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RESUMEN

El problema de las heladas y tardias en la zona agricola del noreste del pais
representa grandes pérdidas economicas. Se ha establecido que en el
mecanismo de congelacion ademas de las bajas temperaturas participa un factor
biolégico que puede acentuar aun més el dafio por heladas. Este factor esta
asociado con la sensibilizacion de los cultivos debido a la presencia de bacterias
como Pseudomonas Syningae (Van Hall), y Erwinia herbicola (Lohnis) Dye que
tienen la habilidad de activar niicleos de hielo (L.LN.A.) en hojas y flores de
diversos cultivos causandoles la muerte y el consecuente daiio econémico. Esta
investigacion tuvo como objetivos caracterizar e identificar las bacterias |.N.A.
aisladas, hasta especie y patovariedad, determinar su patrdon de distribucion
geografica en cultivos de naranja dulce (Citrus sinensis) variedad Valencia en la
region citricola del estado de Nuevo Leon, estimar cuantitativamente sus
fluctuaciones poblacionales, planteando la hipétesis de que éstas poblaciones
de bacterias estan presentes en el follaje de los arboles de naranja dulce (Citrus
sinensis) variedad Valencia, que fluctian en base al clima y que sus
patovariedades son especificas de los arboles frutales con ios que se asocian.

El muestreo se realizd 2 veces al mes en los municipios de Linares,
Hualahuises, General Teran, Montemorelos, Allende y Cadereyta, a 2 huertas
por municipio en arboles de naranja dulce var. Valencia, del mes de septiembre
de 1997 a febrero de 1998. Cada muestra consistié de hojas sanas procedentes
de 5 arboles escogidos por el método de muestreo en “Z°, quedando como
control la huerta del Campo Experimental de General Teran-CEGET. Las
poblaciones de bacterias fluctuaron en un rango de 450-360,000 ufc/g de peso
fresco, el rango del logaritmo de la frecuencia de nucleacion fue de 9.7 a 9.9
nucleos/células, con un rango de temperatura de nucleacion de -3 a -7°C.

Se obtuvieron 525 aislamientos, identificandose 64 cepas como
Pseudomonas synngse pv. syringae, 153 bacterias como Pseudomonas
fluorescens Biov. 3, 119 cepas como Pseudomonas vindifiava. Se obtuvieron 76
cepas que se identificaron como Erwinia herbicola var. herbicola, 44 cepas como
Erwinia ananas, 43 como Erwinia uredovora y 26 cepas como Erwinia
rubrifaciens.

Concluyendo que las bacterias |.N.A. se encuentran abundantemente en los
arboles de naranja dulce (Citrus sinensis) variedad Valencia como epifitas, que
estan distribuidas con incidencia variable por todas las huertas y municipios
muestreados, que fluctuaron en correlacién directa a la temperatura minima
alcanzada y a las estaciones del aino, que estan especificamente adaptadas a su
habitat en la huerta y que representan un peligro por la sensibilizacién de los
citricos a las heladas.
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INTRODUCCION

El problema de heladas tempranas y tardias en la zona agricola del noreste del
pais representa grandes pérdidas econdmicas, segun datos del Instituto Nacional
de Investigaciones Forestales y Agropecuarias (I.N.I.F.A.P.) (Gonzalez et al, 1983);
asi mismo se ha establecido que en el mecanismo de congelacion ademas de las
bajas temperaturas participa un factor biolégico que puede acentuar aun mas el
dafio por heladas, este factor esta asociado con la sensibilizacién de los cultivos
debido a la presencia de bacterias como Pseudomonas syringae (Van Hall) (Hirano
et a/,1985), y Erwinia herbicola entre otras (Lohnis) Dye (Billing et al/, 1963), que
tienen la habilidad de activar la formacion de nucleos de hielo (I.N.A.) en hojas y
flores de diversos cultivos causandoles su muerte y el consecuente dario
econémico.

Estas bacterias se encuentran en forma sapréfita en su hospedero, las cuales
permanecen en poblaciones activas que se reproducen en determinadas épocas
de aio (Kozloff et al, 1991).

Se reporta a las bacterias LN.A. como catalizadores de la formacién de
cristales de hielo, actuando cuando el agua se enfria a -2°C (Maki et al, 1974). Asi
la presencia de estas bacterias puede determinar si las plantas son severamente
danadas por periodos de bajas temperaturas, las cuales de otro modo no serian
perjudiciales (Marcellos et al, 1979) ya que las hojas sin presentar bacterias |.N.A.,
contienen nucleos de hielo a temperaturas de -10°C a -11°C (Hirano et al, 1985)
(Lindow et al, 1982) (Lindow et al, 1982).

Los primeros informes sobre la accion de las bacterias |.N.A. fueron dados en
Inglaterra en el afio 1963 por Klement y desde ese afo hasta la fecha a nivel
internacional se han realizado numerosas investigaciones sobre los tipos de
bacterias |.N.A. y sus hospederos, sobre las bacterias antagonistas, sobre el
componente del sitio de nucleacién de las bacterias |LN.A. y el control biolégico
integral, (Anderson et al, 1991) (Bentley et al, 1984) (Cody et al, 1987) (Kozloff ef
al, 1984) (Kozloff et al, 1991) (Lindemann ef a/, 1987) (Mercier et al, 1996). En
México, en la zona noreste se cuenta solamente con dos trabajos preliminares, en
el primero se detectd e identific la presencia de bacterias I.N.A. en hojas sanas de
citricos en cuatro municipios del estado de Nuevo Leon (Banda, 1992) y en el
segundo se determiné la presencia de microorganismos antagonistas a estas
bacterias .N.A. (Lépez 1992).

La zona citricola de Nuevo Ledn ademas de producir naranja y ofros citricos
para el consumo nacional y para exportacion, representa un importante apoyo para
la economia del pais proporcionando una fuente de divisas y de empleo para una
gran parte de la poblacién, lo que convierte a los citricos en un cultivo socialmente
importante (Gonzalez et al, 1983) (Lopez, 1992) sin embargo se ha visto afectado



por heladas aiio con aiio desde 1950; en promedio cada 4 arios se han presentado
heladas que afectan al arbol y/o la fruta. Presentandose riesgo de heladas
tempranas a partir de septiembre a noviembre y heladas tardias hasta fines de
febrero dependiendo del area geogréfica (Garza, 1996) (Padrén, 1990).

En Nuevo Ledn, en diciembre de 1983, se presenté una onda gélida de -8°C
provocando que de una poblacién de 6;000,000 de arboles de citricos murieran
2,000,000 y el resto quedé con dafcs que variaron de leves a muy severos;
ademas del daiio directo a la cosecha de ese aiio, causd que en los siguientes 2 6
3 afios se afectara la produccion de la fruta (Padrén et al, 1990), disminuyendo la
produccion de 1984 a 5,000 toneladas (Garcia, 1992). Gradualmente se fue
logrando la rehabilitacion de las huertas, y para 1989 se estimaba una produccion
de 320,000 toneladas, pero una nueva helada siniestrd 230,000 toneladas y solo
lograron comercializar 90,000 toneladas (Garcia, 1992).

Para 1997 se redujo la superficie cultivada de 40,000 a 24,000 hectareas y ia
produccion promedio anual estimada en 450,000 a 200,000 toneladas (M.C.
Humberto de la Fuente Saucedo, Investigador LN.LF.A.P., comunicacion
personal), por lo que se estan buscando técnicas o medidas que disminuyan los
darios por heladas y ésta investigacion busca proporcionar informacion que ayude
a implementar una estrategia tecnolégica que contribuya a reducir los darfios
causados por las heladas.
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ANTECEDENTES

Las heladas producen dafios de importancia econémica en cultivos
susceptibles a nivel intemacional (Garza, 1996) (Padrén, 1990), nacional (Garza,
1996) (Padron, 1990) y local (Bauer, 1987) (Garza, 1996). Las plantas difieren en
su habilidad para resistir bajas temperaturas de acuerdo con su estado de
desarrollo y los diferentes tejidos y érganos que las conforman.

Los factores que determinan la intensidad del dano causado por las heladas
son: la variedad y el patrdn, grado de actividad del arbol en invieno, el tipo de
helada, la temperatura minima alcanzada y su duracién, la interaccion de la
temperatura con el viento y la humedad, el manejo del suelo y del agua durante
otofio e inviemo y la presencia de barreras naturales en la huerta (Padron, 1990).

Las variedades de maduracion temprana estan menos expuestas al riesgo de
heladas que las variedades tardias. En una explotacion comercial es conveniente
plantar variedades tempranas y tardias asegurandose que los ingresos por
concepto de naranja temprana cubran los gastos anuales de la explotacion
(Gonzalez et al, 1983). Dentro del grupo de naranjas de maduracion tardia, la mas
comun es la variedad Valencia que estd muy bien adaptada a la region y su
periodo de cosecha es de enero a mayo por lo que esta variedad representa el
mayor riesgo al daio por heladas al dejar la fruta en el arbol hasta el final de la
temporada buscando el mejor precio en el mercado (Gonzalez et al/, 1983).

En México practicamente todas las plantaciones comerciales de naranja estan
injertadas sobre naranjo agrio (Gonzalez et al, 1983) el que tiene como
caracteristica genética menor tolerancia a las heladas que otros patrones o
variedades como serian el naranja trifoliado, el naranja japonesa (Kumquat) y el
calamondin (Padrén et al, 1990).

Las heladas se clasifican por su época de ocumencia, proceso fisico y efectos
visuales, de acuerdo con el primer criterio pueden ser. primaverales (lardias),
otofiales e invemales (tempranas), segun el proceso fisico, las heladas de
adveccion se deben a la invasion de grandes masas de aire frio, provenientes de
las regiones polares y cuya accién continiia durante varios dias (Bauer, 1987), en
este tipo de helada los arboles mas daiiados por el viento son los localizados en
las partes altas (Padron, 1990). Las heladas de radiacion o conveccién son las
mas frecuentes, se originan por la pérdida de calor que sufren las plantas y el
suelo, que se ftransfiere a la atmésfera por radiacion. Para que la helada se
produzca, requiere ciertas condiciones ambientales locales, como ausencia de
vientos, cielo despejado y sequia atmosférica. La inversion de temperaturas en el
aire proximo al suelo es caracteristico de estas heladas, que causan mas daiio a
las siembras en las partes bajas (Bauer, 1987) (Padrén, 1990).
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Las heladas de tipo mixto incluyen los fenébmenos de adveccién y radiacion
simultaneamente, 0 en secuencia y causan un dano general a la huerta, ambas
heladas ocurren a nivel local (Padrén, 1990). Las heladas por evaporacion ocurren
en condiciones de baja humedad relativa y presencia de aire seco, que provocan
evaporaciones intemas del agua que esta sobre las plantas.

Por efectos visuales, las heladas son blancas o negras; en las primeras los
cultivos y el suelo presentan un aspecto blanquecino o escarcha, debido al hielo
depositado sobre ellos, y en las segundas los tejidos vegetales presentan necrosis,
lo que les da una apariencia negruzca a los tejidos (Bauer, 1987).

En Nuevo Ledn los inviemos variables son frecuentes por lo que se pueden
acentuar los efectos de una helada si éste es precedido por dias calientes
(Gonzalez et al, 1983). Cabe senalar que a medida que las huertas se establecen
cerca de la Siemma Madre Oriental, las heladas son de mayor severidad (Padron,
1990).

Por otra parte el riego en inviemo puede adelantar la brotacion si el arbol esta
activo y se coire el riesgo de que una helada ligera ocurrida en febrero elimine el
follaje tiemo. También es importante el manejo del suelo, ya que un suelo desnudo
se calienta mas y pierde calor desde capas mas profundas comparado con el suelo
que tiene cubierta vegetal.

La mejor altemativa para evitar el dafio de heladas es establecer las huertas
en lugares protegidos y cubnr los arboles jovenes desde noviembre hasta que
pase el peligro de heladas, lo cual puede hacerse “embancando” los arboles y
usando algun material aislante como poliestireno (hielo seco o frigolite),
poliuretano, carbén, etc. (Gonzalez et al, 1983).

El area citricola de Nuevo Ledn comprende los municipios de Montemorelos,
General Teran, Linares, Hualahuises, Allende y Cadereyta Jimenez. El Campo
Experimental de General Teran realizo muestreos en los municipios antes
mencionados para evaluar el daino que sufrieron los arboles durante la helada que
se presento en 1983, reportandose que los dainos a las huertas fueron variables.

En las huertas de Montemorelos bajo condiciones de riego se encontré mayor
porcentaje de arboles muertos (Padron,1990) que en las huertas de Hualahuises,
General Teran y Linares, las huerias de Montemorelos bajo condiciones de
temporal, presentaron mayor pérdida de plantas que en las huertas de Allende y
Cadereyta. Estas variaciones de dario entre localidades probablemente se deban a
intensidad y duracion de las heladas, condiciones de humedad, edad y grado de
actividad de los citricos y manejo de las huertas (Padrén,1990).
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El daro por heladas en las plantas es el resultado de la formacion intercelular o
en casos extremos, intracelular de cristales de hielo en los tejidos; la ruptura de las
membranas y la desorganizacién celular, son los productos de dicha formacion de
hielo y de la consecuente descomposicion de las proteinas, fenomenos que
culminan con la muerte celular.

Lo anterior ocasiona una gran variedad de daiios en las plantas; que incluyen
dafios al follaje, a los apices meristematicos jovenes de las plantas herbaceas; y la
muerte de las yemas de arboles frutales, asi como la muerte de las flores y los
frutos jovenes y en ocasiones, de las ramitas suculentas de la mayoria de los
arboles, manifestdndose con la aparicidn de un aspecto acuanoso en los tejidos,
seguido de una epinastia y finalizando con una necrosis. Bandas heladas, que
constan de tejido suberoso y decolorado localizado en una banda o en una amplia
zona de la superficie, se presentan en los frutos (Bauer,1987).

Investigaciones realizadas en Estados Unidos y en Europa en los Gltimos doce
anos han determinado la presencia de bacterias epifitas en: plantas sensibles a
heladas, |las cuales se reportan como catalizadores activos para la formacion de
nucleos de hielo, aumentando la posibilidad de que sean estas bactenas, las que
limiten el enfriamiento de esas plantas, influyendo en la sensibilizacion de los
cultivos a las bajas temperaturas, que al ser estimuladas por éstas y otros factores,
como son el viento y la humedad relativa elevada, promueven el congelamiento de
las partes aéreas de la planta (Lindow, 1983a) (Lindow, 1983b).

Los catalizadores para la fransicidn de agua a hielo son conocidos como
nucleos de hielo, existiendo dos tipos: homogéneos y heterogéneos. Los
homogéneos son importantes a bajas temperaturas, mientras que los
heterogéneos son mas importantes a temperaturas aproximadas a 0°C (Lindow,
1983).

Se ha comprobado que e nicleo de hielo bacteriano tiene un papel
importante en este tipo de daino, reportandose que el sitio nucleador de hielo esta
presente en la pared celular, conformado por dos componentes: una proteina y un
compuesto semejante a un carbohidrato, posiblemente un glucésido o un
mondsido; observandose que el hidroxilo que forman es una estructura compatible
con la de rejilla que presenta el hielo, suponiéndose que el azdcar es un
componente del sitio nucleador (Deininger et a/, 1988) (Kozloff et al, 1984)(Kozloff
et al, 1991).

El dano a plantas sensibles bajo condiciones naturales ocurre entre -2 y -5°C,
se ha observado que los nucleos de hielo no estan distribuidos uniformemente en
una hoja dada y que varian en cantidad dependiendo de la madurez de las hojas y
la especie de planta (Modlibowska, 1962).
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Actuaimente y desde 1973 se tienen reportes de la presencia de bacterias
LN.A. en Inglaterra (Bentiey et al, 1984), en Espaia (Modlibowska, 1962), Israel
(Yankofsky et a/, 1981), Japon (Lindow, 1983), y los Estados Unidos en: Califomia
(Anderson et a/, 1991), Oregon (Gross et al, 1984), Washington (Andrews ef al,
1986), Virginia (Anderson and Ashworth, 1985), Wisconsin (Lindow ef a/, 1978),
Sur de Carolina (Bentley and Zehr, 1984), Montana (Kim ef a/, 1987), y Georgia
(Olive et al, 1988).

En la actualidad se sabe que la sensibilizacién al congelamiento en diversos
cultivos basicos, es debida a la presencia de bacterias .LN.A. (Lindow et al, 1982)
como en el maiz que al ser asperjado con suspensiones de Erwinia herbicola fue
severamente dafiado a -4°C, mientras que las plantas control que carecian de
poblaciones de Erwinia herbicola en las hojas no fueron dafiadas (Lindow ef &,
1978).

Anderson et al, en (1985) realizaron un trabajo sobre el congelamiento del
tomate (Lycopersicon esculentum) en presencia y en ausencia de bacterias epifitas
(1.N.A), obteniendo un incremento en el peso a una temperatura de congelacion de
-10.5 a -2°C en ausencia de bactenas |.N.A., pero varia de -3 a -2°C en muestras
inoculadas con dichas bacterias.

