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RESUMEN

Una de las causas de las perdidas post-cosecha se debe a enfermedades que producen los
microorganismos. El fuego bacteriano, es una enfermedad causada por la bacteria fitopatdégena Erwinia
amylovora que ataca principalmente a manzanas y peras. Para el control de esta enfermedad se utilizan
dosis excesivas de antibiéticos comerciales como la estreptomicina; sin embargo, ya se han aislado
cepas resistentes. Con el fin de encontrar un control eficaz, se propone la sintesis de materiales hibridos
(MI) asociando un hidroxido doble laminar (HDL) y un antibiético como molécula biolégicamente activa
(MBA). EIl objetivo de este trabajo consistio, por un lado en la evaluacion in vitro de la actividad
antimicrobiana de los materiales hibridos contra la bacteria fitopatbégena Erwinia amylovora y por otro
estudiar el efecto de la aplicacion de estos mismos materiales en peras (Pyrus communis L.) infectadas
con la enfermedad de fuego bacteriano.

Palabras clave: fuego bacteriano, fitopatdgeno, Erwinia amylovora, hidréxidos dobles laminares,
materiales hibridos, pera (Pyrus communis L.)

ABSTRACT

One cause of post-harvest losses is due to microorganisms. Fire blight is a disease caused by the
phytopathogenic bacterium Erwinia amylovora attacks mainly apples and pears. To control this disease
excessive doses of commercial antibiotics such as streptomycin are used; however, already they have
been isolated resistant strains. In order to find effective control, the synthesis of hybrid materials (Ml) it
proposes associating a layered double hydroxide (HDL) and an antibiotic as a biologically active molecule
(MBA). The objective of this study was, firstly in vitro evaluation of the antimicrobial activity of the hybrid
materials against phytopathogenic bacterium Erwinia amylovora and secondly study the effect of the
application on pears (Pyrus communis L.) infected with fire blight.

Key words: fire blight, phytopathogenic, Erwinia amylovora, layered double hydroxide, hybrid materials,
pears (Pyrus communis L).
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INTRODUCCION

Una cantidad importante de los alimentos producidos en los paises en desarrollo se pierden después de
la cosecha. Las causas de estas pérdidas, que algunas estimaciones situan entre el 15 y hasta el 50%
(Wilson y Lawrence, 1985), son diversas; figuran entre ellas, la recoleccion inadecuada, los dafios fisicos
y la contaminacién por microorganismos. Esta ultima causa, es un factor importante, debido a la rapida
proliferacion de las bacterias. Esta contaminacion se genera comunmente por contacto con agua
infectada o con bacterias del suelo (FAO, 1987), provocando enfermedades como el fuego bacteriano,
causada por Erwinia amylovora, y que es considerada como la mas devastadora de frutales de pepita
en algunos paises de Europa y Norteamérica y de manzanos y perales en México. Se manifiesta desde
antes de la cosecha atacando la mayoria de las partes de las plantas (flores, brotes, hojas, ramas y
tronco). Sin embargo, ataca con mayor atencioén a los frutos. La bacteria penetra a través de las heridas
previas produciendo exudados bacterianos en los érganos afectados (Palacio et al., 2008).

Durante muchos afios, con la finalidad de controlar los patégenos causantes de enfermedades de las
plantas, se han utilizado productos o agentes quimicos que entre otros ocasionan efectos negativos
como son: desarrollo de resistencia en los patdégenos y dafios a la salud y al medio ambiente (Bafos,
2006). Por lo que, hay un creciente interés en la investigacion de otras alternativas menos nocivas, como
es el caso de la aplicaciéon de extractos vegetales (Hernandez et al., 2007) y el uso de microorganismos
antagonicos (Bafios, 2006).

En particular, como control quimico para atacar el fuego bacteriano se utilizan antibiéticos comerciales
en dosis excesivas. Este uso inapropiado de compuestos quimicos ha generado la aparicion de cepas
de Erwinia amylovora cada vez mas resistentes.

Por lo tanto, surge la necesidad de desarrollar técnicas novedosas que ofrezcan ayudar a reducir y/o
combatir las enfermedades producidas por bacterias fitopatégenas. Con este fin, se propone, la sintesis
de materiales hibridos capaces de liberar moléculas biolégicamente activas.

Los materiales hibridos consisten en la asociacién de hidroxidos dobles laminares (HDL), que son
estructuras formadas por laminas de hidroxidos metdlicos cargadas positivamente estabilizadas con
aniones en la region interlaminar. La presencia de grupos hidroxilo en las superficies de sus laminas y
los aniones intercambiables los hace compuestos ideales para preparar productos de funcionalizacion o
hibridacion con moléculas biolégicamente activas, obteniendo asi nuevos materiales utilizados como
materiales biolégicamente compatibles, catalizadores, materiales para remediacién ambiental, vectores
de genes y vehiculos farmacéuticos para diferentes principios activos como antibiéticos, antiinflamatorios
y anticancerigenos (Andrade et al., 2013).

