incubacion contra el % de CO, en las ordenadas. A
la derecha se indica el porcentaje inicial (tedrico) de bioxido de carbono. Las lineas
verticales muestran la desviacion estandar.
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En la Figura 4.9 puede observarse que es lo que pasa con el contenido de bioxido de
carbono a través del tiempo para la cepa G. fujikuroi.
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Figura 4.9. Evolucion del bidxido de carbono en funcion del tiempo para la cepa G.
JSujikuroi. En las abcisas se muestra el tiempo de incubacion de la cepa y en las ordenadas
el porcentaje de CO,. A la derecha se indica el % de CO, tedrico inicial. Las lineas
verticales muestran la desviacion estandar de las mediciones del gas.

De acuerdo con la Figura 4.9 puede observarse que para un 0 % inicial de CO,, este
aumenta aproximadamente un 15 %. Para un 25 % de CO,, el gas aumenta casi en 15 unidades
como efecto del metabolismo del hongo y finalmente para 60 % el porcentaje se ve aumentado
casi en cinco unidades.

CONCLUSIONES

Para este caso, al igual que para el estudio de la A.,, se observé una tendencia general
en el crecimiento de las tres cepas estudiadas: a medida que el factor de estrés fue aumentado
(en este caso la concentraciéon de CQO;) la VCR disminuyd y la densidad de crecimiento
aument6. Sin embargo en el caso de la cepa de G. fujikuroi se observé un aumento estadistica-
mente significativo en la densidad de crecimiento al nivel de 30 % de CO; inicial con respecto a
0 y 60 % y una disminucion en dicha variable con 60 % de CO; inicial.

En general, se ha observado que al aumentar una condicion de estrés a la que son
sometidas las cepas estudiadas provoca tendencias generales tanto en la VCR como en p,. En
todos los casos se pudo ver que, al aumentar la condicion de estrés 1a VCR se ve disminuida y
la p, aumentada.
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4.5. ANALISIS DE RCV POR CROMATOGRAFIA

Existen diversos métodos fisicoquimicos para el analisis cuantitativo de los reguladores
de crecimiento vegetal, dentro de los mas utilizados se encuentran las siguientes técnicas:
cromatografia de liquidos de alta presion (HPLC), con el uso de detectores UV
principalmente; cromatografia de gases-espectrometria de masas, con el uso de detectores de
ionizacion de flama; cromatografia de capa fina;, cromatografia gas-liquido, emtre otros
(Brenner, 1981; Crozier y col, 1980; Linskens y col., 1987; Shindy y col., 1975).

Recientes investigaciones en cromatografia de liquidos de alta presion (HPLC) han
demostrado que esta técnica resulta muy adecuada para el analisis de reguladores de
crecimiento vegetal en general, y particularmente para giberelinas (Linskens y col, 1987).

Por la razén anterior es que se decidid montar una metodologia para la deteccion de
RCV con el uso de HPLC, sin embargo existe una gran diversidad de soportes de columnas
con diferente selectividad, que pueden ser empleadas con este fin. De acuerdo con lo anterior y
con la idea de montar una metodologia sencilla y rapida para el analisis de acido indolacético y
acido giberélico se selecciono una colunma Spherisorb ODS (511) con una fase moévil de buffer
de fosfatos (Thibert, 1994).

4.5.1. Extraccién de RCV del medio de cultivo

Anterior al anélisis por métodos fisicoquimicos, es necesario hacer una extraccion de la
molécula de interés por medio de solventes organicos con el fin de concentrar dicha molécula.
Sin embargo, la seleccion de un solvente apropiado para la extraccion de RCV de tejidos, es
uno de los aspectos mas confusos en el analisis de estas sustancias, ademas de que estos
procedimientos a menudo son disefiados para la deteccion solo de las formas libres de los RCV.
En los procesos de extraccion debe tomarse en cuenta la alteracién que puede ocurrir en la
estructura del RCV en estado original durante el proceso. Esta alteracion puede ser deberse a la
hidrolisis, accién enzimatica o derivatizacion quimica del compuesto original (Brenner, 1981).
Para la deteccion de fracciones biologicamente activas durante los pasos de purificacion, es
necesario la utilizacion de los diversos bioensayos especificos para cada tipo de RCV (Reeve y
Crozier, 1980).

Con el fin de extraer el acido indolacético y el acido giberélico del medio de cultivo en
donde crecieron los hongos que los producen, el primero fue extraido con metanol (en
proporcion 1:1 v/v) durante 24 horas (Crozier, 1980; Emstsen y col., 1986, Hemberg y
Tillberg, 1980; Linskens y Jackson, 1987). Para el caso del icido giberélico se utilizd acetato
de etilo durante 24 horas (Barrios, 1994). En ambos casos, el porcentaje de recuperacion fue
de un 30 % del contenido inicial de RCV en el medio (determinado con curvas patron con
concentraciones conocidas).

Para el acido giberélico también se probé el hexano (en proporcion 1:1 v/v) como
solvente de extraccidn, con el cual se obtuvo un 35 % de recuperacion en la curva patron, sin
embargo al hacer el anilisis de los medios de cultivo no se detecté la presencia de la molécula.
Esta respuesta puede deberse a que el proceso de extraccion es dependiente del pH del medio
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en que se encuentra el RCV (Barrios, 1994). En el medio de cultivo utilizado en la curva
patron el pH fue de 6.2. Con seguridad el pH de los medios de cultivo en donde habia crecido
G. fujikuroi después de un cierto tiempo se encontraba mas acido que el inicial, lo cual sugiere
que a este pH el acetato de etilo resulté ser un mejor agente de extraccion.

En la Tabla 4.8 se presentan los solventes probados para la extraccion del acido
giberélico y del acido indolacético de los medios de cultivo patron (con concentraciones
conocidas), asi como los porcentajes de recuperacion obtenidos con cada solvente,
determinados por HPLC.

Tabla 4.8. Porcentajes de recuperacion del acido indolacético y acido giberélico con
diferentes solventes

RCV SOLVENTE % RECUPERACION
DE EXTRACCION
AIA Metanol 30
Acetona 12
AG; Acetato de etilo 40
Hexano 30

La acetona no fue utilizada como solvente de extracciéon para el AIA debido al bajo
porcentaje de recuperacion detectado.

4.5.2. Analisis de RCV en medios de cultivo

Los medios de cultivo en donde crecieron los hongos productores de RCV con efecto
de diferentes porcentajes de CO, fueron analizados por HPLC, con el objeto de tener una idea
de que es lo que ocurre en la produccion de RCV por efecto de la concentracién de CO; en la
atmosfera de crecimiento.

Para el caso de las cepas de S. granulatus y P. tinctorius, cepas productoras de acido
indolacético, no se detect6 la presencia de dicha molécula en los diferentes medios de cultivo,
lo cual no necesariamente implica que no lo producen, si no que probablemente las cantidades
de AJA producidas fueron tan pequefias que no se detectaron por esta técnica.

Con respecto a la cepa de G. fujikuroi, productora de icido giberélico, se detectaron
diferentes cantidades de este RCV en funcién al tiempo de mcubacion y al porcentaje de CO-.
En las Tablas 4.9 y 4.10 puede observarse el promedio de la cantidad de acido giberélico
presente en los diferentes medios de cultivo en funcion al tiempo de incubacién y a la
concentracion de CO..

Resulta de importancia evaluar el contenido de AG; en el medio de cultivo en funcién
al tiempo de incubacion, ya que existen variaciones en relacién a esta variable. Kumar y
Lonsane (1987 y 1988) han reportado que la produccion de esta molécula empieza alrededor
de las 120 horas (5 dias) de incubacion, alcanzando valores maximos (1.4 mg/g de biomasa en
peso seco) cerca de las 192 horas, y detectandose finalmente inhibicion por sustrato (incluso en
fermentacion sélida) en la formacion de acido giberélico.
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Tabla 4.9. Comparacién de medias de la concentracion de acido giberélico presente en el
medio de cultivo en funcién de el tiempo de incubacion.

TIEMPO DE INCUB. AG;
(boras) (mg/L) *
48 0.000 D
120 1.990 c
168 4.110 B
216 5.000 A

* Medias con la misma letra no son significativamente diferentes (prueba de Tukey)

Tabla 4.10. Comparacion de medias de 1a concentracion de acido giberélico en los medios
de cultivo en funcion al porcentaje de CO,.

Y CO; AGJ
(mg/L) *
0 2.596 B
30 4336 A
60 1.393 C

* Medias con la misma letra no son significativamente diferentes (prueba de Tukey)

En las Tablas 4.9 y 4.10 se presentan los analisis de varianza realizados para determi-
nar el efecto que provoca el tiempo de incubacion y la concentracién de CO, en el contenido
de acido giberélico en los medios de cultivo en donde creci6 la cepa de G. fujikuroi. Puede
verse que el contenido mas alto de acido giberélico en el medio de cultivo se detecto a las 216
horas de incubacion y existe una diferencia significativa con respecto a los demas tiempos de
incubacion. Con respecto a los tratamientos en funcion al porcentaje de CO, existen diferencias
significativas entre estos, detectindose una mayor cantidad de acido giberélico en los medios
en los que crecid G. fujikuroi con un 30 % de CO; con un tiempo de incubacion de 216 horas.