Sule et al, en (1987) estudiaron el modo de ingreso de Pseudomonas synngae
pv. syringae y su papel en la formacion de hielo en cerezas agrias (Prunus
cerasus), demostrando que las hojas son infectadas solamente cuando ha sido
formado en los espacios intercelulares el hielo, esto ocurre entre -2 y -3°C.

Gross et al, en (1984) aislaron 82 cepas de bacterias |.N.A., Pseudomonas
syringae de peras (Pyrus communis), manzano (Maius domesticai, Borkh), cereza
dulce (Prunus avium), durazno (Prunus persica L) de 1980 a 1982, en las huertas
localizadas en Washington y Oregén.

Olive et al, en (1988) estudiaron la ocurrencia natural de cepas de bacterias
|.N.A. (Pseudomonas syringae) en arboles de manzanos y duraznos en Georgia.
Encontrando que en las 2 huertas de manzanos analizadas se aislaron de un 60 a
un 80% de bacterias LN.A. respectivamente y en una huerta de duraznos, las
bacterias |.N.A. fueron detectadas en un 20% de las muestras.

Hirano et al, en (1988) determinaron la variacién en el tamafio de fa poblacion
y la actividad de nucleacion del hielo de Pseudomonas synngae en frijoles secos
(Phaseolus vulgarns L.) de acuerdo a las condiciones de campo.

Yankofsky et al, en (1981) investigaron la asociacion entre los citricos y las
bacterias |.N.A. y su posible rol como agentes causantes del daino por heladas.
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Kim et al, en (1987) comrelaciono la actividad de nucleacion de hielo de las
cepas de Xanthomona campestnis pv. translucens a -5°C y el dafo por heladas en
plantas de trigo inoculadas con esas cepas.

Los microorganismos que se han encontrado implicados son: Pseudomonas
syningae (Van Hall), (Lindow, 1983) (Lindow et al, 1978) (Maki et al, 1974) y varias
de sus cepas que tienen actividad |.N.A. (Lindow et a/, 1978) (Gross et al, 1984),
Erwinia herbicola (Lohnis) Dye (Lindow et al, 1978) (Lindow ef al, 1978) (Maki et
al, 1974) reportadas como las mas comunes en Estados Unidos (Hirano, 1985)
(Klement, 1963). Pseudomonas fluorescens (Migula) biotipo G es poco frecuente
encontrarla en las hojas, ya que su habitat es el agua (Maki et al/, 1974).
Pseudomonas viridifiava (Burkholder) Dawson (Paulin et al, 1978) citado por Olive
ef al, en (1982) y Erwinia ananas (Goto, 1992).

También han sido reportadas otras cepas con actividad de nucleacion de hielo
como Xanthomonas campestris pv. translucens (Jones,Johnson,Reddy) (Kim et al,
1987), Emwinia stewartii (Smith) Dye (Goto,1992) y otras especies de
Pseudomonas (Deomomger et al, 1988).

Las bacterias |.N.A. se encuentran generalmente como epifitas en las plantas
(Lindow, 1983), la presencia de tales bacterias esta influenciada por las condiciones
ambientales que prevalecen en el habitat al que parecen estar especificamente
adaptadas (Gross et al, 1984). Pseudomonas syningae sobrevive como epifita en
asociacién con el hospedero y permanece igual durante su latencia (Gross ef al,
1984).

La temperatura a la que puede presentarse danos en las plantas puede ser
predecible, sobre la base de la presencia de las bacterias Pseudomonas syringae
o Erwinia herbicola (Lindow, 1983 a) (Lindow, 1983 b), ya que éstas tienen un
rango de temperatura en el que sensibilizan las plantas a las heladas limitando su
habilidad para evitar la formacion de hielo y el subsecuente dafio por heladas
(Hirano et al, 1985) (Lindow et al, 1983).

Se ha observado que la actividad de las bacterias |.N.A. se ve influenciada por
la temperatura imperante en el campo antes de presentarse el descenso de la
misma, reportandose que a la temperatura de 26°C, el rango decreciente de
nucleos de hielo se incrementa logaritmicamente, ocurriendo o contrario a 24°C
(Lindow, 1983).

Se determiné para Erwinia herbicola en hojas de maiz, que el dafio por heladas
es directamente proporcional al logaritmo de la poblacion de bacteria L.N.A.
presentes, indicandose también en estudios in vitro con Pseudomonas synngae
que una célula de cada diez contiene un nucleo de hielo, a una temperatura de -5
°C o menos (Lindow et al, 1978).
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Es importante también indicar que en pruebas hechas a nivel de laboratorio se
ha establecido que para que se presente el daiio por estas bacterias, el numero de
células requerido es de 1x10° células/gramo de peso fresco, mientras que si éste
es de 1x10° células/gramo de peso fresco, el efecto no alcanza a manifestarse
(Lindow, 1983) (Lindow et a/, 1982).

A pesar de la considerable cantidad de trabajos hechos sobre bacterias |.NA.
en los afnos recientes, relativamente poco se ha reportado sobre su ocurrencia in
vivo, su naturaleza y la importancia de la sensibilizacion de las plantas a las
heladas en el sureste de los Estados Unidos. En el surde Carolina y el oeste de
Virginia (Bentiey et a/, 1984), su rol en la produccion del daio por heladas esta en
discusion.

En México en el noreste del pais se han reportado dos trabajos preliminares,
en 1991, Banda detectd la presencia de bacterias activadoras de niicleo de hielo
(I.N.A) en citricos en los municipios de Monterrey, el Cercado, Santiago y General
Teran Nuevo Ledn estableciendo que las poblaciones |.N.A. se ven influenciadas
por la localizacion geografica de las huertas, las condiciones ambientales y el
periodo de crecimiento de los arboles, identificandose Xanthomonas sp. y ofros
géneros bacterianos no reportades como Citrobacter sp. y Alcaligenes sp. con
capacidad LN.A.

Esta investigacidon pretende establecer los géneros de bacterias I.N.A. que se
localizan en la zona citricola de Nuevo Ledn, los rangos de temperatura en los que
se efectua la nucleacion, cual es su distribucion, como fluctdan las poblaciones y
con esto contribuir al entedimiento del papel de las bacterias |.N.A. en el daiio por
heladas.



HIPOTESIS DE TRABAJO

Las poblaciones de bacterias activadoras de nucleos de hielo estan presentes
en el follaje de los arboles de naranja dulce (Citrus sinensis) de la variedad
Valencia, fluctGan en base al clima y las patovariedades son especificas de los
arboles frutales con ios que se asocian.

OBJETIVOS

1. Caracterizar e identificar los aislamientos de las bacterias |.N.A. hasta
especie y patovariedad.

2. Determinar el patrén de distribucion geografica de los diferentes géneros de
bacterias |.N.A. en cultivos de naranja dulce (Citrus sinesis) variedad Valencia
en los municipios de Linares, Hualahuises, General Terdn, Montemorelos,
Allende y Cadereyta del estado de Nuevo Lebn.

3. Estimar cuantitativamente ias fluctuaciones poblacionales de bacterias |.N.A. en
base a las variaciones estacionales.
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MATERIAL Y METODOS

Locatizacién de la investigacion

La presente investigacion se realizd6 en el Laboratorio de Micologia y
Fitopatologia seccion Fitopatologia del Departamento de Microbiologia e
Inmunologia de la Facultad de Ciencias Biolégicas de la Universidad Auténoma
de Nuevo Ledn, en el periodo comprendido de septiembre de 1997 a
septiembre de 1998.

Origen de las muestras

Se utilizaron muestras de hojas sanas de naranja dulce (Citrus sinensis)
variedad Valencia, que se colectaron en las localidades de Montemorelos,
General Teran, Linares, Hualahuises, Allende y Cadereyta, municipios del estado
de Nuevo Leon, en los meses de octubre de 1997 a febrero de 1998.

Para estandanzar la metodologia empleada se realizé un muestreo preliminar
en septiembre de 1997 obteniendo las muestras de la huerta del Campo
Experimental de General Teran (CEGET) ubicado en General Teran, Nuevo Leén.

Se muestrearon dos huertas por municipio, dos veces al mes; la muestra
consistio de hojas tomadas de cinco arboles de cada huerta escogidos por el
muestreo en Z, siguiendo los puntos cardinales del arbol, obteniendo
posteriormente una muestra compuesta (Olive et a/, 1988).

Huertas muestreadas

Linares-El Refugio (L-Re).

Linares-La Amistad (L-Am).
Hualahuises-El Roble (H-Ro).
Hualahuises-El Refugio (H-Re).
General Teran-CEGET (T-CE).
General Teran-Soledad de la Mota (T-SoM).
Montemorelos-Ojo de Agua (M-OJA).
Montemorelos-Garcia Jiménez (M-GJ).
Allende-Altamira (A-A).

10 Allende-Diego Lépez (A-DL).

11. Cadereyta-El Castillo (C-C).

12. Cadereyta-Santa Fé (C-SF).

OENDOD LN =

La huerta del Campo Experimental de General Teran (CEGET) sirvi6 como
control. Las muestras de hojas se conservaron en bolsas de plastico y se
mantuvieron en refrigeracion (5°C) hasta su procesamiento (Olive et al, 1988)
(Banda, 1992).
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Procesado de las muestras

Se colocaron 10 g de hojas jovenes sanas, cortadas en pedazos de 1 a 2 cm
en 200 mL de amortiguador de fosfatos 0.1M, pH 7.1 estéril y se dejaron en
agitacion rotatoria a 250 rpm durante 2 h para posteriores pruebas (Olive ef a/,
1988).

Aislamientos secuenciales de las bacterias I.N.A.

De las suspensiones de hojas de naranjo en amortiguador de fosfatos, con una
micropipeta se tomo una muestra de 200 microlitros para realizar el aislamiento por
vertido en placa y se tom0 una asada para el aislamiento por estria (Olive et al,
1988).

Debido a que se tenian antecedentes en las investigaciones realizadas para
detectar poblaciones I.N.A., que las bacterias activadoras de nucieas de hielo
méas comunmente encontradas eran: Pseudomonas syringae y Erwinia herbicola
(Billing et al/, 1963) (Klement, 1963); para su aislamiento se utilizaron los
siguientes medios selectivos y diferenciales (Buchanan ef al, 1984) (Schaad,
1988).

Aislamiento por vertido en placa

El agar nutritivo glucosa o glicerol (NGA) cuya composicion por litro de agua
es la siguiente: extracto de carmme 3 g, peptona 5 g, agar 15 g y glucosa o glicerol
2.5 g (Schaad, 1988) (Lindow et al, 1978).

El medio B de King (KB) cuya composicion por litro de agua es la siguiente:
Peptona 20 g, fosfato &cido de dipotasio (K2HPO;) 1.5 g, sulfato de magnesio
heptahidratado (MgSO,7Hz0) 1.5 g, agar 15 g y glicerol 15 mL, al cual se le
agreg6 8.0 mL por litro de cefalexina (10 mg/mL de agua) y en algunos casos
100 mg de cicloheximida para inhibir el crecimiento fungat (Olive et al, 1988)
(Schaad, 1988).

Aislamiento por estria

El agar extracto de levadura caldo nutritivo (NBY) cuya composicion por litro
de agua es la siguiente: caldo nutritivo 8 g, extracto de levadura 2 g, fosfato
écido de dipotasio (K:HPO,) 2 g, fosfato didcido de potasio (KH:PO4) 0.5 g,
glucosa 2.5 g y agar 15 g. Después de esterilizar, se anadio 1 ml de solucion
estérii de sulfato de magnesio heptahidratado (MgSO,7H,0) 1M (Schaad,
1988).
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El extracto de levadura dextrosa-carbonato de calcio (YDC) cuya
composicion por litro de agua es la siguiente: extracto de levadura 10 g, dextrosa
20 g, carbonato de caicio, polvo ligero. Q.P. 20 g y agar 15 g (Schaad, 1988)
(Buchanan et al, 1984).

El medio (D3 ) es selectivo para especies de Erwinia, cuya composicion por
litro de agua es la siguiente: sacarosa 10 g, arabinosa 10 g, caseina hidrolizada
5 g, cloruro de litio (LiCl) 7 g, glicina 3 g, cloruro de sodio (NaCl) 5 g, sulfato
de magnesio heptahidratado (MgSO,7H;0) 0.3 g, fosfato écido de disodio
(Naz2HPO, ) 0.1 g, dodecii sulfato de sodio 0.05 g, azul de bromotimol 0.06 g,
fuscina acida 0.1 g y agar 15 g. Se adicionan 6 mL de azul de bromotimol al 1%
en NaOH 0.02M y 10 mL de fuscina acida al 1%, ajustando el pH del medio con
NaOH a 8.2. Este medio debe estar con su pH ajustado a 6.8 después de
esterilizado (Schaad, 1988).

Posteriormente las cajas sembradas se incubaron a 25°C por 24 a 48 h. Como
control se utilizaron cepas de referencia de Pseudomonas syringae y Erwinia
herbicola.

Medida cuantitativa del crecimiento por vertido en placa

Para determinar la poblacion total de bacterias L.N.A. se utiliz6 la técnica de
recuento en placa con diluciones de hasta 10™ y se inocularon 200 microlitros de
cada una de las diluciones en el medio agar nutritivo glucosa (NGA) y el medio B
de King (KB) por duplicado (Olive et a/, 1988 ).

Se seleccionaron las diluciones que se pensd darian placas contables,
aplicando el protocolo se registraron las placas que presentaron entre 30 y 300
colonias. Se utilizé un contador de colonias Quebec para el conteo de las mismas.
El resultado es el promedio del conteo de colonias presentes en todas las placas
de la misma dilucion,

Frecuencia de nucleacién de hielo

A las bacterias aisladas y purificadas se les realizé la prueba para determinar
su actividad de nucleacion de hielo, la que se expresa como frecuencia de
nucleacion (F.N.), nicleos/células (Schaad, 1988).

Desplies de 4-6 dias fueron removidas colonias de 24 h de incubacidon de
placas con el medio selectivo empleado para su desarollo, con una asa y se
suspendieron en 0.1mL de agua destilada y la turbidez de la suspension produjo
10® unidades formadoras de colonias (ufc/mL). En una hoja de aluminio de un
diametro de 5.7 cm se colocaron cinco gotitas de 100 microlitros de las
suspensiones de cada colonia. La hoja de aluminio se puso a flotar en un baiio de
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metanol-agua manteniéndose a -10°C. Una colonia contiene un nucleo activado a
-10°C en 1 6 mas de 5 golitas congeladas en 30 seg. (Schaad,1988). Se utiliz6 un
control de agua bidestilada, un control positivo y un control negativo y la frecuencia
de nucleacion se obtuvo por la siguiente formula :

F.N.=__Células / mL
Nucieos / mL

el # total de gotas
Nucleos / mL (a temp. T) = _# de gotas no congeladas
volimen de las gotas

Prueba de patogenicidad a los aislados |.N.A.

Las bacterias |.N.A. aisladas, fueron sometidas a pruebas para determinar su
patogenicidad usando la prueba de pudricion de la papa y la reaccion de
hipersensibilidad en tabaco. Estas pruebas sirvieron para diferenciar parciaimente
los géneros de bacterias fitopatégenas.

Pudricion de la papa

Se utilizaron rebanadas de papa, las cuales se esterilizaron superficialmente
flameandolas con etanol al 96%.

En condiciones estériles se colocaron en las cajas de Petri, discos de papel
empapados con agua destilada y sobre éstos, ias rebanadas de papa.
Posteriormente se hicieron incisiones con palilios de dientes estériles y con ayuda
de un asa se inoculd una incision con la suspension bacteriana de 24 h a probar,
se hizo lo mismo con los testigos, solo que éstos se inocularon con agua destilada
estéril. Todas las cajas se incubaron a 28°C por 24 a 72 h procurando mantener
las cajas siempre himedas.

A partir de las primeras 24 h se palpd con una asa bacteriologica el tejido de
cada una de las rebanadas inoculadas y si se sentia blando, indicaba que la
bacteria probada sintetizaba enzimas pectoliticas y se reportaba positiva (Schaad,
1988) (Olive et al, 1984).
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Reaccidn de hipersensibilidad en tabaco

Se prepard una suspensién bacteriana, en tubos con agua destilada estéril a
una concentracion de 3x10° bacterias por mL. Con una jeringa hipodérmica para
insulina se tomd la suspencién y se procedio a infiltrarla en las hojas de tabaco
(Nicotiana tabacum), las plantas se mantienen a temperatura ambiente promedio
de 28°C.

Caracterizacién e identificacion de los aislados I.N.A. hasta especie y
patovariedad

La identificacion precisa de los microorganismos fue complicada y requiné de
una combinacion de pruebas fisiologicas-bioquimicas, medios selectivos y pruebas
de patogenicidad descritas anteriormente (Buchanan et al,1984) (Holt et al, 1994)
(Schaad, 1988).

Los aislados |.N.A. punficados en tubos con agar nutnitivo glicerol (Lindow ef &/,
1978), se sometieron a examenes morfologicos, microscopicos (tincion de Gram) y
pruebas bioquimicas.