Por esto, los materiales hibridos han atraido especial atencion debido a sus propiedades quimicas y
fisicas como vehiculos para la liberaciéon de principios activos que ayudan a transportarlos al sitio de
interés controlando la dosificacion.

Por lo anterior, este trabajo tiene como objetivo por un lado evaluar in vitro la actividad biocida del
material hibrido y por otro estudiar el efecto de la aplicacién de estos mismos materiales en peras
infectadas con fuego bacteriano.

METODOLOGIA
Material Biologico

Se utilizaron peras (Pyrus communis L.) que fueron adquiridas en el mercado de abasto local, sin pre-
tratamiento biocida. Se seleccionaron 15 frutos de aproximadamente 30 g cada uno sin lesiones o
infeccion aparente y se separaron 5 muestras por tratamiento (control positivo, control negativo y
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muestra problema). Se utilizd una cepa bacteriana de Erwinia amylovora proporcionada por la Unidad
Profesional de Biotecnologia (UPIBI).

Material hibrido

El hidroxido doble laminar (ZnAl-NOs) se sintetizo via coprecipitacion de la urea (Inayat et al., 2011). Los
cationes Zn?*y AP** precipitan en forma de HDL mediante la hidrolisis de la urea a 90°C, durante 10 horas
y a partir de una solucion de nitratos. Se adiciond NH4sNO3 que proporcioné iones NOs- en la solucién
con la finalidad de evitar la intercalacion de los iones CO3%, provenientes de la hidrdlisis de la urea. El
material hibrido preparado consistio en la asociacién de un hidroxido doble laminar (HDL) como matrices
inorganicas y aniones provenientes de acido nalidixico como molécula biolégicamente activa (MBA). Se
utilizé un hidréxido doble laminar ZnAl y aniones organicos de acido nalidixico.

Analisis in vitro de materiales hibridos contra Erwinia amylovora

La prueba in vitro del efecto de los materiales hibridos contra Erwinia amylovora, se realizé mediante la
técnica de sensibilidad bacteriana (Bailey et al., 1991; Konemam et al., 2004). Se utilizaron sensidiscos
de 6 mm que fueron impregnados con una concentracion de 0.025 mg/uL de suspension de material
hibrido en agua destilada.

Para realizar los tapetes bacterianos se utilizo una suspensién bacteriana de Erwinia amylovora (1.5x108
UFC, segun escala nefelométrica). La suspension se aplicd con hisopo estéril sobre agar Muller Hinton
contenido en cajas de Petri de 10 cm de diametro. Los sensidiscos previamente impregnados se
colocaron sobre estos tapetes y se incubaron a 282 °C, durante 24 h. Se midieron los halos de inhibicion
y se reportaron en mm.

Efecto de la exposicion de materiales hibridos en peras infectadas con fuego bacteriano

Para determinar el efecto de la adicién del material hibrido sobre la pera contaminada se propuso el
siguiente procedimiento:

« Seleccion de muestras

» Se seleccionaron 15 peras de aproximadamente 30 g cada una, de apariencia similar sin lesiones
ni infeccion aparente.

» Las peras se desinfectaron por inmersion en solucion de agua destilada, al 2% de cloro y 2% de
Antibenzil ®, durante 3 h.

+ Control negativo

« Se tomaron 5 frutos, se atomizaron con 1 mL de agua y se colocaron en un recipiente de vidrio
de 5 compartimientos, el recipiente se desinfectd previamente.

« Control positivo

5 frutos se atomizaron con 1 mL de agua y se infectaron con 10 yL de solucion bacteriana de
Erwinia amylovora (1.5X108 UFC, escala nefelométrica).

* Muestra problema

« 5 frutos se atomizaron con 1 mL de material hibrido disperso en agua. Los frutos se infectaron
con 10 pL de suspension bacteriana (1.5X10% UFC, escala nefelométrica) y se colocaron en un
recipiente de vidrio de 5 compartimientos.

» Los recipientes con las muestras se colocaron en un cuarto a temperatura ambiente, sin
corrientes de aire. Se tomo evidencia fotografica en 3 intervalos de tiempo: 1, 3 y 4 dias, para
observar la evolucion de la enfermedad.
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RESULTADOS Y DISCUSION
Caracterizacion del material hibrido

En la Figura 1, se observa el difractograma de Rayos-X del HDL o sélido de partida y en la Figura 2 el
patrén DRX del material hibrido, se observa que el HDL presenta para la distancia interlaminar d003, en
la posicidn 9.86 (20) que caracteriza los aniones NOs  presentes en la region interlaminar. En el
difractograma del material hibrido se observa una d003 en la posicién 4.02 (26) acompanado de un
segundo y tercer pico de difraccién en 8.02 y 12.0 (006 y 009 respectivamente) que corresponden a los
armonicos de la distancia interlaminar del plano de difraccion 003. No se observa el pico caracteristico
del anion NOs. Sin embargo, se presentan los picos de la difraccion caracteristica del 6xido de zinc,
pertinentes con el método de sintesis.
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Figura 1. Patron DRX del solido de partida, matriz ZnAl con aniones NO3
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Figura 2. Patron DRX del material hibrido.
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Analisis in vitro de materiales hibridos contra Erwinia amylovora