En la Tabla 4.11 se presentan los promedios de la concentracién de acido giberélico en
funcién al tiempo de incubacion asi como al porcentaje de CO; (analisis estadistico global).

Tabla 4.11, Efecto del tiempo de incubacion en la concentracion de acido giberélico en
funcién al porcentaje de CO,.

% CO, TIEMPO DE INCUB. AG;

(horss) (mg/L) *

0 48 0 B
120 2.670 A

168 4.056 A

216 3.658 A

30 48 0 D
120 3.301 C

168 5.619 B

216 8.426 A

0 48 0 B
120 0 B

168 2.655 A

216 2.915 A

* Medias con la misma letra no son significativamente diferentes (prueba de Tukey (o = 0.05))
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Como puede verse en la Tabla 4.11, para el tratamiento con 0 % inicial de CO, no
existen diferencias significativas en la concentraciéon de acido giberélico en funcién al tiempo
de incubacion. Para el tratamiento con 30 % inicial de CO, se observan diferencias en el
contenido de AG; en funcion del tiempo de incubacion, detectandose una mayor concentracion
a las 216 horas. Con 60 % inicial de CO, no se observaron diferencias significativas en el
contenido de AG; a las 216 y 168 horas de incubacién. En todos los casos a las 48 horas de
incubacion no se detectd la presencia de acido giberélico. En la Figura 4.10 se muestran las
curvas de produccion de acido giberélico por G. fujikuroi en funcion al tiempo de incubacion y
al contenido inicial de CO,.
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Figura 4.10. Efecto del tiempo de incubacion y el contenido de CO- en 1a produccién de
acido giberélico por G. fijikuroi. Se muestra en las abcisas el tiempo de incubacion de G.
Sujikuroi en el medio de cultivo (en horas), y en las ordenadas la concentracion de AG;
(mg/L). Las lineas verticales muestran la desviacion estandar.

Como se observa en la Figura 4.10, para 30 % inicial de CO, el aumento de la
concentracion de acido giberélico es lineal en funcion al tiempo de incubacion, y es en donde se
presentan las concentraciones mas altas de este compuesto, alcanzando casi los 10 mg/L a las
216 horas. Para el caso de 0 y 60 % de CO, puede verse que a las 216 horas de incubacion, la
concentracion de acido giberélico permanece casi constante, alrededor de los 3 mg/L, y es
significativamente menor que para 30 %, en este sentido podria pensarse en una inhibicién por
sustrato en la formacién de AG; (cerca de las 168 horas), tal y como lo reportan Kumar y
Lonsane (1987).

Con relacion al contenido de AG; en los medios de cultivo en donde ha crecido G.
Jfujikuroi, se han reportado concentraciones que van desde los 40-60 mg/L (en cultivo
superficial, al inicio de la explotacién industrial del hongo) basta 2 g/L (con el uso de mutantes
y aceite de girasol como tnica fuente de carbono), dependiendo de la fuente de carbono, la
fuente de nitrégeno y las condiciones de cultivo (Briickner y Blechschmidt, 1986).

Finalmente, aunque se detectaron bajas concentraciones de AG; en relacion a los
reportes citados, puede ser posible aumentar este rendimiento cambiando la fuente de carbono,
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de nitrégeno o bien, las condiciones de cultivo. Sin embargo se ha observado que el contenido
de cierto nivel de CO; en la atmosfera resulta positivo para la produccion de este regulador.

CONCLUSIONES

Para las dos cepas reportadas como productoras de acido indolacético (P. tinctorius y
S. granulatus) no se detect6 la presencia del compuesto con el uso de la técnica de HPLC.
Este resultado no necesariamente indica que la molécula no se haya presente en el medio, sino
que puede encontrarse en concentraciones tan pequefias que no resultan detectables por
HPLC, debido a esta razoén es que resulta de gran importancia contar con una metodologia de
bioensayos, ya que por este método si es posible detectar concentraciones menores a 0.5 mg/L
(por HPLC solo se detectan concentraciones mayores a esta).

Para la cepa de G. fujikuroi se encontraron cantidades de acido giberélico que pudieron
ser detectadas por medio del uso de HPLC. De acuerdo a los resultados obtenidos, puede
decirse que un cierto porcentaje inicial de CO. en la atmoésfera de crecimiento del hongo,
afecta de manera positiva la producciéon de acido giberélico por la cepa RE11 de Gibberella
Sujikuroi.

66



Resultados y Discusion

4.6. BIOENSAYOS

Los bioensayos son pruebas realizadas sobre organismos vivos con el fin de detectar la
presencia de moléculas biologicamente activas que causan algin efecto sobre estos.

El objetivo principal de esta parte del trabajo fue el desarrollo de un método sencillo,
rapido y sensible a pequefias concentraciones de RCV con el uso de bioensayos, con ¢l fin de
detectar la presencia de moléculas biologicamente activas en un medio de cultivo dado sin tener
la necesidad de purificar. Para esto, dos tipos de bioensayos fueron empleados: los bioensayos
con semillas y los bioensayos con microorganismos. Los bioensayos tienen varias ventajas sobre
los métodos de deteccién fisicoquimicos, entre las que destaca que con el uso de bioensayos es
posible detectar concentraciones muy pequefias (menores a 0.5 mg/L) de RCV, lo cual no
puede hacerse por métodos cromatograficos.

Los bioensayos han jugado un papel esencial en el descubrimiento e identificacion de los
RCV, sin embargo no pueden usarse como un método infalible para el analisis de estas
moléculas. La mayoria de los bioensayos tienen amplias curvas de respuesta, que general-
mente cubren diferentes ordenes de magnitud, ademas de que la varianza asociada a este rango
de respuestas es proporcional a la respuesta. Esto, aunado al hecho de que sus curvas de
respuesta a concentraciones log-lineal, hace imposible determinar pequeiias diferencias en las
cantidades de RCV entre muestras (Brenner, 1981).

Por otra parte, existe la ventaja de que los bioensayos tienen gran sensibilidad y
especificidad en ciertas partes de una planta (o bien mutantes genéticos deficientes en ciertas
hormonas) a los diferentes reguladores de crecimiento. Ayudan a establecer la presencia de una
clase dada de RCV, pero no pueden ser usados para identificar un compuesto especifico.
(Brenner, 1981; Salisbury y Ross, 1992).

Existe una gran cantidad de ensayos para la deteccion de RCV (Audus, 1972), sin
embargo la gran mayoria de estos requieren de un gran esfuerzo en la preparacion de
materiales, ademas de ser lentos y complicados, por esta razon surge entonces la necesidad de
contar con un método que requiera de poco esfuerzo, que sea sensible y rapido.

4.6.1. Bioensayos con semillas de alfalfa (Medicago sativa)

4.6.1.1. Acido indolacético

Uno de los métodos de deteccion para las auxinas, es el uso del efecto de estas en la
elongacion de las raices. Concentraciones de auxinas que estimulan el crecimiento de
coleoptilos, inhiben el de las raices, pero a muy pequefias concentraciones (alrededor de 1 parte
en 10"") a veces se detecta una ligera estimulacion. Ciertas especies de semilla pequedia (lino,
lenteja, trigo, etc.) son material adecuado para este bioensayo. Con el crecimiento de semillas
seleccionadas, por cortos periodos de tiempo en un rango de concentraciones de AIA, puede
construirse una curva para de esta manera relacionar el crecimiento a la concentracion de la
hormona. Esta curva puede cubrir un amplio rango de concentraciones desde el crecimiento
optimo con 1 parte en 10" hasta la completa inhibicion con 1 parte en 10°. La ventaja de esta
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prueba sobre otras, es que ¢l estimulo en el crecimiento puede obtenerse a concentraciones tan
pequeiias como una parte en 10" o 10'%, ademis de que no es necesario tener un control
estricto sobre la intensidad de luz (Audus, 1972).

A. Curvas estandar para la deteccién de AIA

De acuerdo con lo citado anteriormente, para llevar a cabo este tipo de bioensayo se
utilizaron semillas de alfalfa debido a que cumplen con la caracteristica mencionada, ademas de
tener un tiempo corto de germinacion, y un crecimiento mas rapido que otras especies de
semilla pequeiia.

La razon de realizar curvas estandar con concentraciones conocidas de RCV es que esto
posteriormente hace posible interpolar en la curva de respuesta obtenida, datos observados en
semillas crecidas en un medio dado para asi evaluar la presencia de un RCV.