Las pruebas que se realizaron para diferenciar e identificar especies y
patovaniedades del genero Pseudomonas fueron. Produccion de pigmento
fluorescente en KB, ensayos LOPAT (produccion de levana, reaccién de la
oxidasa, pudricion de la papa, dihidrolasa de la arginina e hipersensibilidad en
tabaco), liquefaccion de la gelatina, crecimiento en: m-inositol, sorbitol, glicerol, D-
tartrato, catalasa y motilidad en el medio de SIM (Tabla 1).

Las pruebas que se realizaron para diferenciar e identificar especies del género
Erwinia fueron: Produccién de pigmentos en el medio KB y YDC, pudricion de la
papa, hipersensibilidad en tabaco, produccién de acido sulhidrico, produccién de
ureasa, produccion de indol, liquefaccién de la gelatina, motilidad en el medio SIM,
reduccion de nitratos, crecimiento en: m-inositol, sorbitol, glicerol y catalasa (Tabla
2).

Ademas se realizaron otras pruebas para descartar otros posibles géneros de
bacterias como Xanthomonas y Citrobacter reportadas en el trabajo realizado por
Banda en 1991 (Tabla 3 y 4).

Todas estas pruebas se basan en la metodologia que indica el Manual de
Bergey's (Buchanan ef a/,1984) (Holt ef al, 1994) y en Schaad, 1988.



Tabla 1. Pruebas para diferenciar e identificar las especies y

patovariedades de Pssudomonas
ruebas fisiologicas-bioquimi Pseudomonas | Psesudomonas Pseudomonas
. eas syringae flucrascens viridifiava
pv. sylingae Biov. 3

s (+) (+) (+)
Tincion de Gram (-) (-) (-)
Prod. de pigm. flucrescente en KB CIED! (+) (+)
Pigm. no fuorescente no difusbie (-) (-) (q.)
Ensayos LOPAT :

Produccién de levana vV (-)

] (-) (+) (-)
Pudricion de n pepe (-) (-) (+)
Diicrolasa do argininn (-) (+) (-)
Hipersensibiiidad en tabaco Vv Vv (+)
Liquefaccién de la gelatina d (+) (+)
Cracimiento en

m{nositol (+) d (+)
Sorbiol (+) d (+)
Gl (+) d (+)
D-Tartrato V(-) (-) (+)
Catalesa (+) (+) (+)
Motikdad en el medio de SIM (+) (+) (4-)
Fiopatigence (+) (-) (+)

Simbologia: (+) positivo, (-) negativo, (+-) significa que hay cepas que producen pigmento
fluorescente en el medio B de King y ofras cepas no, d = reaccién que aigunas cepas la dan positiva
y otras negativa y V = reaccién varabie.

/1



Tabla 2 . Prusbas para diferenciar e identificar especies y

Pruebas fisiologicas-bioquimicas E. herbicoia Erwinia Erwinia Erwinia
Nucleacitn de hiso (+) (+) (+) (+)
Tincidn de Gram (-) (-) (-) (-)
Prod. de pigm. rosados en YOC (-) (-) (~) (+)
Crecimiento mucoide d (+) (-) (+)
Pudricién de la papa

Hipersansbilidad en tabaco Vv (-) ND (-)
Prod. do éc. suhidrico (+) d (-) (+)
Produccion de wease (-) (-) (-) (-)
Producoién de ndol (-) (+) (+) (-)
Liquefaacion de i gelatine (+) (+) (+) (-)
Pigmentos amarilios en KB (+) (+) (+) (-)
Motiidad en el medio de SIM (+) {+) (+) (+)
Reducoiier de nlrmios v (-) (+) (-)
Crecimiento en ;

m-dnosltol (-) (+) (+) (<)
Sorbieo (+) (+) (+) (+)
Ghoseol (- (+) (+)
Cotatses (+) (+) (+) (+)

Simbologia: (+) positivo, (-) negative, d = reaccién que algunas cepas la dan positiva y otras negativa, V =

reaccion vanable y ND = no da la reaccion.
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Tabia 3. Prusbas diferenciales de especies del género Xanthomonas
Pruebas fisiolgicas-bioquimicas Xanthomonas campestns
Crecimiento mucoide en agar con un 5% (+)

de glucosa

Produccién de pigmento xanthomonadino, (+)

amarillo insoluble en agua

Liquefaccion de la gelatina d

Produccion de acido de leche tomasolada -)
Asparagina (-)

Méximo porcentaie de toierancia al NaCl 2a5%
Maximo crecimiento (T = *C) 335a38°C

Simbologia: (+) positivo, (-) negativo, d = reaccién que algunas cepas |a dan positiva y otras negativa.

Tabla 4. Pruebas diferenciales de especies del género Citrobacter
Pruebas fisiolégicas-bioquimicas Citrobacter diversus | Citrobacter freundii
indol (+) )
Rojo de metilo (+) (+)
Produccion de acido sulfhidrico (-) (+)
Ureasa (+) d
Arginina dihidrolasa d d
Motilidad (+) (+)
Liquefaccion de ia gelatina (-) {-)
Produccion de écido de la glucosa (+) (+)
m-inositol (-) (-)
Manitol (+) (+)
Sorbitol (+) (+)
Glicerol (+) (+)
Reduccion de nitratos (+) (+)
Oxidasa (-) (-)
Producci6n de pigmentos amarillos (-) (-)

Simbologia: (+) positivo, (-) negativo, d = reaccién que algunas cepas la dan positiva y otras negativa.
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Medicién de los datos de temperatura

La temperatura minima alcanzada en cada huerta en los dias muestreados, se
determind por los registros meteorolégicos proporcionados por el Campo
Experimental de General Teran (CEGET) y la Comision Nacional del Agua
(CNA).

Andlisis estadistico

Con el propésito de determinar la comparacion de las variables normales entre
las huertas, asi como entre municipios, se realizd un andlisis de varianza de un
factor (Oneway); mientras que para las variables no normales se aplico la prueba
no paramétrica de Kruskal-Wallis. Para la determinacion del grado de asociacién,
se aplic el andlisis de correlacion de Pearson. El paquete estadistico usado fue el
Statistical Package for the Social Science (S.P.S.S., 1992 ver.2.0.).

Variables analizadas

Promedio de la poblacién bacteriana (ufc/g de peso fresco).
Logarnitmo del promedio de la poblacién bactenana (ufc/g de peso fresco).
Temperatura minima alcanzada (°C).
Clima.
Frecuencia de nucleacion (F.N.) (nucleos/células).
Logaritmo de la frecuencia de nucleacion (niclecs/células).
Temperatura de nucleacién (°C).
Frecuencia de aislamientos de:
Pseudomonas synngae patovanedad syringas.
Pseudomonas fluorescens Biovaniedad 3.

. Pseudomonas vindifiava.

. Erwinia herbicola vanedad herbicola.

. Erwinia ananas.

. Erwinia uredovora.

. Erwinia rubnifaciens.

— A A - O (o, 4] -d
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Resultado

RESULTADOS

Caracterizacion de bacterias LLN.A. de arboles de naranja dulce variedad Valencia
de la zona citricola del estado de Nuevo Leén

Las caracteristicas microscopicas de todos los aislados fueron bacilos cortos
rectos, Gram negativos.

Para la reaccion de hipersensibilidad en tabaco, la observacién de una flacidez,
seguida de una condicion papelosa necrética de color café claro en la zona infiltrada
se reportd positivo y se considerd la bacteria de naturaleza fitopatogena.

Las colonias blanco grisdceo, blanco lechoso y opacas, que produjeron pigmento
verde fluorescente difusible en el medio B de King (observando la fluorescencia con la
lampara de luz UV), se identificaron como Pseudomonas. También se obtuvieron
colonias translicidas no fluorescentes y todas se examinaron de acuerdo a los
ensayos LOPAT y a las pruebas que se mencionan en la Tabla 1.

Las bacterias que resultaron levana (-), oxidasa (-), dihidrolasa de la arginina (-),
pudricion de la papa (-) e hipersensibilidad en tabaco (-) fueron identificadas como
Pseudomonas synngae.

De acuerdo a los resultados positivos obtenidos en las pruebas fisiolégicas-
bioquimicas sefialadas en la Tabla 1 se identificaron 64 cepas como Pseudomonas
synngae pv. syringae, 15 cepas no respondieron a las pruebas como antes se
mencioné sino que 10 cepas de ellas fueron levana (+), 3 cepas respondieron a la
hipersensibilidad en tabaco (+) y 2 cepas a la pudricién de la papa (+) y todas ellas
fueron identificadas como Pseudomonas syringae pv. synngae .

A las bacterias identificadas como Pseudomonas fluorescens Biov. 3 se les
realizaron las pruebas mencionadas en la Tabla 1 obteniendose 153 cepas, variando
en la hipersensibilidad en tabaco 97 cepas fueron (-) y 56 cepas (+) y en la pudricion
de la papa 89 cepas fueron (-) y 64 cepas fueron (+).

Las bacterias que produjeron un pigmento insoluble café dorado, algunos
pigmentos azul-verde y que respondieron de manera positiva a las pruebas sefaladas
en la Tabla 1 se les identificd6 como Pseudomonas viridiflava, obteniéndose 119 cepas,
variando en la hipersensibilidad en tabaco 60 cepas (+) y 59 cepas (-).
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En el medio B de King, NBY y (D) se obtuvieron una gran variedad de colonias, en
tamario y forma, ya que fueron circulares, puntiformes; convexas y aplanadas, con
bordes continuos y ondulados; con pigmento intracelular amarilio (péalido y fuerte),
naranja, se les realizaron las pruebas para diferenciar e identificar especies y
variedades de Erwinias (Tabla 2).

Se obtuvieron 76 cepas que se identificaron como Erwinia herbicola vanedad
herbicola ya que resuitaron positivas en las pruebas fisiolégicas-bioquimicas
mencionadas en la Tabla 2, variando en la prueba de hipersensibilidad en tabaco
obteniendose 8 cepas (+) y 68 cepas (-), también se efectud la pudricion de la papa
obteniendo 59 cepas (+) y 17 cepas (-).

De acuerdo a las pruebas seiialadas en la Tabla 2, se identificaron 44 cepas como
Erwinia ananas, variando en la prueba de hipersensibilidad en tabaco 35 cepas (-) y 9
cepas (+) y en la pudricion de la papa 31 cepas (+) y 13 cepas (-).

Se obtuvieron 43 cepas que se identificaron como Erwinia uredovora mediante las
pruebas mencionadas en la Tabla 2, con excepcion de 20 cepas que variaron en la
prueba de hipersensibilidad en tabaco obteniéndose 12 cepas (+) y 8 cepas (-).

A las colonias crema, amarillo pdlido, convexas, lisas brillantes, con bordes
enteros, mucoides; que produjeron en el medio YDC, un pigmento rosado, soluble en
agua; se les efectuaron las pruebas seiialadas en la Tabla 2, identificandose 26 cepas
de Erwinia rubnfaciens, en la prueba de hipersensibilidad en tabaco se obtuvieron 13
cepas (+) y 13 cepas (-) y en la pudricion de la papa dieron 17 cepas (+) y 9 cepas (-).
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Distribucion de las bacterias I.N.A. en las huertas muestreadas

En los muestreos realizados de octubre de 1997 a febrero de 1998, 64 aislamientos
fueron Pseudomonas syringae pv. syringae (Tabla 12) que representan el 12.19% (Fig.8),
distribuidos en todas las huertas muestreadas (Tabla 5), obteniéndose los mayores
aislamientos en General Teran-CEGET y Allende-Altamira siendo respectivamente de 13
y 10; y la menor cantidad aislamientos se obtuvo en Montemorelos- Garcia Jiménez 2.

Tabla 5. Resultados de pruebas realizadas a Pseudomonas syringae pv. syringae
Promedio del log. de la Promedio de la temperatura de Cantidad de

Periodo de muestreo Huerta F.N. (nicleosicéls.). nucleacién (°C). aislamientos

Oct. 97 - Feb. 98 L-Re 98 -6 7

Oct. 97 - Feb. 98 L-Am 98 -5 4

Oct. 97 - Feb. 98 H-Ro 98 -4 4

Oct. 97 - Feb. 98 H-Re 98 6 4

Sep. 97- Feb. 98 T-Ce 9.86 6 13

Oct. 97 - Feb. 98 T-SoM 98 -6 7

Oct. 97 - Feb. 98 M-OJA 98 -5 3

Oct. 97 - Feb. 98 M-GJ 98 -5 2

Oct. 97 - Feb. 98 A-A 9.85 £ 10

Oct. 97 - Feb. 98 A-DL 9.8 5

Oct. 97- Feb. 98 c-C 99 -6

Oct. 97 - Feb. 98 C-SF 98 -5 4

El rango del logaritmo de la frecuencia de nucleacion (F.N.) para esta bacteria fue
de 9.8-9.9 nicleos/células y el rango de la temperatura de nucleacién fue de 4 a -6°C

(Fig. 1).

Fig. 1. Logaritmo de la F.N. y temperatura de nucleacién de
Pseudomonas syringae
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En el caso de la Pseudomonas fluorences Biov. 3, se realizaron 153 aislamientos,
siendo esta la mayor cantidad (Tabla 12) y representa un 29.14% (Fig. 8); encontrandose
en todas las huertas. La Tabla 6 ilustra que el mayor aislamiento se obtuvo en General
Teran-CEGET siendo 26 y el menor en Hualahuises-El Refugio siendo 7; pero se
encontré una distribucion constante y abundante de esta bacteria en el resto de las
huertas muestreadas.

Tabla 6. Resultados de pruebas realizadas a Pseudomonas fluorescens Biov. 3
Promedio del log. de la Promedio de la temp. de Cantidad de
Periodo de muestreo Huerta F.N. (ntcleos/céls.). nucleacion (°C). aislamientos

Oct. 97 - Feb. 98 L-Re 98 -7 10
Oct, 97 - Feb. 98 L-Am 98 6 10
Oct. 97 - Feb. 98 H-Ro 9.87 6 13
Oct. 97 - Feb. 98 H-Re 9.85 -5 7
Sep. 97- Feb. 98 T-Ce 9.85 -5 26
Oct, 97 - Feb. 98 T-SoM 98 6 17
Oct. 97 - Feb. 98 M-OJA 97 6 9
Oct, 97 - Feb, 98 M-GJ 9.86 -5 10
Oct. 97 - Feb. 98 A-A 98 -5 15
Oct. 97 - Feb. 98 A-DL 98 6 18
Oct. 97- Feb. 98 c-C 9.87 -6 7
Oct. 97 - Feb. 98 C-SF 98 -7 10

El rango de logaritmo de la frecuencia de nucleacion (F.N.) para esta bacteria fue de
9.8 a 9.87 nucleos/células y el rango de la temperatura de nucleacion fue de -5 a -7°C
(Fig. 2).

! Fig. 2. Logaritmo de Ia F.N. y temperatura de nucleacion de
1 Pseudomonas fluorescens Biov. 3
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Se obtuvieron 119 aislamientos de Pseudomonas virdiflava (Tabla 12) que
representan el 22.67% (Fig.8), se encuentra presente en todas las huertas muestreadas,
obteniéndose la mayor cantidad de aislamientos de General Teran-CEGET siendo 20 y la
menor cantidad en General Teran-Soledad de la Mota siendo 6 (Tabla 7).

Tabla 7. Resultados de pruebas realizadas a Pseudomonas viridiflava
Promedio del log. de la Promedio de la temp. de Cantidad de
Periodo de muestreo Huerta F.N. (nicleos/céls.). nucleacién (°C). aislamientos
Oct. 97 - Feb. 98 L-Re 99 -5 10
Oct. 97 - Feb. 98 L-Am 99 6 8
Oct. 97 - Feb, 98 H-Ro 98 -5 7
Oct: 97 - Feb. 98 H-Re 9.87 -7 9
Sep. 97- Feb. 98 T-Ce 98 -6 20
Oct. 97 - Feb. 98 T-SoM 9.8 6 6
Oct. 97 - Feb. 98 M-OJA 9.87 -5 7
Oct. 97 - Feb. 98 M-GJ 9.8 4 8
Oct. 97 - Feb. 98 A-A 98 -5 8
Oct. 97 - Feb. 98 A-DL 9.7 -6 17
Oct. 97- Feb. 98 c-C 938 -6 9
Oct. 97 - Feb, 98 C-SF 9.8 -7 10

El rango del logaritmo de la frecuencia de nucleacion (F.N.) fue de 9.7 a 9.9
nucleos/células y el rango de la temperatura de nucleacién fue de -4 a -7°C (Fig. 3).

Fig. 3. Logaritmo de la F.N. y temperatura de nucleacién de
Pseudomonas viridiflava
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De Erwinia herbicola vaniedad herbicola se obtuvieron 76 aislamientos (Tabla 12) que
representa un 14.48% (Fig.8), la cual se encontré6 presente en todas las huertas
muestradas, se obtuvo la mayor cantidad de aislamientos en General Teran-CEGET
siendo 12 y la menor cantidad de aislamientos fue 3 y se obtuvo en Montemorelos-Garcia
Jiménez (Tabla 8).