En la tabla 1 se presentan los resultados de la prueba in vitro del efecto de la exposicion de los sélidos
sobre la bacteria Erwinia amylovora, la prueba se realizé por cuadriplicado. El material de partida no
present6 actividad bactericida, es decir, no formé halos de inhibicién, en comparacion con los halos
formados por el nalidixico en su forma sodica (MBA) y los inducidos por el material hibrido con halos de
38 y 32.5 1 mm, respectivamente. Se observaron halos de mayor diametro formados por el material
hibrido, lo que sugiere que la asociacion del HDL con la MBA le confiere funcionalizacion a dicha matriz
inorganica.

Oftra ventaja esta representada por la cantidad de MBA, ya que se necesita menor concentracion de
antibiotico para la sintesis del material hibrido comparado con la necesaria en caso de utilizar el
antibiotico de manera directa, como lo reportado por Villalobos et al (2005) quienes utilizaron soluciones
de oxitetraciclina y estreptomicina al 0.5%, como bactericidas de Erwinia sp., causante de la pudriciéon
de bulbos de ajo almacenado, obteniendo halos de 40 y 29 mm respectivamente.

Tabla 1.Halos de inhibicion (mm) de Ml contra E. amylovora.

SOLIDO Halos de inhibicion (mm)
HDL (MATRIZ) || = = =eeeeeeee-
NAD* 38
MATERIAL HiBRIDO 32.5+1

*Media + desviacion estandar, n=4
NAD™* = Sal de nalidixico
ZnAl-NAD= Material hibrido

Los halos obtenidos en la prueba in vitro de sensibilidad bacteriana se pueden observar en la Figura 3,
estos resultados sugieren la posibilidad de la aplicacién de materiales hibridos a partir de una matriz
inorganica asociado a quinolonas como alternativa al uso de antibiéticos comunes en frutos infectados
con E. amylovora, por ejemplo la estreptomicina que representa el antibidtico utilizado con mayor
frecuencia para atacar las enfermedades y lesiones producidas por esta bacteria, sin embargo, ya se
han aislado cepas resistentes a este antibidtico, como lo demostraron reportes de Chacén et al (2011),
quienes detectaron y aislaron una cepa resistente a la estreptomicina, realizando el primer reporte
mediante técnicas moleculares de la resistencia de E. amylovora a la estreptomicina esto en la zona
manzanera de Chihuahua, México.
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Figura 3. Prueba in vitro de sensibilidad bacteriana a la exposicion de material hibrido, n=4.

Efecto de la exposicion de materiales hibridos en peras infectadas con fuego bacteriano

En lo que respecta al efecto de la aplicacion de materiales hibridos en peras enfermas con fuego
bacteriano, en la Figura 4, se puede observar la evolucion de dicha enfermedad a 1, 3 y 4 dias se
seguimiento, en a) se observan los frutos sanos que no fueron infectados con la bacteria en contraste
con el resto de los frutos. En el inciso b se observan los frutos con la enfermedad mas avanzada, se
observaron también dafios en la textura, apariencia y consistencia del fruto acompanado de aromas
indeseables, también se observan exudaciones acuosas caracteristicas de esta enfermedad, cabe
sefialar que estos no fueron tratados con material hibrido a diferencia de los del inciso c) que si bien
muestran sintomas de la enfermedad, esta avanz6 a menor velocidad, los frutos mostraron mas
consistencia y mejor apariencia, sin exudados bacterianos.
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Figura 4. Dia 1, 3 y 4 de observacion de peras seleccionas como a) control negativo, b) control positivo y c)
peras enfermas y tratadas con material hibrido (muestra problema).
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CONCLUSIONES

Se sintetizd material hibrido, asociando la matriz ZnAl con aniones de acido nalidixico como molécula
biolégicamente activa.

En la prueba in vitro de sensibilidad antibacteriana, la matriz o solido de partida no mostré efecto biocida
contra Erwinia amylovora.

En la prueba in vitro los materiales hibridos presentaron actividad biocida contra Erwinia amylovora.

La aplicacién de material hibrido en peras infectadas con fuego bacteriano, retrasé la aparicion de los
sintomas de la enfermedad como son dafios en la textura, pudricion, olores desagradables y exudados
bacterianos, esto comparado con peras sin tratamiento.

El material hibrido puede utilizarse como agente bactericida, para contrarrestar las pérdidas post-
cosecha de frutos de pera (Pyrus communis L.).

El material hibrido puede utilizarse en peras, como agente bactericida alterno al uso de los antibiéticos
utilizados frecuentemente de manera indiscriminada y que por ende han provocado resistencia en la
bacteria Erwinia amylovora, como es el caso particular de la estreptomicina.
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