De esta manera, se realizd una cinética para determinar a que tiempo existia una mayor
respuesta en la longitud de raiz por efecto de la concentracion del acido indolacético en esta
especie. El método mostré una mayor sensibilidad a los 13 dias de incubacion a temperatura
ambiente. En la Tabla 4.12 se presenta la comparacion de medias de los tratamientos en
relacion a la concentracion de AIA con el uso de una prueba de Tukey, puede observarse que si
existe una diferencia significativa en la longitud de raiz.

Tabla 4.12. Comparacion de medias de la variable longjtud de raiz en funcién a la
concentracion de acido indolacético.

CONCENTRACION DE LONGITUD DE RAIZ
AIA (mg/L) (mm) *
0 65.000 A
0.1 45.667 B
0.5 27.330 C
1 26.000 CD
14.000 D

* Medias con 12 misma letra no son significativamente diferentes, a un o= 0.05

En la Figura 4.11 se observa que el acido indolacético inhibe significativamente el
crecimiento de la raiz en la alfalfa, de esta manera al aumentar la concentracién del RCV, se
percibe una disminucion en dicha variable, de lo cual puede decirse tal como lo reporta Audus
(1972) para otras especies de semillas pequefias, en esta especie también se percibe una
inhibicion en la longitud de raiz como efecto del AIA. Es importante destacar que a
concentraciones menores a 0.5 mg/L se observa un efecto muy marcado del AIA en la
elongacion de raices.
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Figura 4.11. Efecto del acido indolacético sobre el crecimiento de las raices a los trece dias
de incubacién. Se grafica en las abcisas la concentracion del AIA: 0,0.1,05, 1 ySmg/L,y
en las ordenadas la longitud de la raiz. Los simbolos arnba y abajo de la linea muestran la
desviacion estandar.

Otras variables que también presentaron diferencias significativas por efecto de la
concentracion de AIA fueron el porcentaje de germinacion y el nimero de raices secundarias,
observandose en ambos casos que a medida que la concentracion de AIA aumenta, ambas
variables se ven inhibidas significativamente (Tablas 4.15 y 4.16).

Tabla 4.13. Efecto de la concentracion de AIA en el porcentaje de germinacion de semillas
de alfalfa a los cinco dias de incubacion

CONCENTRACION DE % DE GERMINACION
AIA (mg/L) *
0 88.80 A
0.1 82.80 B
05 75.00 C
1 77.50 C
5 62.80 D

* Medias con la misma letra no son significativamente diferentes, a un a= 0.05

Como puede observarse en la Figura 4.12 el acido indolacético provoca un efecto
inhibitorio en el porcentaje de germinacion de las semillas de alfalfa, disminuyendo hasta un
25 % el porcentaje de germinacion observado a los 5 mg/L. de AIA con respecto al testigo que
no contiene dicho compuesto.

69



Resultados y Discusion

% GERMINACION

06 1 16 2 28 3 5 4 45 [
RCV (mg/L)

Figura 4.12. Efecto de la concentracion de acido indolacético en el porcentaje de
germinacion de semillas de alfalfa a los 5 dias de incubacion. El porcentaje fue tomado de
un total de 40 semillas por cada tratamiento.

La medicion de este tipo de variable resulta importante, ya que es posible obtener una
respuesta a la concentracion de AIA a los cinco dias de incubacion, lo que significa una prueba
relativamente rapida (en comparacion con la mayoria de los bioensayos) para la deteccion de
esta molécula. En la Figura 4.12 puede observarse que en el control, el porcentaje de
germinacion alcanza casi hasta un 90 % de germinacion, valor que va disminuyendo conforme
la concentracion de AIA aumenta, hasta llegar a un porcentaje de poco mas del 60 %. a una
concentracion de 5 mg/L de AIA.

En el nimero de raices secundarias también se observo una disminucion significativa a
medida que la concentracion de AIA fue aumentada, en este caso se detecté una mayor
respuesta a la presencia de este regulador a los 18 dias de incubacion (Tabla 4.14).

Tabla 4.14. Efecto de la concentracion del AIA en el niimero de raices secundanias a los
20 dias de incubacion.

CONCENTRACIONDE | No. PROMEDIO DE RAICES
AIA (mg/L) SECUNDARIAS *
0 7.333 A ]
0.1 5.667 A B
0.5 5.333 CAB
1 3.667 c B
3.333 C

* Medias con la misma letra no son significativamente diferentes, a un a= 0.05

En la Figura 4.13 se muestra el efecto que provoca la concentracion de AIA sobre la
formacion de raices secundarias en la alfalfa.
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Figura 4.13. Efecto de la concentracion de acido indolacético en la formacion de raices
secundarias en alfalfa. En la grafica se muestra la tendencia de los datos.

Para este ultimo caso, a pesar de que existe una respuesta significativa por efecto de la
concentracion de AIA, el tiempo de respuesta resulta ser muy largo comparado con las dos
variables anteriores. También cabe destacar que el efecto mas marcado del AIA sobre esta
variable se observa a concentraciones menores a 1 mg/L.

Con respecto al resto de las variables estudiadas (nimero de hojas y peso de la planta),
no se observaron diferencias significativas con respecto a los diferentes tratamientos, ademas de
ser variables de respuesta que requieren de mayor tiempo para la obtencidén de resuitados. Cabe
mencionar que los resultados presentados fueron en los que se observo una mayor sensibilidad
al acido indolacético.

B. Respuesta en las semillas de alfalfa crecidas en el medio de P. tinctorius

Se realizaron regresiones estadisticas de las curvas correspondientes a la longitud de
raiz, porcentaje de germinacion y mumero de raices secundarias, para de esta manera inter-
polar en estas los datos obtenidos en las semillas de alfalfa que se desarrollaron en los medios
en donde crecié P. tinctorius con diferentes atmosferas iniciales de CO, y a diferentes tiempos
de incubacién. Para cada caso se interpolaron los datos de crecimiento al tiempo en que la
curva estandar mostré la mayor diferencia entre tratamientos.

De esta manera, se obtuvieron tres ecuaciones que describen el efecto del AG; sobre
cada variable a un tiempo dado, en la Tabla 4.15 se muestra la ecuacién obtenida para cada
variable.
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Tabla 4.15. Ecuaciones obtenidas para las 3 variables evaluadas sobre las semillas de
alfalfa. Se muestran también los tiempos de respuesta para cada caso.

TIEMPO DE
VARIABLE RE’;::’F‘)‘TA MODELO DE REGRESION R?
1
Longitud de raiz 13 LR = 65.143 + 6.723 C - 48.169 C** 0.9419
% de germinacion 5 % G =88.612 - 13.991 C*¥ 0.9568
No. de raices secundarias 18 NRS = 7.362 - 2.953 C*% 0.7463

LR = longitud de raiz, % G = % de germinacion, NRS = nimero de raices secundarias;, C =
concentracion.

Este método permiti0 evaluar la concentracion de AJA presente en los extractos
obtenidos de los medios de cultivo en donde crecié P. tinctorius con el uso de tres variables
diferentes en el desarrollo de la alfalfa (la metodologia seguida se describe en el capitulo de
materiales y métodos): 1) en lo que se refiere a la variable longitud de raiz se detectaron
concentraciones no mayores a 0.8 mg/L., observandose la mayor concentracion a las 264 horas
de incubacion del medio con 0 % de CO; inicial. 2) Con respecto al porcentaje de germinacion,
no se detecto la presencia de la molécula en ninguno de los medios a excepcién del que se
incubo durante 406 horas con un 30 % de CO; inicial, la concentracion estimada fue de cerca
de 0.1 mg/L 3) Finalmente al evaluar la concentracion de AIA por su efecto en la formacion de
raices secundarias se observaron concentraciones de cerca de 6 mg/L de AIA para los medios
incubados por 264 y 406 horas con un 30 % de CO, nicial (5.9 mg/L de AIA) y para el medio
incubado por 264 horas con 0 % de CO,.

Aungque resulta complicado interpretar este tipo de resultados, existe una respuesta que
resulta consistente: con el uso de cada uno de los modelos de regresion (de las tres variables) se
logré detectar la presencia del AIA en el medio incubado por 406 horas con 30 % de CO,. Otro
de los medios en los que se detectd la presencia de AIA por este método (para el namero de
raices secundarias y para la longitud de raiz) fue el medio con 0 % de CO; inicial incubado
durante 264 horas.

4.6.1.2. Acido giberélico

Las giberelinas bajo ciertas condiciones, provocan una pequeiia influencia sobre la
elongacion de secciones de coleoptilos, y esto hace un bioensayo relativamente especifico hacia
dicho compuesto (Salisbury y Ross, 1991).