Tabla 8. Resultados de pruebas realizadas a Erwinia herbicola var. herbicola
Promedio del log. de la Promedio de la temp. de Cantidad de
Periodo de muestreo Huerta F.N. (nGcleos/céls.). nucleacion (°C). aislamientos
Oct. 97 - Feb. 98 L-Re 98 -5 8
Oct. 97 - Feb. 98 L-Am 98 6 4
Oct. 97 - Feb. 98 H-Ro 938 6 “
Oct. 97 - Feb. 98 H-Re 98 -6 9
Sep. 97- Feb. 98 TCe 98 6 12
Oct. 97 - Feb. 98 T-SoM 98 6 8
Oct. 97 - Feb. 98 M-OJA 98 -5 6
Oct. 97 - Feb. 98 M-GJ 98 -5 3
Oct. 97 - Feb. 98 A-A 9.8 6 9
Oct. 97 - Feb. 98 A-DL 938 6 B
Oct. 97- Feb. 98 c-C 9.8 -7 4
Oct. 97 - Feb. 98 C-SF 9.87 -6 6

El promedio del logaritmo de la frecuencia de nucleacion (F.N.) fue de 9.8
nucleos/células y el rango de la temperatura de nucleacion fue de -5 a -7° C (Fig. 4).

Fig. 4 . Logaritmo de la F.N. y temperatura de nucleacién de
Erwinia herbicola var. herbicola
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En el caso de Erwinia ananas se obtuvieron 44 aislamientos (Tabla 12) que
representan un 8.38% (Fig.8), se encontrd distribuida en poca proporcién y de la siguiente
manera, en Linares-La Amistad fueron 8 aislamientos (mayor cantidad) y en
Montemorelos-Garcia Jiménez no se obtuvo ninguno (Tabla 9).

Tabla 9. Resultados de pruebas realizadas a Erwinia ananas
Promedio del log. de la Promedio de la temp. de Cantidad de
Periodo de muestreo Huerta F.N. (nacleosicéls.). nucleacién (°C). aislamientos
Oct. 97 - Feb. 98 L-Re 9.8 -4 5
Oct. 97 - Feb. 98 L-Am 98 6 8
Oct. 97 - Feb. 98 H-Ro 9.86 4 3
Oct. 97 - Feb. 98 H-Re 9.88 6 3
Sep. 97- Feb. 98 T-Ce 98 -6 5
Oct. 97 - Feb. 98 T-SoM 9.8 -6 @
Oct. 97 - Feb. 98 M-OJA 99 4 1
Oct. 97 - Feb. 98 M-GJ No No No
Oct. 97 - Feb. 98 A-A 99 -6 6
Oct. 97 - Feb. 98 A-DL 9.9 -6 3
Oct. 97- Feb. 98 c-C 9.88 -6 3
Oct, 97 - Feb. 98 C-SF 9.87 S5 3

El rango de logaritmo de la frecuencia de nucleacion (F.N.) fue de 9.8 a 9.9
nucleos/células y el rango de la temperatura de nucleacion fue de -4 a -6°C (Fig. 5).

Log. dela F.N

T° Nucleac.

bdbbdbonvnisooe

Fig. 5. Logaritmo de la F.N. y temperatura de nucleacién de
Erwinia ananas
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En el caso de Erwinia uredovora se obtuvieron 43 aislamientos (Tabla 12) que
representan el 8.19% (Fig.8), cuya distribucion en todas las huertas muestreadas fue de
la siguiente manera, la mayor cantidad de aislamientos que fue 9 se obtuvo en
Hualahuises—El Refugio y la menor cantidad que fue 1 aislamiento en cada huerta se
obtuvo en Cadereyta-El Castillo y Cadereyta—Santa Fé (Tabla 10).

Tabla 10. Resultados de pruebas realizadas a Erwinia uredovora

Promedio del log. de la Promedio de la temp. de Cantidad de

Periodo de muestreo Huerta F.N. (nacleos/céls.). nucleacién (°C). aislamientos
Oct. 97 - Feb. 98 L-Re 9.75 6 2
Oct. 97 - Feb. 98 L-Am 99 ) 5
Oct. 97 - Feb, 98 H-Ro 9.87 -7 5
Oct. 97 - Feb. 98 H-Re 9.8 -5 9
Sep. 97- Feb. 98 T-Ce 9.85 -5 R
Oct. 97 - Feb. 98 T-SoM 99 6 5
Oct. 97 - Feb. 98 M-OJA 98 -5 2
Oct. 97 - Feb. 98 M-GJ 95 6 4
Oct. 97 - Feb. 98 A-A 98 -7 3
Oct. 97 - Feb. 98 A-DL 98 5 2
Oct. 97- Feb. 98 c-C 99 -5 1
Oct. 97 - Feb. 98 C-SF 9.87 -6 1

El rango de logaritmo de la frecuencia de nucleacion (F.N.) fue de 9.75 a 9.9
nucleos/células y el rango de la temperatura de nucleacion fue de -5 a -7°C (Fig. 6).

Fig. 6. Logaritmo de la F.N. y temperatura de nucleacién de
Erwinia uredovora
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Se obtuvieron 26 aislamientos de Erwinia rubnifaciens (Tabla 12) que representan el
4.95%, el menor porcentaje (Fig.8). Esta bacteria se encontré6 en poca proporcion,
distribuida de la siguiente manera, la mayor cantidad de aislamientos que fue 6 se obtuvo
en Allende-Altamira y en Allende-Diego Lopez respectivamente y en la huerta de
Hualahuises-El Roble no se obtuvo ningun aislamiento, el resto de los aislamientos fue de
3 en Cadereyta-El Castillo; 2 en Linares-El Refugio y Cadereyta-Santa Fé y 1 en Linares-
La Amistad, General Teran-CEGET, General Teran Soledad la Mota, Montemorelos-Ojo
de Agua y Montemorelos-Garcia Jiménez, respectivamente (Tabla 11).

Tabla 11. Resultados de pruebas realizadas a Erwinia rubrifaciens
Promedio del log. de la Promedio de la temp. de Cantidad de
Periodo de muestreo Huerta F.N. (nicleos/céls.). nucleacion (°C). aislamientos
Oct. 97 - Feb, 98 L-Re 98 5 2
Oct. 97 - Feb. 98 L-Am 9.87 5 1
Oct. 97 - Feb, 98 H-Ro No No No
Oct. 97 - Feb. 98 H-Re 9.8 -3 2
Sep. 97- Feb. 98 T-Ce 9.7 -7 1
Oct. 97 - Feb. 98 T-SoM 9.78 7 1
Oct. 97 - Feb. 98 M-OJA 9.7 -4 1
Oct. 97 - Feb. 98 M-GJ 9.7 5 1
Oct. 97 - Feb. 98 A-A 9.8 6 6
Oct. 97 - Feb. 98 A-DL 98 6 6
Qct. 97~ Feb. 98 Cc-C 9.87 5 3
Oct. 97 - Feb. 98 C-SF 99 -4 2

El rango del logaritmo de la frecuencia de nucleacién (F.N.) fue de 9.7 a 9.9
nucleos/células y el rango de la temperatura de nucleacion fue de -3 a -7°C (Fig. 7).

Flg 7. Logaritmo de la F.N. y temperatura de nucleacién de
Erwinia rubrifaciens

T* Nucleac. Log. de fa F.N.
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Tabla 12. Total de bacterias |.N.A. aisladas en la zona citricola del estado de
Nuevo Ledn de septiembre de 1997 a febrero de 1998.

Microorganismos Cantidad de aislamientos % de aislamientos
Pseudomonas syrnngae pv. synngae 64 1219
Pseudomonas fluorescens Biov. 3 153 29.14
Pseudomonas viridiflava 119 2267
Erwinia herbicola var. herbicola 76 14.48
Erwinia ananas 4 8.38
Erwinia uredovora 43 8.19
Erwinia rubnfaciens 26 495

Total: 525

Fig. 8. Porcentaje total de bactenas |.N.A. aisladas en la
zona citricola del estado de Nuevo Ledn de septiembre de 1997 a
octubre de 1998. |

Simbologia : (1) Pseudomonas syringae pv. syringae, (2) Pseudomonas fluorescens Biov. 3, (3)
Pseudomonas viridiflava, (4) Erwinia herbicola var. herbicola, (5) Erwinia ananas, (6) Erwinia
uredovoray (7) Erwinia rubrifaciens.
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Fluctuaciones estacionales de las poblaciones de bacterias I.N.A. en las huertas
muestreadas y su relacién con otros factores

Tabla 13. Resultados de las pruebas realizadas a las muestras de
Linares-El Refugio.

Prom. de la Log. del prom. | Temperatura Promediodela | Log. del Prom de
pob. bacteriana | de la pob. bact. minima Clima | frecuenciade | prom.dela | latemp.de
Fechade | (ufcigramode | (ufc/gramode | alcanzada nucleacion frec. de | nucleacién
muestreo | peso fresco). peso fresco) rc (ntcleos/céls.) | nucleacion rc)
20/10/97 20,000 4.301 14 Fresco 8x10° 9.9 7
06/11/97 360,000 5.55 23 Templado 8x10° 9.9 ¥
14/11/97 150,000 5.176 19 Templado 6.02x10° 98 7
27111197 145,000 5.161 17 Fresco 7x10° 9.85 7
0512197 12,000 4079 13 Fresco 6x10° 9.78 4
15/12/97 2,200 334 -2 Frio 5x10° 9.7 4
07/01/98 20,000 43 85 Frio 7.5x10° 9.87 5
15/01/98 48,000 468 14 Fresco 7.7x10° 9.88 5
02/02/98 38,000 458 95 Frio 6.1x10° 9.78 4
20/02/98 5,000 37 55 Frio 5.8x10° 9.76 4

Clima: Helada (0.0°C), Frio (0.5-10.0°C), Fresco (10.5-18.0°C), Templado (18.5-26°C), Caluroso
(26.5°C en adelante). Comision Nacional del Agua (C.N.A.) y Campo Experimental de General Teran

(CEGET).

Durante los muestreos en la huerta Linares-El Refugio las poblaciones bacterianas
I.N.A. fluctuaron en un rango de 2,200-360,000 ufc/gramo de peso fresco (equivalente
en logaritmoo 3.3-5.5 ufc/gramo de peso fresco) (Fig. 9.1 y 9.2).
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Fig. 9.2. Estimacién cuantitativa de la poblacién
bacteriana Linares-El Refugio
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El rango de la frecuencia de nucleacion (F:N.) fue 5x10° a 8x10° niicleos/células
(equivalente en logaritmoso 9.7-9.9 nucleos/células) (Fig. 9.3)

Fig. 9.3. Curve del Jogaritmo del promedio de a frecuencia de
nucleacion Linares-E| Refugio
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Y un rango de temperatura minima alcanzada de 2 a 23°C (Fig. 9.4) siendo el
clima imperante durante los meses de muestreo en esta huerta templado-fresco-frio
(Fig. 9.5) comprendiendo las estaciones otofio-invierno y un rango promedio de
temperatura de nucleacién de -4 a -7°C (Tabla 12).

Fig. 9.4. Curva de temperatura minima alcanzada
Linares-El Refugio
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* Numero de muestreo, ** Fecha de colecta.

Fig. 9.5. Cuna climatologica de octubre del 97" a febrero del 98
Linares- El Refugio
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Clima: 1H: Helada (0.0°C), 2F: Frio (0.5-10.0°C), 3FR: Fresco (10.5-18.0°C),
4TM: Templado (18.5-26.0°C), 5C: Caluroso (26.5°C en adelante); * Numero de
muestreo, ** Fechas de colecta.




Resultados / 32

Fig. 9.6 (a). Cantidad de bacterias | N.A. asladas

' Linares-H Refugio de octubre de 1997 a febrero de 1998
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Simbologia: (1) Pseudomonas syningae pv. syringae, (2) Pseudomonas fluorescens
Biov. 3, (3) Pseudomonas vindiflava, (4) Erwinia herbicola var. herbicola, (5) Erwinia
ananas, (6) Erwinia uredovora, (7) Erwinia rubnfaciens.

Fig. 9.6 (b). Porcentaje de bacterias |.N.A, aislada
Linares-El Refugio de octubre de 1997 a febrero de 1998 |

Simbologia: (1) Pseudomonas syringae pv. synngae, (2) Pseudomonas fluorescens
Biov. 3, (3) Pseudomonas vindifiava, (4) Erwinia herbicola var. herbicola, (5) Erwinia
ananas, (6) Erwinia uredovora, (7) Erwinia rubnfaciens.
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En la Fig. 9.6 (a y b) se observa que en la huerta Linares-El Refugio se realizaron
44 aislamientos distribuidos de la siguiente manera: Pseudomonas fluorescens Biov. 3
y Pseudomonas viridiflava, 10 aislamientos cada uno, que representan el 23% cada
uno; Erwinia herbicola var. herbicola, 8 aislamientos que representan un 16%,
Pseudomonas syringae pv. syringae, 7 aislamientos que representan un 16%; Erwinia
ananas, 5 aislamientos que representan un 12%, Erwinia uredovora y Erwinia
rubrifaciens, 2 aislamientos cada uno, que representan un 5% cada uno.

Analisis estadistico

En el analisis de correlacion de Pearson de las siguientes variables: logaritmo del
promedio de la poblacion bacteriana |.N.A., promedio de la temperatura minima
alcanzada (°C), logaritmo del promedio de la frecuencia de nucleacion y promedio de
la temperatura de nucleacion (°C) de cada una de las huertas, se encontro :

1. Huerta Linares-El Refugio

Una asociacion inversa significativa entre el logaritmo del promedio de la poblacion
bacteriana I.N.A. (ufc/g de peso fresco) con el promedio de la temperatura de
nucleacion (°C), (r=-0.68, p<0.05) (Fig. 9.7) (Tabla 25). Encontrandose que la mayor
poblacion se obtuvo el 6 de noviembre de 1997 (360,000 ufc/g de peso fresco)
verificandose la nucleacién a -6°C (menor temperatura) y el 12 de diciembre de 1997
se obtuvo la menor poblacién (2,200 ufc/g de peso fresco) realizandose la nucleacion
a -4°C (mayor temperatura).

Fig. 9.7. Relacién entre el logaritmo del promedio de la

[ temperatura de nucleacioén y el promedio de la poblacién
i bacteriana Linares-B Refugio
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Existe una asociacion directa significativa entre el logaritmo promedio de la
poblacién bacteriana |.N.A. (ufc/g de peso fresco) con el logaritmo del promedio de la
frecuencia de nucleacion (nucleos/células) (r= 0.66, p<0.05) (Fig. 9.8) (Tabla 25) lo
que significa que al aumentar la poblacion bacteriana I.N.A. aumenta la frecuencia de
nucleacion; disminuye la poblacién bacteriana |.N.A. y disminuye la frecuencia de
nucleacion.

Fig.9.8. Relacion entre el logaritmo delpromedio de la
poblac¥n bacteriana y el logaritmo delpromedio de la
frecuencia de nucleacidn Linares-El Refugio
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1-10 muestreos realizados.

La mayor poblacion bacteriana |.N.A. se obtuvo en los muestreos de noviembre de
1997, logaritmoso 5.55 ufc/g de peso fresco, (equivalente a 360,000 ufc/g de peso
fresco) se correlaciona (r= 0.99, p<0.05) con el promedio de la temperatura minima
alcanzada mas alta, 23°C. Asi mismo, se nota que al descender la temperatura
minima alcanzada a -2°C, como sucedié en diciembre de 1997, el logaritmo de la
poblacion disminuye a logaritmoig 3.34 ufc/g de peso fresco (equivalente a 2,200 ufc/g
de peso fresco) (Fig. 9.9) (Tabla 25).

f Fig. 9.9, Relacién entre el promedio de la temperatura minima
‘ alkcanzada y el logaritmo del promedio de la poblacién
bacteriana Linares-El Refugio
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El promedio de la temperatura minima alcanzada con el promedio de la
temperatura de nucleacién (r= -0.70, p<0.05) tuvo una asociacion inversa significativa
(Fig. 9.10) (Tabla 25); al disminuir la temperatura minima alcanzada (-2°C) como
sucedié en diciembre de 1997, la nucleacion se realizé a una temperatura mas alta (o
menos baja), ejem. la nucleacién se realizd a una temperatura de -4°C, mientras que
al aumentar la temperatura minima alcanzada (23°C) la nucleacién se verifico a una
temperatura mas baja (-6°C).

—

Fig. 9.10. Relecion entre el promedio de la temperatura
minima alcanzada y el promedio de la temperatura de
nucleacion Linares-El Refugie

25

1-10 muestreos realizados.

El rango del logaritmo del promedio de la frecuencia de nucleaciéon durante los
meses muestreados varié de 9.7 a 9.9 nucleos/células. Observandose una asociacion
directa signifivativa (r= 0.72, p<0.05) entre el logaritmo del promedio de la frecuencia
de nucleacion con el promedio de la temperatura minima alcanzada (°C) (Fig. 9.11)
(Tabla 25), encontrandose que el 6 de noviembre de 1997 se alcanzé la mayor
temperatura minima alcanzada 23°C y la mayor frecuencia de nucleacién 9.9
nucleos/células y en diciembre de 1997 bajo la temperatura minima alcanzada -2°C y
disminuyo la frecuencia de nucleacion a 9.7 nucleos/células.

‘ Fig. 9.11. Relacion entre el logaritmo del promedio de la
frecuencia de nucleacibn y el promedio de la temperatura
minima alkcanzada Linares-El Refugio
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Tabla 14. Resultados de las pruebas realizadas a las muestras de Linares-La Amistad.
Prom. de la Log. del prom. | Temperatura Promediodela | Log.del Prom de

pob. bacteriana | de la pob. bact. minima Clima frecuenciade |prom.dela | latemp. de
Fechade | (ufc/gramode | (ufc/gramode | alcanzada nucleacion frec. de | nucleacién
muestreo peso fresco). peso fresco) (°C) (ndGcleosicéls.) | nucleacion (°C)
20/10/97 5850 3.767 12 Fresco 8x10° 9.9 7
06/11/97 13000 4113 12 Fresco 5x10° 97 4
14/11/97 150000 5176 15 Fresco 7.5x10° 9.87 q
2711197 190000 528 20 Templado 6.02x10° 9.8 7
15/12/97 450 265 2 Frio 5x10° 9.7 4
26/12/97 55000 474 12 Fresco 8x10° 99 5
07/01/98 90000 595 13 Fresco 6.02x10° 9.81 6
15/01/98 8000 39 35 Frio 7.7x10° 9.88 6
02/02/98 41000 461 10 Frio 6.02x10° 9.8 5
20/02/98 35000 454 10 Frio 6.02x10° 9.8 5

Clima : Helada (0.0°C), Frio (0.5-10.0°C), Fresco (10.5-18.0°C), Templado (18.5-26°C), Caluroso
(26.5°C en adelante). Comision Nacional del Agua (C.N.A.) y Campo Experimental de General Teran

(CEGET).

Las poblaciones bacterianas I.N.A. fluctuaron en un rango de 450-190,000
ufc/gramo de peso fresco (equivalente en logaritmos de 2.65-5.28 ufc/gramo de peso
fresco) (Fig. 10.1y 10.2)

Promedio ufc/g de peso fresco

Fig. 10.1. Estimacion cuantitativa de la poblacion

bacteriana Linares- La Amistad
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Fig. 10.2. Estimacion cuantitativa de la poblacién
bacteriana Linares-La Amistad
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Correspondiendole un promedio de frecuencia de nucleacién (F.N.) de 6.02x10°
nlcleos/células (equivalente en logaritmoso a 9.8 nicleos/células) (Fig. 10.3).

Fig. 10.3. Cuna del logaritmo del promedio de la frecuencia de
nucleacion Linares-La Amistad
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Con un rango de temperatura minima alcanzada de -2 a 20°C (Fig. 10.4) siendo el
clima imperante durante los meses de muestreo en la huerta templado-fresco-frio (Fig.
10.5), comprendiendo las estaciones otofio-invierno y un rango de temperatura de
nucleacion de -4 a -7°C (Tabla 14).



Fig. 10.4. Cuna de temperatura minima alcanzada
Linares-La Amistad
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* Fig. 10.5. Cunva climatolgica de octubre del 97' a febrero del
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Clima: 1H: Helada (0.0°C), 2F: Frio (0.5-10.0°C), 3FR: Fresco (10.5-18.0°C),
4TM: Templado (18.5-26.0°C), 5C: Caluroso (26.5°C en adelante); * Nimero
de muestreo, ** Fechas de muestreo.
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Fig. 10.6 (a). Cantidad de bacterias |.N.A. aisladas 1
)
|
|

\
\ Linares-La Amistad de octubre de 1997 a febrero de 1998
|

Cantidad de bacterias |. N.A,
aisladas
[+)]

Simbologia: (1) Pseudomonas syringae pv. syringae, (2) Pseudomonas fiuorescens Biov.
3, (3) Pseudomonas virdiflava, (4) Erwinia herbicola var. herbicola, (5) Erwinia ananas,
(6) Erwinia uredovora, (7) Erwinia rubrifaciens.

Fig. 10.6 (b). Porcentaje de bacterias |.N.A. aisladas —’
| Linares-La Amistad de octubre de 1997 a febrero de 1998 |

| |

|
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Simbologia: (1) Pseudomonas syringae pv. syringae, (2) Pseudomnas fluorescens Biov.
3, (3) Pseudomonas vindiflava, (4) Erwinia herbicola var. herbicola, (5) Erwinia ananas,
(6) Erwinia uredovora, (7) Erwinia rubnfaciens.
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Se observa en la Fig. 10.6 (a y b) que en la huerta Linares-La Amistad, se
realizaron 40 aislamientos distribuidos de la siguiente manera 10 aislamientos de
Pseudomonas fluorescens Biov. 3 que representan un 24%; Pseudomonas viridiflava
y Erwinia ananas 8 aislamientos cada una que representan un 20% cada una; Erwinia
herbicola var. herbicola y Pseudomnas syringae pv. syringae 4 aislamientos de cada
una que representan un 10% cada una; Erwinia uredovora 5 aislamientos que
representan un 13% y 1 aislamiento de Erwinia rubrifaciens que representa un 3 %.

Analisis estadistico

En el analisis de correlacion de Pearson de las siguientes variables: logaritmo del
promedio de la poblacion bacteriana I.N.A., promedio de la temperatura minima
alcanzada (°C), logaritmo del promedio de la frecuencia de nucleacion y promedio de
la temperatura de nucleacion (°C) de cada una de las huertas, se encontro :

2. Huerta Linares-La Amistad

E| mayor logaritmo del promedio de la poblacién bacteriana I.N.A. se obtuvo en el
muestreo del 27 de noviembre de 1997 fue de 5.28 ufc/g de peso fresco y se
correlaciona (r= 0.79, p<0.05) con el promedio de la temperatura minima alcanzada
20°C, clima templado. Asi mismo se nota que al descender (15 de diciembre de 1997),
la temperatura minima alcanzada a -2°C, el logaritmo del promedio de |la poblacién
bacteriana I.N.A. descendi6 a 2.65 ufc/g de peso fresco, y corresponde a una
poblacion promedio de 450 ufc/g de peso fresco (Fig. 10.7) (Tabla 25).

Fig. 10.7. Relacién entre el promedio de la temperatura
minima alcanzada y el logaritmo del promedio de la poblacion
bacteriana Linares-La Amistad
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Tabla 15. Resultados de las pruebas realizadas a las muestras de

Hualahuises-El Roble.

Prom. de la Log. del prom. | Temperatura Promedio de la Log. del Prom de

pob. Bacteriana | de la pob. bact. minima Clima | frecuenciade | prom.dela | latemp.de
Fechade | (ufcigramode | (ufc/gramode | alcanzada nucleacion frec. de | nucleacion
muestreo | peso fresco). peso fresco) (°C) (nGcleos/céls.) | nucleacion °C)
20/10/97 3000 348 7 Frio 8x10° 99 5
30/10/97 10000 4 11 Fresco 8x10° 99 5
03/11/97 30000 448 20 Templado 8x10° 9.9 5
2711197 20000 43 19 Templado 6.02x10° 9.8 T
15/12/97 2000 33 1 Frio 6x10° 9.78 -3
26/12/97 17000 423 105 Fresco 8x10° 9.9 4
15/01/98 95000 4977 10 Frio 7.5x10° 9.87 5
26/01/98 50000 47 10 Frio 7.5x10° 9.87 5
02/02/98 9000 3.95 95 Frio 6.02x10° 98 4
25/02/08 40000 46 95 Frio 5x10° 9.7 5

Clima: Helada (0.0°C), Frio (0.5-10.0°C), Fresco (10.5-18.0°C), Templado (18.5-26°C), Caluroso
(26.5°C en adelante). Comision Nacional del Agua (C.N.A.) y Campo Experimental de General Teran

(CEGE).

Durante los muestreos en la huerta Hualahuises-EI Roble las poblaciones
bacterianas I.N.A. fluctuaron en un rango de 2,000-95,000 ufc/g de peso fresco
(equivalente en logaritmoso 3.3-4.97 ufc/g de peso fresco) (Fig. 11.1y 11.2).
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Fig. 11.2. Estimacion cuantitativa de la poblacion
bacteniana Hualahuises-El Roble
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* Numero de muestreo, ** Fechas de colecta.

El rango de frecuencia de nucleacion (F.N.) fue de 7.5x10° niicleos/células
(equivalente en logaritmosg 9.78-9.87 nlicleos/células) (Fig. 11.3).

Fig. 11.3. Cuna del Jogaritmo del promedio de la frecuencia de
nucleacion Hualahuises-El Roble

Segek

©
~

Promedio del Logaritmo de |
F.N. (ntcleos/células)
©
8 S

*  Oct.OT Nov. 97" Dic. 97" Ene. 98' Feb. 98'

* Numero de muestreo, ** Fechas de colecta.



Resultados / 43

Con un rango de temperatura minima alcanzada de 1 a 20°C (Fig. 11.4), siendo el
clima imperante durante los meses de muestreo en la huerta templado-fresco-frio (Fig.
11.5) comprendiendo las estaciones otofo-invierno y un rango de temperatura de
nucleacién de -3 a -7°C (Tabla 15).

Fig. 11.4. Cuna de temperatura minima alcanzada
Hualahuises- El Roble
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* Nimero de muestreo, ** Fechas de colecta.

Fig. 11.5. Cuna climatologica de octubre del 97" a febrero del 88'
Hualahuises-El Roble
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Clima: 1H: Helada (0.0°C), 2F: Frio (0.5-10.0°C), 3FR: Fresco (10.5-
18.0°C), 4TM: Templado (18.5-26.0°C), 5C: Caluroso (26.5°C en adelante);
* Numero de muestreo, ** Fechas de muestreo.
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Fig. 11.6 (a). Cantidad de bacterias |.N.A. aisladas
Hualahuises-El Roble de octubre de 1997 a febrero de 1998
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Simbologia: (1) Pseudomonas syringae pv. syningae, (2) Pseudomonas fluorescens Biov,
3, (3) Pseudomonas vindiflava, (4) Erwinia herbicola var. herbicola, (5) Erwinia ananas,

(6) Erwinia uredovora, (7) Erwinia rubrifaciens.
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' Fig. 11.6 (b). Porcentaje de bacterias |.N.A aisladas '
' Hualahuises-El Roble de octubre de 1897 a febrero de 1998

Simbologia: (1) Pseudomonas syringae pv. syringae, (2) Pseudomonas fluorescens Biov.
3, (3) Pseudomonas viridiflava, (4) Erwinia herbicola var. herbicola, (5) Erwinia ananas,
(6) Erwinia uredovora, (7) Erwinia rubnfaciens.
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Se observa en la Fig. 11.6 (a y b) que la bacteria predominante es Pseudomonas
fluorescens Biov. 3 con 13 aislamientos que representa un 37%; después
Pseudomonas viridiflava con 7 aislamientos y un 19%; Pseudomonas syringae pv.
syringae 'y Erwinia. herbicola var. herbicola cada una con 4 aislamientos que
representan un 11% cada una; Erwinia ananas 3 aislamientos que corresponden a un
8% y 5 aislamientos de Erwinia uredovora que representan un 14%; no se encontroé
Erwinia rubrifaciens.

Analisis estadistico

En el analisis de correlacion de Pearson de las siguientes variables: logaritmo del
promedio de la poblacion bacteriana I.N.A., promedio de la temperatura minima
alcanzada (°C), logaritmo del promedio de la frecuencia de nucleacion y promedio de
la temperatura de nucleacion (°C) de cada una de las huertas, se encontré :

3. Huerta Hualahuises-El Roble

Una asociacion inversa significativa entre el promedio de la temperatura minima
alcanzada (°C) con el promedio de la temperatura de nucleacién (°C) (r= -0.87,
p<0.05) (Fig. 11.7) (Tabla 25), lo que significa que al aumentar la temperatura minima
alcanzada como sucedio el 3 de noviembre de 1997 a 20°C, el clima era templado y la
nucleacion se verificd a menor temperatura (-6°C) y al disminuir la temperatura minima
a 1°C, el clima fue frio y la nucleacién se verificé a mayor temperatura (-3°C).

Fig. 11.7. Relacion entre el promedio de fa termperatura de
nucleacion y el promedio de la temperatura minima alcanzada
Hualahuises-E Roble
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Tabla 16. Resultados de las pruebas realizadas a las muestras de Hualahuises-El Refugio.
Prom. de la Log. del prom. | Temperatura Promedio de la Log. del Prom de
pob. bacteriana | de la pob. bact. minima Clima | frecuenciade | prom.de la la temp. de
Fechade | (ufc/gramode | (ufc/gramode | alcanzada nucleacién frec. de nucleacién
muestreo | peso fresco). peso fresco) (°C) (nGcleos/céls.) | nucleacion (°C)
20/10/97 3300 352 4 Frio 8x10° 9.9 5
30/10797 5500 3.74 5 Frio 6.02x10° 9.8 54
07/11/97 290000 546 23 Templado 5x10° 9.7 6
27111197 30000 448 19 Templado 6.02x10° 9.8 7
15/12/97 250000 54 20 Templado 7.7x10° 9.88 4
26/12/97 150000 5.18 13 Fresco 7x10° 9.85 5
15/01/98 100000 5 16 Fresco 7.7x10° 9.88 5
26/01798 85000 493 10 Frio 8x10° 99 5
02/02/98 90000 495 10 Frio 6.02x10° 9.8 4
25/02/98 50000 47 95 Frio 6.02x10° 98 5

Clima: Helada (0.0°C), Frio (0.5-10.0°C), Fresco (10.5-18.0°C), Templado (18.5-26°C), Caluroso
(26.5°C en adelante). Comision Nacional del Agua (C.N.A.) y Campo Experimental de General Teran
(CEGET).

Durante los muestreos en la huerta Hualahuises-El Refugio las poblaciones

bacterianas |.N.A. fluctuaron en un rango de 3,300-290,000 ufc/gramo de peso fresco
(equivalente en logaritmoso de 3.58-5.46 ufc/gramo de peso fresco) (Fig. 12.1y 12.2).

Fig. 12.1. Estimacion cuantitativa de Ia poblacién {
bacteriana Hualahuises-E| Refugio
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Fig. 12.2. Estimacion cuantitativa de la poblacién
bacteriana Hualahuises- El Refugio
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El rango de la frecuencia de nucleacion (F.N.) fue de 5x10° a 8x10° nucleos/células
(equivalente en logaritmoso 9.7-9.9 ufc/gramo de peso fresco) (Fig. 12.3) notandose que
desciende la frecuencia de nucleacion al descender la temperatura minima alcanzada.

Fig. 12.3. Cuva deloganmo del promecio e fa recuencia de
nucleacién Hualahuises-El Refugio
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Con un rango de temperatura minima alcanzada de 4 a 23°C (Fig. 12.4) siendo el
clima imperante durante los meses de muestreo en la huerta templado-fresco-frio
comprendiendo las estaciones otofio-invieno (Fig. 12.5) y un rango promedio de
temperatura de nucleacion 4 a -7°C (Tabla 16).

Fig. 12.4. Cuna de temperatura minima alcanzada
Hualahuises- El Refugio
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Fig. 12.5. Cuna climatologica de octubre del 97" a febrero del
98" Hualahuises-El Refugio
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Clima: 1H: Helada (0.0°C), 2F: Frio (0.5-10.0°C), 3FR: Fresco (10.5-18.0°C),
4TM: Templado (18.5-26.0°C), 5C: Caluroso (26.5°C en adelante); * Nimero
de muestreo, ** Fechas de muestreo.
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\ Fig. 12.6 (a). Cantidad de bacterias |.N.A. aisladas
Hualahuises-El Refugio de octubre de 1997 a febrero de 1998

-h
o

Cantidad de bacterias |.N.A. aisladas
D - NN W s O OO N W

Bacterias |NA |

Simbologia: (1) Pseudomonas syringae pv. synngae, (2) Pseudomonas fluorescens Biov.
3, (3) Pseudomonas vindiflava, (4) Erwinia herbicola var. herbicola, (5) Erwinia ananas,
(6) Erwinia uredovora, (7) Erwinia rubrifaciens.

Fig. 12.6 (b). Porcentaje de bacterias |.N.A. aisladas !
Hualahuises- El Refugio de octubre de 1997 a febrero de 1998
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Simbologia: (1) Pseudomonas synngae pv. syringae, (2) Pseudomonas fluorescens Biov.
3, (3) Pseudomonas viridiflava, (4) Erwinia herbicola var. herbicola, (5) Erwinia ananas, (6)
Erwinia uredovora, (7) Erwinia rubnfaciens.
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En la huerta Hualahuises-El Refugio se realizaron 43 aislamientos distribuidos de la
siguiente manera de Pseudomonas vindiflava, Erwinia herbicola var. herbicola, Erwinia
uredovora se obtuvieron 9 aislamientos de cada una y representan un 21% cada una;
Pseudomonas fluorescens Biov. 3 se hicieron 7 aislamientos representando un 16%; 4
aislamientos de Pseudomonas synngae pv. syrnngae que representa un 9%; 3
aislamientos de Erwinia ananas que representa 7% y 2 aislamientos de Erwinia
rubrifaciens que representa un 5%.