Las semillas en buen estado son mucho mas sensibles a la aplicacion de giberelinas
comparado con el efecto en drganos aislados (las giberelinas inducen la germinacion de semillas
(Davies, 1987)), de esta manera han servido como material apropiado para bioensayos.
Semillas de diferentes especies (maiz, chicharo, entre otras) han sido utilizadas para llevar a
cabo este tipo de bioensayos, en las cuales se han observado respuestas en la elongacion de
epicotilos (lechuga) e hipocotilos (chicharo), ademas del efecto en la germinacion (Audus,
1972).
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A. Curvas estindar para la deteccion de AG;

Al igual que para el caso de acido indolacético, se corri6 una cinética con semillas de
alfalfa para determinar a que tiempo se observa un mayor efecto de las diferentes
concentraciones de acido giberélico sobre la longitud de raiz. En este caso el mayor efecto en la
longitud de la raiz se presentd a los 7 dias de incubacion, en la Tabla 4.16 se muestra la
comparacion de medias de la longitud de raiz en funcion a la concentracion de acido giberélico.

Tabla 4.16. Comparacién de medias de la longitud de raiz en funcion a la concentracion de
acido giberélico

CONCENTRACION DE AG; LONGITUD DE RAIZ
(mg/1) (mm) *
0 33333 C
0.1 56.333 B
0.5 50.667 B C
1 81.667 A
5 49.333 B C

* Medias con la misma letra no son significativamente diferentes, a un o= 0.05

En la Tabla 4.16 puede observarse que existe una diferencia significativa en las medias
de la longitud de la raiz a los diferentes niveles de concentracion de acido giberélico, la
concentracion que provoca una mayor elongacion en la raiz es 1 mg/L, no existe una diferencia
significativa en la longitud de raiz entre 0.1. 0.5 y 5 mg/L, sin embargo si existen diferencias al
comparar los diferentes tratamientos con un testigo sin acido giberélico (la longitud en el
testigo resulta menor). En la Figura 4.14 se observa el efecto de la concentracion de acido
giberélico sobre la elongacion de la raiz en la alfalfa.

100

LONGITUD (mm)

T A o L I S o
[} 05 1 18 2 25 3 35 4 45 [

IRCV] (mg/1)
Figura 4.14 Efecto de la concentracién de acido giberélico sobre el crecimiento de la raiz

de alfalfa a los 6 dias de incubacion. Se grafica en las abcisas la concentracion de AG;: 0,
0.1,0.5, 1 y 5 mg/L, y en las ordenadas la longitud de raiz en mm.
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De acuerdo con la Figura 4.14 puede decirse que el acido giberélico en concentra-
ciones menores a 1 mg/L estimula significativamente la elongacion de las raices en la planta de
alfalfa.

Ademas del efecto en la longitud de la raiz, fueron probadas otras variables de respuesta
como son: % de germinacion, longitud de tallo, nimero de raices secundarias y nimero de
hojas, de las cuales la unica que resultd tener una respuesta con diferencias significativas al
efecto del icido giberélico fue el niimero de raices secundarias. En la Tabla 4.17 se comparan
las medias de esta variable.

Tabla 4.17. Comparacion de medias del numero de raices secundarias en funcion a la
concentracion de acido giberélico a los trece dias.

CONCENTRACIONDE AG; |  NUMERO DE RAICES
(mg/L) SECUNDARIAS *
0 3.667 B
0.1 8.000 A
0.5 4.667 B
1 2333 B C
5 0.667 C

* Medias con la misma letra no son significativamente diferentes, a un a= 0.05

Como puede observarse en 1a Tabla 4.17 el acido giberélico tiene un efecto significativo
en la formacién de raices secundarias en las semillas de alfalfa, observandose el mayor numero
de raices a una concentracion de 0.1 mg/L de AG;, valor que presenta diferencias significativas
en comparacion con el resto de concentraciones ensayadas. En la Figura 4.15 se presenta el
efecto que provoca este regulador en la formacion de raices secundarias.

RAICES SECUNDARIAS

o o8 1 15 2 25 3 35 4 a5 6
{RCV] (mg/L)

Figura 4.15. Efecto de la concentracion de acido giberélico sobre la formacion de raices
secundarias en alfalfa a los 13 dias de incubacion. Se grafica en las abcisas la
concentracion de AG;, y en las ordenadas el nimero de raices secundarias.
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Como puede apreciarse en la Figura 4.15 a pequefias concentraciones de acido
giberélico existe un estimulo en la formacion de raices secundarias, pero al aumentar la
concentracion de este, el nimero de raices secundarias disminuye en comparacion con el testigo
sin AGs, lo cual coincide con lo que se ha reportado acerca de la inhibicion de la organogénesis
por la aplicacion exogena de este regulador (Villalobos, 1991).

B. Respuesta en las semillas de alfalfa crecidas en el medio de G. fujikuroi

Para este caso se obtuvieron dos ecuaciones que describen el efecto de la concentracion
del acido giberélico sobre la longitud de raices y la formacion de raices secundarias. En la Tabla
4.18 se observan dichas ecuaciones y el tiempo de respuesta para cada caso. En todos los casos
se tomaron las ecuaciones con las que se obtuvieron los coeficientes de correlacion mas altos.

Tabla 4.18. Ecuaciones obtenidas para la longjtud de raiz y nimero de raices secundarias
sobre las semillas de alfalfa.

TIEMPO DE
VARIABLE RESPUESTA MODELO DE REGRESION R
(dias)
Longitud de raiz 6 LR =33.522+ 81.668 C**-33.366 C | 0.9025
No. de raices 13 NRS =3.66-70.98 C+5.718 C*®' + | 0.8948
secundarias 63.88

LR = longitud de raiz; NRS = numero de raices secundarias; C = concentracién de AGa.

Con respecto a la longitud de raices, a los 6 dias de incubacién, Ia longitud de raiz de las
semillas en todos los medios probados estuvo muy por debajo de los que se presentaron en la
curva estandar, de manera que no fue posible interpolarlos en la curva obtenida por regresion.
Por otra parte, en todos los medios en donde crecio G. fujikuroi y después se colocaron las
semillas de alfalfa, no se observo formacion de raices secundarias.

Esta respuesta puede deberse a que G. fujikuroi es un hongo que produce una serie de
metabolitos, ademas del acido giberélico, que pueden intervenir de diferentes maneras en el
crecimiento vegetal. Por ejemplo, Miersch y col. (1993) reportan la produccion de acido
jasmonico por G. fujikuroi, el cual provoca respuestas tales como inhibicién de la germinacion
y otras respuestas propias del acido abscisico. Otros metabolitos producidos por este hongo
son la bikaverina y otras giberelinas menos potentes que el AG; (AG, principalmente)
(Briickner y Blechschmidt, 1986; Jones y Pharis, 1987).

4.6.2. Bioensayos con microorganismos

La mayoria de métodos de bioensayos para fitohormonas o reguladores de crecimiento
vegetal se basan en la medicion de respuestas en el crecimiento de plantas superiores, sin
embargo en dicha técnica existen grandes variaciones en los resultados obtenidos (Barea,
1974). Por esta razon se intenté montar una técnica para la deteccion de RCV con el uso de
microorganismos, ya que debido a la homogeneidad en las poblaciones microbianas y a su
rapido crecimiento puede obtenerse una variacion menor en los resultados y una respuesta en
24 horas.
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Varios autores han obtenido diversas respuestas en el crecimiento de algunos micro-
organismos por el efecto del acido indolacético acido giberélico y cinetina. Miller (1963),
reporta que la cinetina estimula el crecimiento de E. coli asi como de algunas levaduras. Por su
parte, Kennell (1960) también reporta efectos de la cinetina y acido indolacético en el
crecimiento de E. coli y S. cerevisiae. Barea (1973), estudio el efecto de los tres reguladores de
crecimiento vegetal sobre varias cepas de S. cerevisiae, encontrando también efectos en el
crecimiento de algunas de estas. Sin embargo también se ha reportado que diferentes cepas de
una misma especie no necesariamente responden de la misma manera a los RCV.

En el presente trabajo se estudi6 el efecto del acido indolacético y el icido giberélico
sobre el crecimiento de dos cepas de levaduras: S. castellii y S. cerevisiae, y de dos bacterias:
E. coliy B. subtilis.

4.6.2.1. Bioensayos con levaduras

De las dos levaduras estudiadas, solamente S. castel/ii mostré una respuesta en su
crecimiento (cuantificado en unidades de absorbancia) por efecto de la concentracion del acido
indolacético, con el 4cido giberélico no se perciben diferencias significativas en el crecimiento
de este microorganismo. Para el caso de la cepa de S. cerevisiaze no hubo diferencias
significativas en el crecimiento por efecto de la concentracion de ninguno de los RCV
probados. En la Tabla 4.19 se muestra la comparacion de medias de la absorbancia
(crecimiento) en funcion a la concentracién del acido indolacético, para la cepa de S. castellii.