Analisis estadistico

En el analisis de correlacion de Pearson de las siguientes variables: logaritmo del
promedio de la poblacién bacteriana I.N.A., promedio de la temperatura minima
alcanzada (°C), logaritmo del promedio de la frecuencia de nucleacion y promedio de
la temperatura de nucleacion (°C) de cada una de las huertas, se encontro :

4. Huerta Hualahuises-El Refugio

Una asociacion directa significativa entre el promedio de la temperatura minima
alcanzada (°C) con el logaritmo del promedio de la poblacién bacteriana (ufc/g de peso
fresco) (r= 0.77, p<0.05) (Fig. 12.7) (Tabla 25), el 7 de noviembre de 1997 se alcanz6
la temperatura mas alta 23°C y un logaritmo del promedio de la poblacion bacteriana
de 5.46 ufc/g de peso fresco, el 20 de octubre de 1997 la menor temperatura minima
alcanzada fue 4°C y un logaritmo del promedio de la poblacién bacteriana 3.52 ufc/g
de peso fresco, que correspondié a 3,300 ufc/g de peso fresco.

Fig. 12.7. Relacién entre el promedio de ka temperatura '
minima alcanzada y el logaritmo del promedio de la poblacién !
bacteriana Hualahuises-H Refugio
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1-10 muestreos realizados.
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Tabla 17. Resultados de las pruebas realizadas a las muestras de

General Teran-CEGET.

Prom. de la Log. del prom. | Temperatura Promediodela | Log. del Prom de

pob. bactesiana | de is pob. bact, minima Clima frecusnciade | prom.dela | lafemp. de

Fechade | (ufc/gramode | (uiclgramode | aslcanzeda nucleacitn frec. de | mucieacién
muestreo|  peso fresco). peso fresco) ro (ndcleosicéis) | mucieacién o)
170897 12000 4.08 2 Templado 8x10° 9.9 5
1708/97 5000 37 2 Templado 8xi0® 88 ¥
17/08/97 10000 4 2 Templado #x10° 09 8
17/09/97 10000 4 2 Templado #x10° 99 ¥
17/09/97 15000 42 2 Templado 8x10° 2.9 5
23/09/97 12000 408 2 Templado ax10® 99 8
23/00/97 9500 397 23 Templado 6.02x10° 98 R |
230997 7000 423 23 Templado 8x10° 89 7
230997 20000 43 p <] Templado 8.02x10° 9.8 ¥
23/09/97 30000 447 23 Templado 8.02x10° 28 ¥

Clima: Helada (0.0°C); Frio (0.5-10.0°C); Fresco (10.5-18.0°C); Templado (18.5-26°C); Calurcso (26.5°C en
adelante). Comisién Nacional del Agua (C.N.A.) y Campo Experimental de General Terén (CEGET)..

Este muestreo preliminar se hizo por arbol y se analizaron 5 érboles en dos fechas el
17 y el 23 de septiembre de 1997 (Tabla 17).

El rango de la poblaciéon bacteriana |.N.A. el 17 de septiembre fue de 5,000-15,000
ufc/gramo de peso fresco (equivalente en logaritmoyg 3.7-4.2 ufc/gramo de peso fresco), el
rango promedio de la frecuencia de nucleacion (F.N.) fue 6.02x10" a 8x10° niicleos/células
(equivalente en logaritmoye de 9.8-9.9 nicleos/células) (Fig. 13.1 a y b), la temperatura
minima alcanzada fue de 22°C. El clima imperante durante los meses de muestreo en
esta huerta fue templado, el rango de la temperatura de nucleaciéon fue de -5a -7°C y la
suma de la poblacién bacteriana |.N.A. de los cinco arboles del muestreo del 17 de
septiembre de 1997 fue de 52,000 ufc/gramo de peso fresco.

El rango de la poblacion bacteriana I.N.A. de los arboles muestreados el 23 de
septiembre de 1997 fue de 9,500-30,000 ufc/gramo de peso fresco (equivalente en
logaritmoyg 3.97-4.47 ufc/gramo de peso fresco), el promedio de la frecuencia de
nucleacion fue de 6.02x10° nucleos/células (equivalente en logartmog a 9.8
nucteos/células) con un rango de temperatura de nucleacién de 6 a -7°C, la suma de la
poblacién bacteriana |.N.A.de los cinco arboles fue de 88,500 ufc/gramo de peso fresco.
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Bacterias aisladas

e Enel arbol 1: Pseudomonas syringae pv. syrningae, Pseudomonas fluorescens Biov. 3,
Pseudomonas viridiflava.
En el arbol 2 : Pseudomonas fluorescens Biov. 3, Pseudomonas viridiflava.
En el arbol 3 : Pseudomonas syringae pv. syringae, Pseudomonas fluorescens Biov.3
Pseudomonas viridiflava.
En el arbol 4 : Pseudomonas syringae pv. syringae, Pseudomonas viridiflava.
En el arbol 5 : Pseudomonas fluorescens Biov. 3, Pseudomonas viridiflava, Erwinia
herbicola variedad herbicola.

Del analisis del muestreo preliminar se opté por trabajar con muestras compuestas al
no haber diferencias significativas en el tipo de bacterias obtenidas.

Fig. 13.1. (a). Estimacion cuantitativa de la poblacion
bacteriana General Teran-CEGET

J§EBEEEES

Fig. 13.1 (b). Cuna del logaritmo del promedio de |a frecuencia

de nucleacion General Teran-CEGET
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la F.N. (nicleos/células)

*1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 N
a» Sept. 97 Oct87" Nov. 97" Dic.87 Ene98' Feb.08

* Numero de muestreo, ** Fechas de colecta



Tabla 17a . Resultados de las pruebas realizadas a las muestras de
General Teran-CEGET de septiembre de 1997 a febrero de 1998.
Prom. de la Log. del prom. | Temperstura Promadio de la Log. del Prom de

pob. bacteriana | de la pob. bect. minima Clima frecuenciade | prom.dela | latemp.
Fechade| (ufcigramo de {ufcigramo de alcanzada nucleacién frec. de nudnci:nl
muestrec| peso fresco). peso fresco) () (ndclsosicéis) | nucisacién c)
17/09/97 52000 4.12 2 Tempiado 7.7x10° 9.88 56
230997 88500 4.94 23 Templado 7.5x10° 987 £
131097 110000 5.04 17 Fresco 6.02x10° 9.8 |
2111097 54000 473 14 Frasco 8x10° 9.9 £
1111197 27000 443 12 Fresco 7.5x10° 9.87 8
18/11/97 20000 43 65 Frio 8.02x10° 9.9 x|
25M1/97 20000 43 16 Fresco 8.02x10° 9.8 ¥
02/12/97 25000 44 18 Fresco 8x10° 9.9 3
09/12/97 12000 4.08 13 Fresco 6.02x10° 9.8 3
16/12/97 2000 33 2 Frio 6.02x10° 9.8 3
2411297 6000 kW | 9 Frio 7.5x10° .87 5
15/01/98 61000 478 11 Fresco 8x10° 9.9 4
28/01/98 30000 448 4 Frio 8x10° 9.9 ¥
04/02/88 10000 4 4 Frio 8.02x10° 9.8 5
18/02/98 40000 48 12 Fresco 6.02x10° 9.8 5

Clima: Helada (0.0°C); Frio (0.5-10.0°C); Fresco (10.5-18.0°C); Templado (18.5-26°C); Caluroso (26.5°C en
adelante). Comision Nacional del Agua (C.N.A.) y Campo Experimental de General Teran (CEGET).
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Las poblaciones bacterianas I.N.A. fluctuaron en un rango de 2,000-110,000 ufc/g de
peso fresco (equivalente en logaritmoso 3.3.-5.04 ufc/g de peso fresco) (Fig. 13.2 y 13.3)

(Tabla 17a).

Promedio ufc/g de peso fresco

NEERRE

Fig. 13.2. Estimacién cuantitativa de la poblacién
bacteriana General Teran-CEGET

1 /2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
0997 1097 1107 4207 1297 0198 02/98'

* Nimero de muestreo, ** Fechas de colecta.

—

Fig. 13.3. Estimacién cuantitativa de la poblacién
bacteriana General Teran-CEGET

Logaritmo del promedio ufc/c
de peso fresco
O - N W A& O

«1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
" oomT 1087 1197 12/97" 01/08' 02/98'

* Numero de muestreo, ** Fechas de colecta.
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Con un rango de frecuencia de nucleacion (F.N.) de 6.02x10° a 8x10° nicleos/células
(equivalente en logaritmoy, 9.8-9.9 nucleos/células) (Fig. 13.4). Con un rango de
temperatura minima alcanzada de 2 a 23°C (Fig. 13.5), siendo el clima imperante durante
los meses de muestreo en esta huerta templado-fresco-frio, comprendiendo las
estaciones final del verano-otofio-inviemno (Fig.13.6). El rango de la temperatura de
nucleacion fue de -3 a -7°C.

Fig. 13.4. Cuna del logaritmo del promedio de la frecuencia de
nucleacion General Teran-CEGET

9.92
9.9

(ntcleos/células)
> 8

Promedio del logaritro de F.M

«1 2 3 4/5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
** Sept. 97" Oct.97" Nov.97 Dic.87 Ene.98' Feb. 98

* Numero de muestreo, ** Fechas de colecta.

Fig. 13.5. Cuna de temperatura minima alcanzada
General Teran-CEGET
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Temperatura (°C).
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**  o9mT 1097 1187 1287 01/98' 02/98'

* Numero de muestreo, ** Fechas de colecta.



Fig. 13.6. Curva climatolégica de septiembre del 97' a febrero
del 98' General Teran-CEGET

H F FR ™ C

s{1{ 2/ 3.4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
. oemeT 10/97" 187 1297 01/98' 02/98

Clima: 1H: Helada (0.0°C), 2F: Frio (0.5-10.0°C), 3FR: Fresco (10.5-18.0°C),
4TM: Templado (18.5-26.0°C), 5C: Caluroso (26.5°C en adelante); * Nimero de
muestreo, ** Fechas de muestreo.
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Fig. 13.7 (a). Cantidad de bacterias |.N.A. aisladas

General Teran-CEGET
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Simbologia: (1) Pseudomonas syningae pv. synngae, (2) Pseudomonas fluorescens Biov. 3,
(3) Pseudomonas vindiflava, (4) Erwinia herbicola var. herbicola, (5) Erwinia ananas, (6)
Erwinia uredovora, (7) Erwinia rubnfaciens.
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Flg 13.7 (b). Porcentaje de bactenas LN.A. alsladas
General Teran-CEGET de septiembre de 1997 a febrero de 1998

|
. T —

—=

Slmbologia (1) Pseudomonas synngae pv. synngae (2) Pseudomonas fluorescens Biov.
3, (3) Pseudomonass viridiflava, (4) Erwinia herbicola var. herbicola, (5) Erwinia ananas, (6)
Erwinia uredovora, (7) Erwinia rubnfaciens.

En la huerta General Teran-CEGET (Fig.13.7a) se realizaron 81 aislamientos
distribuidos de la siguiente manera:

e En septiembre de 1997 del muestreo preliminar se obtuvieron 28 cepas; de
Pseudomonas syringae pv. syringae fueron 8 aislamientos, 5 aislamientos de
Pseudomonas fluorescens Biovariedad 3, 11 aislamientos de Pseudomonas
viridiflava, 4 aislamientos de Erwinia herbicola variedad herbicola.

e De octubre de 1997 a febrero de 1998 se aislaron 53 cepas; de Pseudomonas
syrningae pv. syringae fueron 5 aislamientos, 21 aislamientos de Pseudomonas
fluorescens Biovariedad 3, 9 aislamientos de Pseudomonas viridiflava, 8
aislamientos de Erwinia herbicola vanedad herbicola, 5 aislamientos de Erwinia
ananas, 4 aislamientos de Erwinia uredovora, 1 aislamiento de Erwinia rubrifaciens.

Correspondiendoles los siguientes porcentajes totales (Fig.13.7b) Pseudomonas
syringae pv. syringae 16%, Pseudomonas fluorescens Biovariedad 3 32%, Pseudomonas
viridiflava 25%, Erwinia herbicola vanedad herbicola 15%, Erwinia ananas 6%, Erwinia
uredovora 5%, Erwinia rubrifaciens 1%.



Analisis estadistico

En el analisis de correlacion de Pearson de las siguientes variables: logaritmo del
promedio de la poblacién bacteriana I.N.A., promedio de la temperatura minima
alcanzada (°C), logaritmo del promedio de la frecuencia de nucleaciéon y promedio de la
temperatura de nucleacion (°C) de cada una de las huertas, se encontré :

5. Huerta General Teran-CEGET

Una asociacion inversa significativa entre el promedio de la temperatura de
nucleacién (°C) con el promedio de la temperatura minima alcanzada (°C), (r= -0.43,
p<0.05) (Fig. 13.8) (Tabla 25), al aumentar la temperatura minima alcanzada a 23°C, el
23 de septiembre de 1997, disminuye la temperatura de nucleacion a —7°C, (se verifica
la nucleacion a una temperatura mas baja); cuando la temperatura minima alcanzada
disminuye, como sucedié el 16 de diciembre de 1997 a 2°C, clima frio, la nucleacioén se
verificd a una temperatura mayor (-3°C).

Fig. 13.8. Relacion entre el promedio de la temperatura de
nucleacion y el promedio de la temperatura minima alcanzada
General Teran-CEGET

Promedio de |2
tempetatura minima
alcanzada (T,

Promedio de la
temperatura de
nucleacién (C)

_1T1_0 muestreos realizados.
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Tabla 18. Resultados de las pruebas realizadas a las muestras de
General Teran-Soledad de la Mota.
Prom. de la Log. del prom.| Temperatura Promedio de la Log. del Prom de

pob. bacteriana| de la pob. bact. minima Clima | frecuencia de prom. de la la temp. de
Fechade | (ufc/gramo de (ufc/gramo de alcanzada nucleacion frec. de nucleacién
muestreo | peso fresco). peso fresco) °C) (ndcleos/céls.) | nucleacién °C)
17/110/97 7000 384 g Frio 8x10° 9.9 4
311097 28000 44 19 Templado| 6.02x10° 9.8 6
06/11/97 100000 5 16 Fresco 6.02x10° 98 7
14/11/97 80000 49 12 Fresco 6x10° 97 7
24/11/97 150000 52 15 Fresco 6.02x10° 9.8 -7
2711197 200000 53 21 Templado|  6x10° 97 5
16/12/97 3000 35 15 Frio 6x10° 97 5
26/01/98 50000 47 10 Frio 6.02x10° 98 4
28/01/98 6000 38 5 Frio 7.5x10° 9.87 4
07/02/98 12500 409 10 Frio 5x10° 97 5
24/02/98 25000 439 6 Frio 7x10° 9.85 5

Clima: Helada (0.0°C); Frio (0.5-10,0°C); Fresco (10.5-18.0°C); Templado (18.5-26°C); Caluroso (26.5°C en

adelante). Comision Nacional del Agua (C.N.A.) y Campo Experimental de General Terén (CEGET).

En esta huerta las poblaciones bacterianas |.N.A. fluctuaron en un rango de 3,000-
200,000ufc/gramo de peso fresco (equivalente en logaritmosg 3.48-5.3 ufc/gramo de peso
fresco) (Fig. 14.1y 14.2).

Promedio ufc/g de peso fresco

150000

Fig. 14.1. Estimacion cuantitativa de la poblacion
bactenana General Teran-Soledad de la Mota

250000 :

100000 {

* Numero de_ muestreo, ** Fedwas_de—colecta.




Fig. 14.2. Estimacion cuantitativa de la poblacién bacteriana
General Teran-Soledad de la Mota

Logaritmo del promedio ufc/g
de peso fresco
O - N W » OO0 O
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** 1097 11/97 12/97" 01/98' 02/98'

* Numero de muestreo, ** Fechas de colecta.

El rango de frecuencia de nucleacién (F.N.) fue de 5x10° a 8x10° nlicleos/células
(equivalente en logaritmosg 9.7-9.9 nucleos/células) (Fig. 14.3). El rango de la temperatura
de nucleacion fue de -4 a -7°C (Tabla 18).

Fig. 14.3. Cuna del logaritmo del promedio de la frecuencia de
' nucleacién General Teran-Soledad de la Mota
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* Numero de muestreo, ** Fechas de colecta.



Fig. 14.4. Cuna de temperatura minima alcanzada
General Teran-Soledad la Mota

Temperatura (°C).

Un rango de temperatura minima alcanzada de 1.5 a 21°C (Fig. 14.4) siendo el clima
imperante durante los meses de muestreo en esta huerta templado-fresco-frio (Fig. 14.5)
comprendiendo las estaciones otofio-invierno.

Fig. 14.5. Cuna climatoldgica de octubre del 97' a febrero del
98' General Teran-Soledad de la Mota

* 1097 11/97 12/97 01/98' 02/98'

Clima: 1H: Helada (0.0°C), 2F: Frio (0.5-10.0°C), 3FR: Fresco (10.5-18.0°C),
4TM: Templado (18.5-26.0°C), 5C: Caluroso (26.5°C en adelante), * Numero de
muestreo, ** Fechas de muestreo.
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Fig. 14.6 (a). Cantidad de bacterias |L.N.A. aisladas
General Teran-Soledad de la Mota de octubre de 1997 a febrero
de 1998
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Cantidad de bacterias |.N.A.
aisladas

o N & O @

Sinbolog(a 1) Pseudomonas syringae pv. syringae, (2) Pseudomonas ﬂuoresoens Biov. 3,
(3) Pseudomonas viridiflava, (4) Erwinia herbicola var. herbicola, (5) Erwinia ananas, (6) Erwinia
uredovora, (7) Erwinia rubrifaciens

Fg. 146 (b) Porcentaje de bacterias |.N A aisladas }
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General Teran-Soledad de la Mota de octubre de 1997 a febrero de
1998

6 1
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Sumbologia (1) Pseudomonas synngaepv synngae, (2) Pseudomonas fluorescens Biov. 3, (3)
Pseudomonas vindiflava, (4) Erwinia herbicola var. herbicola, (5) E.rwinia ananas, (6) Erwinia
uredovora, (7) Erwinia rubnfaciens.
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En la huerta General Teran-Soledad de la Mota se obtuvieron 48 aislamientos
distribuidos de la siguiente manera 7 cepas de Pseudomonas syringae pv. syringae que
representa un 15%, 17 cepas de Pseudomonas fluorescens Biov. 3 que representa un
35%, 6 cepas de Pseudomonas viridifiava que representa un 13%, 8 cepas de Erwinia
herbicola var. herbicola que representa un 17%, 5 cepas de Erwinia ananas que
representa un 8% y 1 cepa de Erwinia rubrifaciens que representa un 2%. v

Analisis estadistico

En el analisis de correlacion de Pearson de las siguientes variables: logaritmo del
promedio de la poblacién bacteriana |.N.A., promedio de la temperatura minima
alcanzada (°C), logaritmo del promedio de la frecuencia de nucleacion y promedio de la
temperatura de nucleacion (°C) de cada una de las huertas, se encontro :

6. Huerta General Teran-Soledad de la Mota

Una asociacion inversa significativa entre el logaritmo del promedio de la frecuencia
de nucleacion (nucleos/células) con el promedio de la temperatura de nucleacién (°C),
(r= -0.60, p<0.05) (Fig. 14.7) (Tabla 25), al aumentar el logaritmo del promedio de la
frecuencia de nucleacion como sucedido el 17 de octubre de 1997, se obtuvo un
logaritmosg 9.9 nlcleos/células, la nucleacidon se verific6 a una temperatura de
nucleacion menos fria (-4°C), en cambio el 14 de noviembre de 1997 al disminuir el
logaritmoso del promedio de la frecuencia de nucleaciéon a 9.7 nucleos/células, la
nucleacion se realizé a una temperatura mas fria (-7°C).

- EPh A .w

\ Fig. 14.7. Relaci6n entre el logaritmo del promedio de la
frecuencia de nucleacion y el promedio de la termperatura de
nucleacion General Teran-Soledad de la Mota
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1-10 muestreos realizados.




Tabla 19. Resultados de las pruebas realizadas a las muestras de

Montemorelos-Ojo de Agua.
Prom. de la Log. del prom. | Temperatura Promedio de la Log. del Prom de

pob. bacteriana | de la pob. bact. minima Clima | frecuenciade | prom.dela | latemp. de
Fechade | (ufc/gramo de (ufc/gramo de alcanzada nucleacién frec. de nucleacién
muestreo| peso fresco). peso fresco) rc (nGcleos/céls.) | nucleacion °C)
31/10/97 12000 4.079 17 Fresco 6.02x10° 9.8 £
27111197 46000 466 19 Templado 5x10° 9.7 6
02/12/97 14500 4.186 12 Fresco 6.02x10° 9.8 -5
20/01/98 19000 428 12 Fresco 7.7x10° 9.88 -5
28/01/98 12000 408 7 Frio 8x10° 8.9 -5
09/02/98 9000 3.95 55 Frio 6.02x10° 98 4
23/02/98 16000 42 8 Frio 6x10° 9.78 -5

Clima: Helada (0.0°C); Frio (0.5-10.0°C); Fresco (10.5-18.0°C); Templado (18.5-26°C); Caluroso (26.5°C en
adelante). Comision Nacional del Agua (C.N.A.) y Campo Experimental de General Teran (CEGET).

Las poblaciones bacterianas |.N.A. de Montemorelos-Ojo de Agua, fluctuaron en un
rango de 9,000-46,000 ufc/gramo de peso fresco (equivalente en logaritmos, 3.95-4.66
ufc/gramo de peso fresco) (Fig. 15.1y 15.2).

. siibERAL

Fig. 15.1. Estimacion cuantitativa de la poblacion

bacteriana Montemorelos-Ojo de Agua
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* Numero de muestreo, ** Fechas de colecta.
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Con un rango de frecuencia de nucleacién (F.N.) de 5x10° a 6.02x10° nicleos/células

(equivalente en logaritmoyo de 9.7-9.8 nlcleos/células) (Fig. 15.3).

Fig. 15.2. Estimacioén cuantitativa de la poblacion
bacteriana Montemorelos-Ojo de Agua

Logaritmo del promedio ufc/c
de peso fresco
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Fig. 15.3. Cunva del logaritmo del promedio de la frecuencia de
nucleacion Montemorelos-Ojo de Agua
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Con un rango de temperatura minima alcanzada de 5.5. a 19°C (Fig. 15.4) siendo el
clima imperante durante los meses de muestreo en esta huerta templado-fresco-frio (Fig.
15.5) comprendiendo las estaciones otofio-inviemo y con un rango de temperatura de
nucleacion de -4 a -6°C (Tabla 19).

Fig. 15.4. Cuna de temperatura minima alcanzada
Montemorelos-Ojo de Agua
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* Numero de muestreo, ** Fechas de colecta.
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Fig. 15.5. Cuna climatolégica de octubre del 97' a febrero del
98' Montemorelos-Ojo de Agua
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Clima: 1H: Helada (0.0°C), 2F: Frio (0.5-10.0°C), 3FR: Fresco (10.5-18.0°C),
4TM: Templado (18.5-26.0°C), 5C: Caluroso (26.5°C en adelante); * Nimero de
muestreo, ** Fechas de muestreo.
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Fig. 15.6 (a). Cantidad de bacterias |.N.A. aisladas
Montemorelos-Ojo de Agua de octubre de 1997 a febrero de 1998
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Simbologia : (1) Pseudomonas syringae pv. syringae, (2) Pseudomonas fluorescens Biov. 3, (3)
Pseudomonas virndiflava, (4) Erwinia herbicola var. herbicola, (5) Erwinia ananas, (6) Erwinia
uredovora, (T) Erwinia rubnfaciens.

Fig. 15.6 (b). Porcentaje de bacterias |.N.A. aisladas
, Montemorelos-Ojo de Agua de octubre de 1997 a febrero de
1998

\
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Stmbolog; 1) Pseudomonas syringae pv. synngae (2) Pseudomonas fiuorescens B:ov;g 3)
Pseudomonas vindiflava, (4) Erwinia herbicola var. herbicola, (5) Erwinia ananas, (6) Erwinia
uredovora, (7T) Erwinia rubnfaciens.
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Las bacterias |.N.A .predominantes fueron Pseudomonas fluorescens Biov. 3 con 9
aislamientos que representan un 32%, Pseudomonas viridiflava con 7 aislamientos que
representan un 24%, 6 aislamientos de Erwinia herbicola var. herbicola que representan
un 21%, Pseudomonas syringae pv. syringae con 3 aislamientos que representan un 10%,
2 aislamientos de Erwinia uredovora que representan un 7% ; Erwinia ananas y Erwinia
rubrifaciens con 1 aislamiento cada una que representan un 3% respectivamente. El total
de aislamientos fue de 29.

Analisis estadistico

En el analisis de correlacion de Pearson de las siguientes variables: logaritmo del
promedio de la poblacién bacteriana |.N.A., promedio de la temperatura minima
alcanzada (°C), logaritmo del promedio de la frecuencia de nucleacién y promedio de la
temperatura de nucleacién (°C) de cada una de las huertas, se encontro :

7. Huerta Montemorelos-Ojo de Agua

Una asociaciéon inversa significativa entre el promedio de la temperatura de
nucleacion (°C) con el promedio de la temperatura minima alcanzada (°C) (r= -0.90,
p<0.05) (Fig. 15.7) (Tabla 25), o que significa que la temperatura de nucleacion es
mayor (menos fria, ejemplo -4°C) cuando la temperatura minima alcanzada es mas fria
(ejemplo 5.5.°C). No encontrandose diferencia significativa con el logaritmo del
promedio de la poblacion bacteriana (ufc/g de peso fresco), ni con el logaritmo F.N.

' Fig. 15.7. Relacion entre el promedio de la temperatura de W
nucleacion y el promedio de la temperatura minima alcanzada
Montemorelos-Ojo de Agua

25 .

Promedio de la
temperatura minim:

alcanzada (°C)

Promedio de la
temperatura de
nucleacién (°C)




Resultados / 69

Tabla 20. Resultados de las pruebas realizadas a las muestras de

Montemorelos-Garcia Jiménez.

Prom. de la Log. del prom. | Temperatura Promedio de la Log. del Prom de

pob. bacteriana | de la pob. bact. minima Clima frecuencia de prom.dela | latemp. de

Fechade | (ufc/gramode | (ufcigramode | alcanzada nucleacién frec.de | nucleacién
muestreo| peso fresco). peso fresco) °C) (niicleos/céls.) nucleacién (°C)
31/110/97 10000 4 16 Fresco 8x10° 9.9 5
27111197 30000 448 19 Templado 8x10° 9.87 5
2112197 22500 4.352 13 Fresco 5x10° 9.7 4
20/01/98 7500 387 10 Frio 7.5x10° 9.9 5
28/01/98 23000 436 el Frio 7.5x10° 9.87 5
05/02/98 20000 43 7 Frio 5x10° 9.7 5
23/02/98 18000 425 6 Frio 5x10° 9.7 6

Clima: Helada (0.0°C); Frio (0.5-10.0°C); Fresco (10.5-18.0°C), Templado (18.5-26°C); Caluroso (26.5°C en

adelante). Comision Nacional del Agua (C.N.A.) y Campo Experimental de General Teran (CEGET).

Las poblaciones bacterianas |.N.A. fluctuaron en un rango de 7,500-30,000 ufc/g de
peso fresco (equivalente en logaritmoyo 3.87-4.44 ufc/g de peso fresco) (Fig. 16.1y 16.2).

Promedio ufc/g de peso fresco
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Fig. 16.2. Estimacién cuantitativa de |la poblacion
bacteriana Montemorelos-Garcia Jimenez
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* Numero de muestreo, ** Fechas de colecta.

El rango de la frecuencia de nucleacién (F.N.) fue 7.5x10° a 8x10° niicleos/células
(equivalente en logaritmoyo de 9.87-9.97 niicleos/células) (Fig. 16.3).

Fig. 18.3. Curva del logaritmo del promedio de la frecuencia de
nucleacion Montemorelos-Garcia Jiménez
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Con un rango de temperatura minima alcanzada de 10 a 19°C (Fig. 16.4) y el clima
imperante durante los meses de muestreos en esta huerta frio-templado-fresco (Fig.16.5)
comprendiendo las estaciones otofio-invierno y un promedio de temperatura de
nucleacion de -5°C (Tabla 20).

Fig. 16.4. Cuna de temperatura minima alcanzada
Montemorelos-Garcia-Jiménez

Temperatura (°C).
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98' Montemorelos-Garcia Jiménez
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Clima: 1H: Helada (0.0°C), 2F: Frio (0.5-10.0°C), 3FR: Fresco (10.5-18.0°C),
4TM: Templado (18.5-26.0°C), 5C: Caluroso (26.5°C en adelante); * Numero de
muestreo, ** Fechas de muestreo.
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Fig. 16.6 (a). Cantidad de bacterias | N.A. aisladas ‘
Montemorelos-Garcia Jiménez de octubre de 1997 a febrero de
1998

12

Cantidad de bacterias | N.A. aisladas

Scmbolo; (1) Psaudomonas synngae pv. synngae (2) Pseudomonas fiuorescens Biov. 3, (3)
Pseudomonas vindifiava, (4) Erwinia herbicola var. herbicola, (5) Erwinia ananas, (6) Erwinia
uredovora, (7) Erwinia rubnifaciens.

Fig. 16.6 (b). Porcentaje de bacterias LNA. aisladas
Montenorelos-Garcia Jménez de octubre de 1997 a febrero de 1998 '
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Simbologia: (1) Pseudomonas syningae pv. synngae, (2) Pseudomonsa fluorescens Biov. 3, (3)
Pseudomonas vindiflava, (4) Erwinia herbicola var. herbicola, (5) Erwinia ananas, (6) E.rwinia
uredovora, (7) Erwinia rubnrifaciens.
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En la Fig. 16.6 (a y b) puede observarse que la bacteria que predominé fue
Pseudomonas fiuorescens Biov. 3 con 10 aislamientos y representa un 35%, le sigue
Pseudomonas vindiflava con 8 aislamientos y un 29%, Erwinia ananas con 4 aislamientos
y un 14%, Erwinia herbicola var. herbicola con 3 aislamientos y un 6%, Pssudomonas
syningae pv. syringae con 2 sislamientos y un 7%, Erwinia uredovora con 1 aislamiento
que representa un 4%, no se aislé ninguna Erwinia rubnifaciens. El total de aislamientos
fueron 38.

Analisis estadistico

En el analisis de comelacion de Pearson de las siguientes variables: logaritmo del
promedio de la poblacién bacteriana |.N.A., promedio de la temperatura minima
alcanzada (°C), logaritmo del promedio de la frecuencia de nucleacion y promedio de la
temperatura de nucleacion (°C) de cada una de las huertas, se encontro :

8. Huerta Montemorelos-Garcia Jiménez

No se encontré asociacion significativa entre el promedio de la temperatura de
nucleacion (°C) con el logaritmo del promedio de la poblacion bacteriana (ufc/g de peso
fresco) (= 0.11, p>0.05) (Tabla 25), ni con el promedio de la temperatura minima
alcanzada (°C) (= 0.42, p>0.05), tampoco con el logaritmo del promedio de la
frecuencia de nucleacién (r= 0.00, p>0.05).
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Tabla 21. Resultados de las pruebas realizadas a las muestras de

Allende-Altamira.

Prom. de la Log. del prom. | Temperatura Promedio de la Log. del Prom de

pob. bacteriana| de la pob. bact. minima Clima frecuencia de prom.dela | latemp. de

Fechade | (ufc/gramo de (ufc/gramo de alcanzada nucleacion frec. de nucleacion
muestreo | peso fresco). peso fresco) rc) (nucleos/céls.) nucleacion °c)
20/10/97 80000 49 1 Fresco 7.5x10° 9.87 E,
30/10/97 30000 448 16 Fresco 8x10° 9.9 5
6/11/97 40000 46 12 Fresco 6.02x10° 9.8 7
14/11/97 55000 474 15 Fresco 6.02x10° 9.8 6
24/11/97 50000 47 15 Fresco 6.02x10° 9.8 5
15/12/97 28000 445 8 Frio 8x10° 9.9 5
19/12/97 15000 4.17 5 Frio 6.02x10° 9.8 4
02/01/98 10000 4 9 Frio 6.02x10° 9.8 5
26/01/98 35000 454 10 Frio 7.5x10° 9.87 5
09/02/98 38000 458 10 Fresco 6.02x10° 9.8 5
20/02/98 40000 46 10 Fresco 6x10° 9.7 5

Clima: Helada (0.0°C); Frio (0.5-10.0°C); Fresco (10.5-18.0°C); Templado (18.5-26°C); Caluroso (26.5°C en
adelante). Comision Nacional del Agua (C.N.A ) y Campo Experimental de General Teran (CEGET).

Las poblaciones bacterianas |.N.A. fluctuaron en un rango de 10,000-80,000 ufc/g de
peso fresco (equivalente en logaritmose de 4-4.9 ufc/g de peso fresco) (Fig. 17.1y 17.2)

Promedio ufc/g de peso
fresco

Fig. 17.1. Estimacién cuantitativa de la poblacién
bacteriana Allende-Altamira

e 1 2
** 1097

3

4 5
"7

1287

* Numero de muestreo, ** Fechas de colecta.




Fig. 17.2. Estimacién cuantitativa de la poblacion
bacteriana Allende-Altamira
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* Numero de muestreo, ** Fechas de colecta.