Tabla 4.19. Comparacion de medias del crecimiento de S. castellii (expresado en unidades
de absorbancia) por efecto de la concentracion del AIA y AG;

CONCENTRACION | CRECIMIENTO CONCENTRACION | CRECIMIENTO
DE AIA (mg/L) (Absorbancia) * DE AG; (mg/L) (Absorbancis) *
0 0.5550 A B 0 0.5550 A
0.2 0.6435 A 0.2 0.5405 A
0.6 0.4700 B 0.6 0.5680 A
1 0.4615 B 1 0.5230 A
3 0.4795 B 3 0.5380 A

* Medias con la misma letra no son significativamente diferentes, a un a= 0.05

Puede observarse que existe un estimulo en el crecimiento de S. casfellii a bajas
concentraciones (menores de 0.2 mg/L) de acido indolacético, sin embargo, al aumentar la
concentracion ya no se detecta ninguna diferencia significativa en dicha variable. En la Figura
4.16 puede observarse la curva que representa esta respuesta.
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Figura 4.16. Efecto del acido indolacético (—) y acido giberélico (---) sobre el crecimiento
de S. castellii. En las abcisas se grafica la concentracion del RCV y en las ordenadas el
crecimiento en unidades de absorbancia. Se indican las desviaciones estandar con una linea
vertical.

4.6.2.2. Bioensayos con bacterias

De las dos bacterias estudiadas solamente B. subtilis mostré una diferencia significa-
tiva en el crecimiento como efecto de las diferentes concentraciones de acido giberélico. Para la
cepa de E. coli no se detecté ninguna diferencia significativa en el crecimiento como respuesta
alosRCV.

En la Tabla 4.20 se muestra la comparacion de medias de los tratamientos en relacién a
la variable absorbancia (crecimicnto) para B. subtilis.

Tabla 4.20, Comparacion de medias del crecimiento de B. subtilis (expresado en unidades
de absorbancia) por efecto de la concentracion del AIA y AGs.

CONCENTRACION | CRECIMIRNTO CONCENTRACION | CRECIMIENTO
DE AIA (mg/L) (Absorbancia) * DE AG, (mg/L) (Absorbancia) *
0 0.2200 A 0 0.2200 B
0.6 0.3770 A 0.6 0.3920 A
1 0.3815 A 1 0.4260 A
3 0.3025 A 3 0.2415 B

* Medias con la misma letra no son significativamente diferentes, a un o= 0.05

De acuerdo con la Tabla 4.20 se observa que el crecimiento de B subtilis es estimulado
marcadamente a concentraciones menores a 1 mg/L de acido giberélico, y que existen
diferencias significativas en las absorbancias observadas a 0.6 y 1 mg/L de AG; en comparacion
con las absorbancias a 0 y 3 mg/L (Figura 4.17).
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Figura 4.17. Efecto de la concentracion de los acidos indolacético (—) y giberélico (---)
sobre el crecimiento de B. subtilis. Se grafica la concentracion del RCV en las abcisas
contra el crecimiento (absorbancia) en las ordenadas. Las lineas verticales representan la
desviacion estandar.

En la Figura 4.17 puede observarse que existe un efecto de la concentracion del AIA
sobre el crecimiento de B. subtilis, sin embargo de acuerdo con el anilisis estadistico esta
diferencia no es significativa (a un nivel de significancia de 0.05). Para el acido giberélico se
observa que con pequeifias concentraciones (0.6 y 1 mg/l) existe un estimulo en el crecimiento
del microorganismo.

CONCLUSIONES

Con respecto a los dos tipos de bioensayos evaluados es posible decir que pequeiias
concentraciones (para la mayoria menores a | mg/L) de AIA y de AG;, provocan una respuesta
significativa tanto en las plantas de alfalfa como en las cepas usadas de S. castellii y B. subtilis.
En ambos casos se observan diferencias marcadas entre las concentraciones menores a 1 mg/L
probadas. Estas respuestas son de gran importancia debido a que por métodos fisicoquimicos
no se detectan concentraciones menores a 0.5 mg/L.

Con respecto a los bioensayos con semillas de alfalfa, se detect6 una respuesta inhibito-
ria significativa sobre la elongaci6n de la raiz, el porcentaje de germinacién y en la formacion de
raices secundarias por efecto del acido indolacético. Esta respuesta en el porcentaje de germi-
nacidn resulta de interés debido a que por su corto tiempo de respuesta, esta prueba puede ser
usada como un bioensayo relativamente rapido (aunque no especifico para el AIA). El aumento
de la concentracion de AG; en el medio provocé un estimulo en la elongacion de la raiz de
alfalfa. También se observo un estimulo en la formacion de raices secundarias a concentra-
ciones menores a 0.1 mg/L, pero al aumentar la concentracion se detecté una disminucion de
estas con respecto al testigo. En general, se observan respuestas muy marcadas en las variables
de respuesta por el efecto de concentraciones menores a 1 mg/L de AIA o de AGs.
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Fue posible analizar los medios de cultivo en donde crecié P. tinctorius a diferentes
concentraciones de CO; con el uso de los bioensayos, sin embargo no se obtuvieron resultados
consistentes en relacion a las diferentes variables evaluadas. Para el caso de los bioensayos para
los medios de G. fujikuroi no se obtuvieron respuestas, debido muy probablemente a la
presencia de otro tipo de metabolitos producidos por dicho hongo (tales como bikaverina o
acido jasmonico).

Para la serie de bioensayos realizados con microorganismos solamente se detectd un
efecto del acido giberélico sobre el crecimiento de B. subtilis y S. castellii. El acido
indolacético a bajas concentraciones (hasta 0.2 mg/L) provocé un estimulo en el crecimiento de
la cepa de S. castellii, sin embargo al aumentar la concentracion (a 0.6 mg/L) este RCV
provocd una inhibicion en el crecimiento con respecto al control. El resto de cepas ensayadas
no mostraron ninguna respuesta a la presencia del acido indolacético y acido giberélico.
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Conclusiones

5. CONCLUSIONES

¢ La actividad de agua (A.) es una variable que afecta tanto la velocidad de crecimiento radial
(VCR) asi como la densidad de crecimiento (p) en las cuatro cepas estudiadas. En general se
observo que, al disminuir el nivel de A, disminuye la VCR y aumenta la densidad de
crecimiento.

¢ La cepa de G. fujikuroi presentd crecimiento hasta un nivel de A, de 0.943, lo cual resulta
importante como un criterio de seleccién y de decision de condiciones de operacion para una
fermentacion solida, debido a que a este nivel de A,, ya no crecen bacterias ni levaduras, que
son organismos de rapido crecimiento y compiten por el sustrato con el microorganismo de
interés.

¢ En tres de las cepas, S. granulatus, A. rubescens y G. fujikuroi, el uso de la glucosa como
unica fuente de carbono en el medio de cultivo provoca una marcada disminucion en la
velocidad de crecimiento radial, lo que indica que existe una represion catabolica por efecto
de este azicar. A diferencia de las cepas mencionadas, P. fincforius no presenta represion
catabolica por efecto de la glucosa.

¢ El porcentaje de CO; en la atmosfera de crecimiento de tres de las cepas: S. granulatus, P.
tinctorius 'y G. fujikuroi, afecta la velocidad de crecimiento radial y la densidad de
crecimiento. Se observa una tendencia general: a medida que la concentracion de CO,
aumenta, la VCR disminuye y la densidad de crecimiento aumenta.

4 Un 30 % de CO; inicial en la atmosfera de crecimiento de la cepa RE11 de G. fujikuroi
favorece la produccion de acido giberélico. Aun con un cierto porcentaje de CO, inicial, la
produccion de AG; empieza al rededor de las 120 horas, es decir la concentracion inicial de
CO; no afecta el tiempo de arranque de la produccion de este compuesto (reportado por
varios autores cerca de las 120 horas).

+ En general, se ha observado que el aumento de un factor de estrés en el medio ambiente de
crecimiento de todas las cepas estudiadas provoca una disminucion en la velocidad de
crecimiento radial y un aumento en la densidad de crecimiento.

¢ En base a los estudios realizados, es posible determinar condiciones de operacion para la
produccion de RCV por fermentacion en sustrato sélido con el uso de las cepas estudiadas.

¢ Se montaron metodologias para la deteccion de acido giberélico y de acido indolacético con
el uso de bioensayos. Pudo observarse, en general, que concentraciones menores a 1 mg/L
provocan un efecto muy marcado en la variable de respuesta medida, en todos los casos
(tanto en microorganismos como en semillas de alfalfa).

¢ Es posible utilizar bioensayos con semillas de alfalfa para evaluar la presencia de
concentraciones menores a 0.5 mg/L de un RCV (las cuales no se detectan por HPLC), en
medios de cultivo sélidos en donde hayan crecido hongos reportados como productores de
RCV, sin necesidad de purificar dicho medio.
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La longitud de raiz, la formacién de raices secundarias y el porcentaje de germinacidén en
alfalfa, son variables que se muestran afectadas como respuesta a la concentracién de acido
indolacético. Existe una inhibiciébn en las tres variables mencionadas al aumentar la
concentracion de este regulador en el medio.

Tanto el 4cido giberélico como el acido indolacético estimulan el crecimiento de B. subtilis
cuando son empleados en concentraciones menores a 1 mg/L. De esta manera existe la
posibilidad de emplear esta metodologia para la deteccion de concentraciones menores a |
mg/L, sin tener la necesidad de emplear métodos de purificaciéon previos.

Concentraciones menores a 0.2 mg/L. de acido indolacético provocan un estimulo en el
crecimiento de S. castellii.

Es posible correlacionar el efecto que provoca ¢l AG; en el crecimiento de las raices de

alfalfa con el crecimiento de B. subtilis. En ambos casos, concentraciones menores a 1 mg/L
estimulan el crecimiento.
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7. GLOSARIO

¢ Cambium: Capa de células capaces de dividirse que separan al xilema y al floema.
¢ Citoquinésis: Division del protoplasto después de la mitosis.

¢ Coleoptilo: Estructura existente en el embrion de las gramineas, es la vaina que rodea la
plimula y que es atravesada por esta al producirse la germinacion.

¢ Conidio: Espora asexual compuesta por una o muchas células de diversos tamafios y formas.
4 Conididforo: Rama del micelio que sostiene conidios.
¢ Epicotilo: Internodo situado inmediatamente por encima de los cotiledones.

¢ Floema: Tejido de transporte compuesto generalmente de células vivas anucleadas y de
diametro grande. Esta estructura se encuentra localizada hacia afuera del haz vascular.

+ Hipocotilo: Tejido de reserva que se encuentra en algunas especies. Es la parte de iniciacion
del tallo localizada debajo de los cotiledones.

¢ Meristemo: Region embrionica (en division constante) de células que permiten el
crecimiento de las plantas durante toda su vida.

¢ Micorriza: Asociacion simbidtica de un hongo con las raices de una planta superior.
¢ Nucleésido: Grupo de ribosa unido al atomo de nitrogeno en posicion 9 (en la base
estructural de las citocininas). Cada citocinina puede existir en forma de base libre o bien

como un nucledsido.

¢ Parénquima: Tejido vegetal compuesto por células de pared delgada generalmente isodia-
métricas, que se encuentran formando parte del cortex, mesofilo y otros tejidos de la planta.

4 Red de Hartig: Sistema intracelular complejo en donde las hifas de un hongo (micorricico)
penetran hacia adentro entre las células del la raiz de un arbol.

# Rizosfera: Region del suelo expuesta a la influencia de las raices y caracterizada por tener
una zona de intensa actividad microbioldgica.

# Tejido vascular: Sistema de vasos que sirvan para conducir savia o agua en las plantas.

¢ Xilema: Estructura de transporte (de agua y solutos diluidos) que contiene cuatro tipos de
célula: traqueidas, elementos de conductos, fibras y de xilema de parénquima. En el xilema,
esta compuesto principalmente de células conductoras muertas (solo las células de
parénquima estan vivas). Esta estructura se encuentra hacia el centro de un haz vascular.
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8. ANEXOS

A continuacion se muestran los datos y coeficientes de correlacion obtenidos en los
analisis de varianza realizados para los diferentes tratamientos aplicados a las cuatro cepas
productoras de RCV, asi como para los bioensayos con plantas y microorganismos.

Se indica con un asterisco (*) la significancia a un nivel de probabilidad de 0.05, y con
dos asteriscos (**) la significancia a un nivel de probabilidad de 0.01. Si no se muestran
asteriscos en la columna de la probabilidad de F, indica que la fuente de variacion no es
significativa.

1. VARIABLE: TEMPERATURA

1.1. Crecimiento radial promedio

Tabla 1. Comparacion de medias del crecimiento radial de las cepas productoras de RCV en
funcién de la temperatura de incubacién

CEPA TEMPERATURA CR PROMEDIO »
O (mm)

S. granulatus 25 14.667 A

30 14.137 A

A. rubescens 25 28.847 A

30 18.500 B

P. tinctorius 25 8.074 B

30 18.255 A

G. fujikuroi 25 29.278 A

30 23.318 B

& Medias con la misma letra no son significativamente diferentes (prueba de Tukey (o = 0.05))

Tabla 2. Analisis de varianza para la variable crecimiento radial en funcion a la temperatura de
incubacion para la cepa S. granulatus.

Fuente de G. L. Suma de | Cuadrado | Valor de F | Prob. de F
variacion cuadrados medio
Tiempo (t) 12 2312.728 192,727 143.39 0.0001**
Temperatura (T) 1 3.360 3.360 2.50 0.1243
t*T 6 62.925 10.487 78 0.0001**
Error 30 40.323 1.344
Total 49 2419336

G.L = Grados de Libertad
R*=0.9833

Tabla 3. Analisis de varianza para la variable crecimiento radial en funcion a la temperatura de
incubacion para la cepa A. rubescens.

Fuente de G. L. Suma de | Cuadrade | Valor de F | Prob. de F

variaciéon cuadrados medio

Tiempo (t) 11 2845598 258.691 6.35 0.0002**
Temperatura (T) 1 1014.300 1041.300 24 89 0.0001**
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Tabla 3. (cont.) Analisis de varianza para la variable crecimiento radial en funcién a la

temperatura de incubacion para la cepa A. rubescens.

Fuente de G.L. Suma de | Cuadrado | Valor de F | Prob. de F
variacién cuadrados medio
t*T 6 0.000 0.000 0.00 1.0000
Error 19 774.281 40.752
Total 37 4134.192
R?=038127

Tabla 4. Analisis de varianza para la variable crecimiento radial en funcién a la temperatura de
incubacion para la cepa P. tinctorius.

Fuente de G. L. Suma de | Cuadrado | Valor de F | Prob. de F
variacién cuadrados medio
Tiempo (t) 12 3458.084 288.174 233.88 0.0001**
Temperatura (T) 1 1183.878 1183.878 960.83 0.0001**

t*T 5 0.000 0.000 0.000 1.0000

Error 28 34.500 1.232

Total 46 3862.343

R?=0.9911

Tabla 5. Analisis de varianza para la variable crecimiento radial en funcion a la temperatura de

incubacion para la cepa G. fijikuroi.

Fuente de G. L. Suma de | Cuadrado | Valorde F | Prob.de F
variacion cuadrados medio
Tiempo (1) 12 5413.769 451.147 31.80 0.0001**
Temperatura (T) 1 413.666 413.666 29.16 0.0001**

t*T 6 0.000 0.000 0.000 1.0000

Error 31 439.750 14.185

Total 50 6098.686

R*=0.9279

Anexos

2. VARIABLE: ACTIVIDAD DE AGUA (A,)

2.1. Crecimiento radial promedio

Tabla 6. Comparacion de medias de la variable crecimiento radial en funcion a A,

CEPA Aw CR PROMEDPIO >
(mm)

S. granulatus 0.998 15.775 A
0.980 10.858 B

0.960 3.166 C

0.943 0 D

A. rubescens 0.998 28.387 A
0.980 14.916 B

0.960 2.065 C

0.943 0 D
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Tabla 6. (cont.) Comparacion de medias de la variable crecimiento radial en funcion a A,,

CEPA Ay CR PROMEDIO -
(mm)

P. tinctorius 0.998 18.200 A
0.980 6.483 B

0.960 0 C

0.943 0 C

G. fujikuroi 0.998 28.600 A
0.980 17.383 B

0.960 6.308 C

0.943 2.325 D

& Medias con la misma letra no son significativamente diferentes de acuerdo con la prueba de Tukey (o =
0.05)

Tabla 7. Analisis de varianza para la variable crecimiento radial en funcion a la A,, para la cepa
de S. granulatus.

Fuente de G. L. Suma de | Cuadrado | Valorde F | Prob.de F
variacién cuadrados medio
Tiempo (t) 9 1447.066 160.785 1286.28 0.0001**
A, 2 2039.147 1019.573 8156.59 0.0001**

t*¥A, 18 693.673 38.537 308.30 0.0001**

Error 50 6.250 0.125

Total 79 4186.137

R?=0.9985

Tabla 8. Analisis de varianza para la variable crecimiento radial en funcion a la A, para la cepa
de A. rubescens.

Fuente de G.L. Suma de | Cuadrado | Valor de F | Prob, de F
variacion cuadrados medio
Tiempo (t) 9 1949 895 216.655 185.08 0.0001**
A, 2 8415.640 4207.820 359451 0.0001**

t* A, 18 1274.335 70.796 60.48 0.0001%*

Error 50 58.531 1.171

Total 79 11698.402

R’ =0.9949

Tabla 9. Analisis de varianza para la variable crecimiento radial en funcion a la A,, para la cepa
de P. tinctorius.

Fuente de G.L. Suma de | Cuadrado | Valor de F | Prob.de F
variacion cuadrados medio
Tiempo (t) 9 1749.405 194378 208.57 0.0001**
A 1 1647.363 1647.363 1767.66 0.000]**

t* A, 9 537.453 59.717 64.08 0.0001**

Error 30 27.958 0.9319

Total 49 3962.180

R? =0.9929
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Tabla 10. Analisis de varianza para la variable crecimiento radial en funcion a la A,, para la cepa
de G. fujikuroi.

Anexos

Fuente de G. L. Suma de | Cuadrado | Valor de F | Prob. de F
variacién cuadrados medio
Tiempo (1) 9 3134.023 348.225 737.73 0.0001**
A, 3 10151.027 3383.675 7168.44 0.0001**

t* A, 27 1799.056 66.632 141.16 0.0001**

Error 70 33.042 0.472

Total 109 15117.147

R’=0.9978

2.2. Densidad de crecimiento promedio (p,)

Tabla 11. Analisis de varianza para la variable p, en funcidn a A, para 1a cepa de S. granulatus.

Fuente de G. L. Suma de | Cuadrado | Valorde F { Prob.de F
variacion cuadrados medio
A, 2 6021.845 3010.922 161.88 0.0001**
Error 6 111.597 18.599
Total 8 6133.442
R’ =09818
Tabla 12. Analisis de varianza para la variable p, en funcién a A para la cepa de 4. rubescens.
Fuente de G. L. Suma de | Cuadrado | Valor de F | Prob. de F
variacién cuadrados medio
A 2 754.573 377.268 572.83 0.0001%*
Error 6 3.952 0.658
Total 8 758.489
R? = 09948
Tabla 13. Analisis de varianza para la variable p, en funcion a A,, para la cepa de P. finctoriuy.
Fuente de G.L. Suma de | Cuadrado | Valor de F | Prob. de F
variacion cuadrados medio
A 1 33.986 33.986 70.57 0.0011**
Error 4 1.926 0.482
Total 5 35913
R?=0.9464
Tabla 14. Analisis de varianza para la variable p, en funcion a A,, para la cepa de (7. fujikuroi.
Fuente de G.L. | Sumade | Cuadrado | Valorde F | Prob.de F
variacién cuadrados medio
Ay 3 25478 8.493 25.15 0.0002**
Error 8 2.701 0.337
Total 11 28.178
R?=0.9042
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3. VARIABLE: FUENTE DE CARBONO

3.1. Crecimiento radial promedio

Tabla 15. Comparacion dé medias del crecimiento radial de las cepas productoras de RCV en

funcién a la fuente de carbono.

CEPA FUENTE DE CR PROMEDIO &
CARBONO (mm)

S. granulatus PDA 14.472 A

Almidon 13.844 A

Sacarosa 12.625 B

Glucosa 7.792 C

A. rubescens Almidon 28.125 A

PDA 27.042 B

Sacarosa 22228 C

Glucosa 20.916 D

P. tinctorius PDA 16.528 A

Glucosa 10.010 B

Sacarosa 7.833 C

Almidén 3.312 D

G. fujikuroi PDA 26.528 A

Almidon 20.562 B

Sacarosa 19.249 B

Glucosa 17.958 C

4 Medias con la misma letra no son significativamente diferentes de acuerdo con la prueba de Tukey (a =

0.05)

Tabla 16. Analisis de varianza para la variable crecimiento radial en funcion a la fuente de

carbono (FC) para la cepa de S. granulatus.

Fuente de G. L. Suma de | Cuadrado | Valor de F | Prob. de F
variacién cuadrados medio
Tiempo (t) 10 1544.055 154.405 87.18 0.0001**
FC 3 625.932 208.644 117.80 0.0001**

t*FC 19 411.407 21.653 12.23 0.0001**

Error 57 100.958 1.772

Total 89 2682.354

R?=0.9624

Tabla 17. Analisis de varianza para la variable crecimiento radial en funcién a la fuente de

carbono (FC) para la cepa de 4. rubescens.

93

Fuente de G.L. Suma de | Cuadrado | Valor de F | Prob. de F
variacién cuadrados medio
Tiempo (1) 10 2594.901 259.490 136.37 0.0001**
FC 3 741,988 247.329 129.98 0.0001**

t*FC 19 822213 43274 22.74 0.0001**

Error 49 93.239 1.903

Total 81 425.342

R’=0.978]

Anexos



Tabla 18. Analisis de varianza para la variable crecimiento radial en funcién a la fuente de
carbono (FC) para la cepa de P. tinctorius.

Anexos

Fuente de G.L. Suma de | Cuadrado | Valorde F | Prob.de F
variacion cuadrados medio
Tiempo (t) 10 1046.806 104.680 31.05 0.0001**
FC 2 434.457 217.228 64.42 0.0001**

t*FC 11 114.149 10.377 3.08 0.0045%*

Error 40 134,875 3.372

Total 63 1730.288

R®=0.9220

Tabla 19. Analisis de varianza para la variable crecimiento radial en funcion a la fuente de
carbono (FC) para la cepa de G. fijikuroi.

Fuente de G.L. Suma de | Cuadrado { Valor de F | Prob. de F
variacién cuadrados medio
Tiempo (t) 10 1597.271 159.727 48.19 0.0001**
FC 2 66.042 33.021 9.96 0.0003**

t*FC 11 11.542 1.049 0.32 0.9778

Error 40 132.583 3.315

Total 63 1807.437

R’ =0.9266

3.2. Densidad de crecimiento promedio (p,)

Tabla 20. Analisis de varianza para la variable p, en funcion a la fuente de carbono para la cepa
de S. granulatus.

Fuente de G. L. Suma de | Cuadrado | Valor de F | Prob. de F
variacién cuadrados medio
¥C 2 45.125 22.563 84.48 0.0023**
Error 3 0.802 0.267
Total 5 45.926
R®=10.09825

Tabla 21. Analisis de varianza para la variable p, en funcion a la fuente de carbono para la cepa
de 4. rubescens.

Fuente de G.L Suma de | Caadrado | Valorde F | Prob.de F
variacion cuadrados medio
¥ 2 5.024 2512 322 0.1123
Error 6 4.682 0.781
Total 8 9.706
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Tabla 22. Analisis de varianza para p, en funcion a la fuente de carbono para P. tinctorius.

Fuente de G.L. Suma de | Cuadrado | Valorde F | Prob. de F
variacion cuadrados medio
FC 2 12.529 6.265 26.65 0.0123*
Error 3 0.705 0.235
Total 5 13.235

Tabla 23. Analisis de varianza para la variable p, en funcion a la fuente de carbono para la cepa

de G. fujikuroi.

R%=0.9467

Anexos

Fuente de G. L Suma de | Cuadrado | Valorde F | Prob. de F
variacion cuadrados medio
FC 2 2.305 1.153 0.97 0.4308
Error 6 7.115 1.186
Total 8 9.421
R?=0.2448

4. VARIABLE: PRESION PARCIAL DE CO; (p(CO,))
4.1, Crecimiento radial promedio

Tabla 24. Comparacion de medias del crecimiento radial en funcion al porcentaje inicial de CO,.

CEPA % DE CO, CR PROMEDIO Iy
INICIAL (mm)

S. granulatus control 19.833 A

0 13.333 B

30 6.889 C

60 2.986 D

P. tinctorius control 16.696 A

0 12.156 B

30 4427 C

60 2.000 D

G. fujikuroi control 23.917 A

0 16.810 B

30 15.452 C

60 12.071 D

& Medias con la misma letra no son significativamente diferentes de acuerdo con la prueba de Tukey

Tabla 25. Analisis de varianza para la variable crecimiento radial en funcion a la presion parcial

de CO, (CO,) para la cepa de S. granulatus.

Fuente de G.L. Suma de | Cuadrado | Valor de F | Prob. de F
variaciéon cuadrados medio
Tiempo (t) 7 1264 358 180.623 270.23 0.0001**
CcO, 3 2958.593 986.197 1475.45 0.0001**
t*CO, 13 672.895 51.761 77.44 0.0001**
Error 48 32.083 0.668
Total 71 4927.929

R>=0.9935



Anexos

Tabla 26. Analisis de varianza para la variable crecimiento radial en funcidn a la presion parcial
de CO, (CO,) para la cepa de P. tinclorius.

Fuente de G. L. Suma de | Cuadrado | Valor de F | Prob. de F
variacion cuadrados medio
Tiempo (1) 7 990.995 141.571 263.83 0.0001**

CO, 2 1482.527 741.263 1381.43 0.0001**

t* CO, 13 419.137 32.241 60.09 0.0001**
Error 39 20.927 0.536
Total 61 2913.585
R?=10.9928

Tabla 27. Analisis de varianza para la variable crecimiento radial en funcion a la presion parcial
de CO, (CO,) para la cepa de G. fujikuroi.

Fuente de G. L. Suma de | Cuadrado | Valorde F | Prob.de F
variacion cuadrados medio
Tiempo (t) 8 3445.643 431.955 737.57 0.0001**

CcO,; 13 1419.325 473.108 807.84 0.0001**

t*CO, 15 0.000 0.000 0.00 1.0000
Error 54 31.625 0.586
Total 80 4482.159
R’ =10.9929

4.2. Densidad de crecimiento promedio (p,)

Tabla 28. Analisis de varianza para la variable p, en funcidn a la presién parcial de CO, (CO.)
para la cepa de 5. granulatus.

Fuente de G. L. Suma de | Cuadrado | Valor de F | Prob. de F
variacion cuadrados medio
CO, 2 116,139 58.069 30.74 0.0007**
Error 6 11.333 1.889
Total 8 127 473 -
R =09111

Tabla 29. Analisis de varianza para la variable p, en funcion a la presion parcial de CO, (CO»)
para la cepa de P. tinctorius.

Fuente de G. L. Suma de | Cuadrado | Valor de F | Prob. de F
variacién cuadrados medio
Co,; 2 9.719 4.859 181.95 0.0007**
Error 3 0.081 0.027
Total 5 9.799
R?=0.9918
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Tabla 30. Analisis de varianza para la variable p, en funcion a p(CO,) para G. fujikuroi.

Fuente de G.L. Suma de | Cuadrado | Valor e F | Prob. de F
variacion cuadrados medio
CcO, 2 2.247 1.124 240.27 0.0001**
Error 6 0.028 0.005
Total 8 2275
R*=0.9877

5. VARIABLE: CONCENTRACION DE AG;
El anilisis que se presenta a continuacion corresponde a las Tablas 4.11 y 4.12 del texto
(en la seccion 4.5 del capitulo de resultados).

Tabla 31. Analisis de varianza para la variable concentracion de acido giberélico en funcidn del
tiempo de incubacion (tp) y % de CO, inicial (CO,) para la cepa G. fujikuroi.

Fuente de G. L. Suma de | Cuadrado | Valorde F | Prob.de F
variacion cuadrados medio
cO, 2 35.051 17.525 82.78 0.0001**
4 3 90.291 30.097 142.16 0.0001**
4 * CO, 6 21.790 3.632 17.15 0.0001**
Error 12 2.541 0.212
Total 23 149.671
R?*=0.9830

6. VARIABLE: CRECIMIENTO EN SEMILLAS DE ALFALFA

6.1. Acido indolacético

6.1.1. Longitud de raiz (LR)

Tabla 32. Analisis de varianza para la variable LR en funcién a la concentracién de AIA.

Fuente de G.L. Suma de | Cuadrado | Valorde F | Prob.de F
variacién cuadrados medio
Conc. 4 4778.267 1194.567 50.76 0.0001**
Error 10 235.333 23.533
Total 14 5013.600

6.1.2. Numero de raices secundarias (NRS)

Tabla 33. Analisis de varianza para la variable NRS en funcion a la concentracion de AIA.

R2=0.9531

Fuente de G. L. Suma de | Cuadrado | Valor de F | Prob.de F
variacion cuadrados medio
Conc. 4 31.600 7.900 10.77 0.0021**
Error 10 7.333 0.733
Total 14 38.933
R*=08116
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6.2. Acido giberélico

6.2.1. Longitud de raiz (LR)

Anexos

Tabla 34. Analisis de varianza para la variable LR en funcion a la concentracion de AG;.

6.2.2. Nimero de raices secundarias (NRS)

Fuente de G. L. Suma de | Cuadrado | Valor de F | Prob. de F
variacion cuadrados medio
Conc. 3 3643.000 1214333 24,74 0.0002**
Error 8 392.667 49.083
Total 11 4035.667
R*=0.9027

Tabla 35. Analisis de varianza para la variable NRS en funcidn a la concentracion de AG;.

Fuente de G. L. Suma de | Cuadrado | Valorde F | Prob.de F
variacién cuadrados medio
Conc. 4 91.067 22.766 21.34 0.0001**
Error 10 10.667 1.066
Total 14 101.733
R*=0.8952

7. VARIABLE: CRECIMIENTO

El crecimiento microbiano en los microorganismos usados para realizar los bioensayos
fue estimado como la absorbancia, medida a una densidad optica de 650 nm.

Tabla 36. Analisis de varianza para la variable crecimiento en funcién de la concentracion (C)

del regulador de crecimiento vegetal (RCV) para S. castellii

Fuente de G. L. Suma de | Cuadrado | Valor de F | Prob. de F
variacion cuadrados medio

RCV 2 0.043 0.022 19.73 0.0002**

C 3 0.104 0.034 31.64 0.0001**

RCV*C 6 0.024 0.004 3.67 0.0263*

Error 12 0.013 0.001

Total 23 0.184

R*=0.9288

Tabla 37. Analisis de varianza para la variable crecimiento en funcion de la concentracion (C) de

AlA para B. subtilis
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Fuente de G. L Suma de Cuadrado | Valor de F | Prob. de F
variacion cuadrados medio
C 3 0.035 0.012 3.61 0.1234
Error 4 0.013 0.003
Total 7 0.048
R%=0.7303



Tabla 38. Analisis de varianza para la variable crecimiento en funcién de la concentracion (C) de

AG; para B. subtilis

99

Fuente de G.L Suma de | Cuadrado | Valorde F | Prob.de F
variaciéon cuadrados medio
C 3 0.065 0.022 2843 0.0037**
Error 4 0.003 0.001
Total 7 0.068
R?=0.9552

Anexox



	1 INTRODUCCION
	2 REVISION BIBLIOGRAFlCA
	2 l REGULADORES DE CRECIMIENTO VEGETAL (RCV)
	2.1.1 Características estructurales y hción reguladora
	2.1.2 Efectos fisiológicos
	2.2 PRODUCCION DE RCV
	2.3 USOS Y APLICACIONES DE LOS RCV
	2.4 ANALISIS CUANTITATIVO Y CUALITATIVO DE RCV
	2.4.1 Bioensayos
	2.4.1 l Bioensayos con plantas
	2.4.1.2 Bioensayos con microorganismos


	2.4.2 Métodos fisicoquimicos
	2.4.2.1 Extracción de RCV
	2.4.2.2 Cuantiticación de RCV

	2.4.3 Ensayos inmunológicos

	2.5 MICROORGANISMOS PRODUCTORES DE RCV
	2.5.1 Bacterias y actinomicetos
	2.5.2 Hongos
	2.5.2.1 Hongos ílamentosos
	2.5.2.2 Hongos miconizicos


	2.6 PRODUCCION DE RCV POR ECTOMICORRIZAS
	2.6.1 Requerimientos nuticionales para la producción de RCV

	3.1 MICROORGANISMOS
	3 l I Hongos productores de RCV
	3.1.2 Bioensayos con microorganismos

	3.2 MEDIOS DE CULTIVO
	3.2.1 Temperatura de incubación
	3.2.2 Actividad de agua (Aw)
	3.2.3 Fuente de carbono
	3.2.4 Presión parcial de COZ
	3.2.5 Bioensayos con semillas
	3.2.6 Bioensayos con microorganismos

	3.3 LLENADO DE VIALES CON C9
	3.4 BIOENSAYOS
	3.4 l Bioensayos con semillas
	3.4.2 Bioensayos con microorganismos


	3.5 ANALISIS DE MEDIOS DE CULTNO POR HPLC
	3.5.1 Extracción de RCV del medio de cultivo

	3.6 EXPRESION DE RESULTADOS
	3.6.1 Velocidad de crecimiento radial
	3.6.2 Densidad de crecimiento
	3.6.3 Análisis estadístico



	4 RESULTADOS Y DISCUSION
	4.2 EFECTO DE A EN EL CRECIMIENTO
	4.3 EFECTO DE LA FUENTE DE CARBONO EN EL CRECIMIENTO
	4.4 EFECTO DEL PORCENTAJE DE CQ EN EL CRECIMIENTO
	4.4.1 Evolución de COZ

	4.5 ANALISIS DE RCV POR CROMATOGRAFIA
	4.5 l Extracción de RCV del medio de cultivo
	4.5.2 Análisis de RCV en medios de cultivo


	4.6 BIOENSAYOS
	4.6 I Bioensayos con semillas de alfa&
	4.6.1 l Acido indolacético
	4.6.1.2 Acido giberélico


	4.6.2 Bioensayos con microorganisnos
	4.6.2.1 Bioensayos con levaduras
	4.6.2.2 Bioensayos con bacterias



	5 CONCLUSIONES
	6 REFERENCIAS BIBLIOGRAF'ICAS
	7 GLOSARIO
	8 ANEXOS