En el rango promedio de frecuencia de nucleacion (F.N.) fue de 6.02x10° a 8x10°
nucleos/células (equivalente en logaritmoso 9.8-9.9 nlicleos/células) (Fig. 17.3).

Fig. 17.3. Cuna del logaritmo del promedio de la frecuencia de

nucleacion Allende-Altamira
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Con un rango de temperatura minima alcanzada de 5 a 16°C (Fig. 17.4), el clima
imperante durante los meses de muestreo en esta huerta fresco-frio (Fig. 17.5)
comprendiendo las estaciones otofio-invierno y un rango de temperatura de nucleacion de
-4 a-7°C (Tabla 21).

Fig. 17.4. Cuna de temperatura minima alcanzada
Allende-Altamira
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* Numero de muestreo, ** Fechas de colecta.

Fig. 17.6. Cuna climatolégica de octubre del 97 a febrero del
98' Allende-Altamira
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Clima: 1H: Helada (0.0°C), 2F: Frio (0.5-10.0°C), 3FR: Fresco (10.5-18.0°C), 4TM:
Templado (18.5-26.0°C), 5C: Caluroso (26.5°C en adelante); * Numero de muestreo,
** Fechas de muestreo.
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Fig. 17.6 (a) Cantidad de bacterias |.N.A. aisladas
Allende-Altamira de octubre de 1997 a febrero de 1998

Cantidad de bacterias |.N.A. aisladas
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Simbologia: (1) Pseudomonas syningae pv. syrningae, (2) Pseudomonas fiuorescens Biov. 3, (3)
Pseudomonas vindiflava, (4) Erwinia herbicola var. herbicola, (5) Erwinia -ananas, (6) Erwinia
uredovora, (7) Erwinia rubnfaciens.
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Fig.17.6 (b) Porcentaje de bacterias IN.A aisladas
Allende-Altamira de octubre de 1997 a febrero de 1998 I
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Simbologia: (1) Pseudomonassynngaepv syningae, (2) Pseudomonas ﬂuorasoans Bcov 3 (3)
Pseudomonas viridiflava, (4) Erwinia herbicola var. herbicola, (5) Erwinia ananas, (6) Erwinia
uredovora, (7) Erwinia rubrifaciens.
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En la Fig. 17.6 (a y b) puede observarse que la bacteria que predominé fue
Pseudomonas fluorescens Biov. 3 con 14 aislamientos que equivalen a un 25% seguida
de Pseudomonas syringae pv. syringae con 10 aislamientos y un 18%, Pseudomonas
vindiflava con 8 aislamientos y un 14%, Erwinia herbicola var. herbicola con 9 aislamientos
y un 16%, Erwinia ananas con 6 aislamientos y un 11%, Erwinia uredovora con 3
aislamientos y un 5% y Erwinia rubnifaciens con 6 aislamientos y un 11%. El total de
aislamientos fue 56.

Analisis estadistico

En el andlisis de comrelacion de Pearson de las siguientes variables: logaritmo del
promedio de la poblacion bacteriana |.LN.A., promedio de la temperatura minima
alcanzada (°C), logaritmo del promedio de la frecuencia de nucleacién y promedio de la
temperatura de nucleacion (°C) de cada una de las huertas, se encontrd :

9. Huerta Allende-Altamira

Una asociaciéon inversa significativa entre el promedio de la temperatura de
nucleacion (°C) con el logaritmo del promedio de la poblacion bacteriana (ufc/g de peso
fresco) (r= -0.82, p<0.05) (Fig. 17.7) (Tabla 25), ejemplo el dia 20 de octubre de 1997 la
nucleacion se verificd a -7°C, con una temperatura menor (mas fria) y el logaritmo del
promedio de la poblacién bacteriana fue 4.9, correspondiéndole una poblacion
bacteriana de 80,000 ufc/g de peso fresco y el dia 19 de diciembre de 1997 la
nucleacion se realiz6 a —4°C una mayor temperatura (menos fria) y el logaritmo del
promedio de la poblacién bacteriana fue 4 correspondiéndole una poblacién bacteriana
de 10,000 ufc/g de peso fresco; con la temperatura minima alcanzada (r= -0.39, p>0.05)
y con el logaritmoyo de la frecuencia de nucleacion (= 0.10, p>0.05) no fue significativa.



Fg. 17.7. Relacion entre el promedio de la termperatura de
nucleacion y el logaritmo del promedio de la poblacidn
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Tabla 22. Resultados de las pruebas realizadas a las muestras de

Allende-Diego Lépez.
Prom. de la Log. del prom. | Temperatura Promedio de la Log. del Prom de

pob. bacteriana | de la pob. bact. minima Clima | frecuenciade |prom.dela | latemp. de
Fecha de (ufc/gramo de (ufc/gramo de alcanzada nucleacién frec. de nucleacién
muestreo peso fresco). peso fresco) “c (nicleos/céls.) | nucleacién (°C)
20/10/97 41000 456 1 Fresco 7.5x10° 9.87 6
30/10/97 19000 428 16 Fresco 8x10° 9.9 5
06/11/97 27000 443 12 Fresco 6.02x10° 9.8 6
24/11197 35000 454 15 Fresco 6.02x10° 9.8 6
1512/97 2000 3.39 7 Frio 6.1x10° 9.78 -3
19/12/97 12000 4.079 5 Frio 6.02x10° 9.8 5
02/01/98 8000 39 9 Frio 7.5x10° 9.87 6
26/01/98 30000 448 10 Frio 7.5x10° 9.87 5
09/02/98 40000 46 11 Fresco 5x10° 9.7 5
29/02/98 45000 465 13 Fresco 5x10° 9.7 6

Clima: Helada (0.0°C); Frio (0.5-10.0°C): Fresco (10.5-18.0°C); Templado (18.5-26°C); Caluroso (26.5°C en

adelante). Comision Nacional del Agua (C.N.A.) y Campo Experimental de General Teran (CEGET).

Las poblaciones bacterianas |.N.A. fluctuaron en un rango de 2,000-45,000 ufc/g de
peso fresco (equivalente en logaritmoy de 3.39-4.65 ufc/g de peso fresco) (Fig.18.1 y

18.2).
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bacteriana Allende-Diego Lépez
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Fig. 18.2. Estimacion cuantitativa de la poblacién
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El rango de frecuencia de nucleacion (F.N.) fue 5x10° a 8x10° nicleos/células

(equivalente en logaritmoso 9.7-9.8 nlcleos/células) (Fig. 18.3).
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Con un rango de temperatura minima alcanzada de 5 a 16°C (Fig. 18.4), el clima
imperante durante los meses de muestreo en esta huerta fresco-frio (Fig. 18.5)
comprendiendo las estaciones otofio-invierno y un rango de temperatura de nucleacion de
-3a-6°C (Tabla 22).

Fig. 18.4. Cuna de temperatura minima alcanzada
Allende-Diego Lopez

Temperatura (°C).

1 Fig. 18.5. Cunva climatologica de octubre del 97' a febrero del
98' Allende-Diego Lopez
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Clima: 1H: Helada (0.0°C), 2F: Frio (0.5-10.0°C), 3FR: Fresco (10.5-18.0°C), 4TM:
Templado (18.5-26.0°C), 5C: Caluroso (26.5°C en adelante); * Numero de
muestreo, ** Fechas de muestreo.
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' Fig. 18.6 (a). Cantidad de bacterias | N.A. aisladas
‘ Allende-Diego Lopez de octubre de 1997 a febrero de 1998
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Stmbologh (1) Pseudomonas synngae pv synngae (2) Pseudomonas fiuorescens Biov. 3, (3)
Pseudomonas vindiflava, (4) Erwinia herbicola var. herbicola, (5) Erwinia ananas, (6) Erwinia
uredovora, (7) Erwinia rubnifaciens.

Fig. 18.6 (b). Porcentaje de bacterias |.N.A. aisiadas _]
Aliende-Diego Lopez de octubre de 1997 a febrero de 1998 !

8 11% \

32%

Srmbologia (1) Pseudomonas synngae pv. synngae, (2) Pseudomonas ﬂuoresoens Biov.
3, (3) Pseudomonas vindiflava, (4) Erwinia herbicola var. herbicola, (5) Erwinia ananas, (6)
Erwinia uredovora, (7) Erwinia rubnfaciens.
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En la Fig. 186 (a y b) se observa que las bacterias predominantes fueron
Pseudomonas fluorescens Biov. 3 con 18 aislamientos que representan un 33%,
Pseudomonas viridifiava con 17 aislamientos que representan un 32%, y en menor
proporcion: Erwinia rubrifaciens con 6 aislamientos que representan un 11%, Erwinia
herbicola var. herbicola con 4 aislamienios que representan un 8%, Pseudomonas
syringae pv. syringae y Erwinia ananas con 3 aislamientos cada una que representan un
6% cada una, y Erwinia uredovora con 2 aislamientos que representan un 4%.

Anélisis Estadistico

En el andlisis de correlacion de Pearson de las siguientes variables: logaritmo del
promedio de la poblacion bacteriana I.N.A., promedio de la temperatura minima
alcanzada (°C), logaritmo del promedio de la frecuencia de nucleacion y promedio de la
temperatura de nucleacién (°C) de cada una de las huertas, se encontro :

10. Huerta Allende-Diego Lépez

Una asociacion inversa significativa entre el promedio de la temperatura de
nucleacién (°C) con el logaritmo del promedio de la poblacién bacteriana (ufc/g de peso
fresco) (r= -0.72, p<0.05) (Fig. 18.7) (Tabla 25), ejemplo el 20 de octubre de 1997 y el
29 de febrero de 1998 se realizé la nucleacién a una temperatura de -6°C (mas fria) con
un logaritmo del promedio de la poblacién bacteriana de 4.6 y 4.65 que comresponde a
41,000 y 45,000 ufc/g de peso fresco (mas alta) y el 15 de diciembre de 1997 se realizé
la nucleacién a una temperatura de -3°C (menos fria) con un logaritmo del promedio de
la poblacion bacteriana de 3.39 ufc/g de peso fresco que corresponde a 2,000 ufc/g de
peso fresco (menor poblacién).



Fig. 18.7. Relacién entre el promedio de la temperatura de
nucleacién y el logaritmo del promedio de la poblacion
bacteriana Allende-Diego Lopez
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Tabla 23. Resultados de las pruebas realizadas a las muestras de
Cadereyta-El Castillo.
Prom. de la Log. del prom. | Temperatura Promediodela | Log. del Prom de

pob. bacteriana| de la pob. bact. minima Clima frecuenciade |prom.dela | latemp.de
Fechade| (ufc/gramode | (ufc/gramode | alcanzada nucleacion frec.de | nucleacién
muestreo|  peso fresco). peso fresco) C) (nticleos/céls.) | nucleacién °Cc)
23110/97 44500 462 24 Templado 8x10° 99 55
30110197 30000 447 15 Fresco 8x10° 99 7
07/11/97 40000 46 16 Fresco 7.5x10° 9.87 £}
15/112/97 2500 34 1 Frio 5x10° 9.7 -3
02/01/98 7500 387 12 Fresco 7.7x10° 9.88 6
20/01/98 22000 434 8 Frio 7.5x10° 9.87 6
09/02/98 5800 376 7 Frio 8x10° 99 -4
20/02/98 15000 4176 5 Frio 5.8x10° 9.76 5

Clima: Helada (0.0°C); Frio (0.5-10.0°C), Fresco (10.5-18.0°C); Templado (18.5-26°C); Caluroso (26.5°C en

adelante). Comision Nacional del Agua (C.N.A ) y Campo Experimental de General Teran (CEGET).

Las poblaciones bacterianas |.N.A. fluctuaron en un rango de 2,500-41,500 ufc/g de
peso fresco (equivalente en logaritmo,o 3.4-4.62 ufc/g de peso fresco) (Fig. 19.1 y 19.2).

Fig. 19.1. Estimacién cuantitativa de la poblacion
bacteriana Cadereyta-El Castillo

Promedio ufc/g de peso fresco

* 1007

1mer

1297

1287

01/98'

02/98'

TNu;'r\eno de muestreo, ** Fechas de colecta.



_Resultados / 87

Fig. 19.2. Estimacién cuantitativa de la poblacion
bacteriana Cadereyta-El Castillo
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* Numero de muestreo, ** Fechas de colecta.

El rango de la frecuencia de nucleacion de 5x10° a 8x10° niicleos/células (equivalente

en logaritmoy 9.7-9.9 niicleos/células) (Fig.19.3).

Fig. 19.3, Cune del logaritmo del promedio de la frecuencia de
nucleacion Cadereyta-El Castillo
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* Numero de muestreo, ** Fechas de colecta.



Resultados / 88

Con un rango de temperatura minima alcanzada de 1 a 24°C (Fig. 19.4), el clima
imperante durante los meses de muestreo en esta huerta templado-fresco-frio (Fig. 19.5)
comprendiendo las estaciones otofio-invierno y un rango de temperatura de nucleacion -3
a-7°C (Tabla 23).

Fig. 19.4. Curva de temperatura minima alcanzada
Cadereyta-El Castillo
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Fig. 19.5. Cuna climatolégica de octubre del 97" a febrero del 98
Cadereyta-E| Castillo

1087 1197 12197 01/98' 02/98'

Clima: 1H: Helada (0.0°C), 2F: Frio (0.5-10.0°C), 3FR: Fresco (10.5-18.0°C),
4TM: Templado (18.5-26.0°C), 5C: Caluroso (26.5°C en adelante); * Nimero de
muestreo, ** Fechas de muestreo.
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[ - - ;
| Fig. 19.6 (a). Cantidad de bacterias I.N.A. aisladas
Cadereyta-El Castillo de octubre de 1997 a febrero de 1998
10
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Simbologia: (1) Pseudomonas syringae pv. syringae, (2) Pseudomonas fluorescens Biov.
3, (3) Pseudomonas vindiflava, (4) Erwinia herbicola var. herbicola, (5) Erwinia ananas, (6)
Erwinia uredovora, (7) Erwinia rubrifaciens.

Fig. 19.6 (b). Porcentaje de bacterias | N A aisladas ]
Cadereyta-El Castillo de octubre de 1997 a febrero de 1998
! |

3%

Ska: (1) Pseudomonas syringae pv. synngaea Pseudomonas ﬂuoresoens—Biov.
3, (3) Pseudomonas vindifiava, (4) Erwinia herbicola var. herbicola, (5) Erwinia ananas, (6)
Erwinia uredovora, (7) Erwinia rubnfaciens.
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Se obtuvieron 30 aislamientos y las bacterias predominantes fueron Pseudomonas
viridiflava con 9 aislamientos que representan 31%; Pseudomonas fiuorescens Biov. 3 con
7 aislamientos que representa un 23%; Erwinia herbicola var. herbicola con 4 aislamientos
que representan un 13%,; Pseudomonas syringae pv. syringae, Erwinia ananas, Erwinia
rubnfaciens con 3 aislamientos cada una que representan un 10% cada una; Erwinia
uredovora con 1 aislamiento que representa un 3%.

Analisis estadistico

En el analisis de correlacion de Pearson de las siguientes variables: logaritmo del
promedio de la poblacion bacteriana |.N.A., promedio de la temperatura minima
alcanzada (°C), logaritmo del promedio de la frecuencia de nucleacion y promedio de la
temperatura de nucleacion (°C) de cada una de las huertas, se encontro :

11. Cadereyta-El Castillo

Una asociacion inversa significativa entre el promedio de la temperatura de
nucleacion (°C) con el logaritmo del promedio de la poblacion bacteriana (ufc/g de peso
fresco) (r= -0.75, p<0.05) (Fig. 19.7) (Tabla 25), ejemplo el 30 de octubre de 1997 y el 7
de noviembre de 1997 se realizé la nucleacion a una temperatura de -7°C (mas fria)
con un logaritmo del promedio de la poblacion bacteriana de 4.47 y 4.6 que
corresponde a 30,000 y 40,000 ufc/g de peso fresco y el 15 de diciembre de 1997 se
realizoé la nucleacién a una temperatura de -3°C (menos fria) con un logaritmo del
promedio de la poblacion bacteriana de 3.4 ufc/g de peso fresco que corresponde a
2,500 ufc/g de peso fresco.

Una asociacién directa significativa entre el logaritmo del promedio de la frecuencia
de nucleacion (nucleos/células) con el promedio de la temperatura minima alcanzada
(°C) (r= 0.72, p<0.05) (Fig. 19.7) (Tabla 25), ejemplo el 30 de octubre de 1997 y el 7 de
noviembre de 1997 se obtuvé un logaritmo del promedio de la frecuencia de nucleacion
de 9.9 y 9.8 nucleos/células respectivamente correspondiente a 16 y 15°C de
temperatura minima alcanzada (mayor frecuencia de nucleacion y temperatura minima
alcanzada) y el 15 de diciembre de 1997 se obtuvo un logaritmo del promedio de la
frecuencia de nucleacion de 9.7 nicleos/células (5x10° nacleos/células) (F.N.) la méas
baja con una temperatura minima alcanzada de 1°C la mas baja alcanzada durante el
muestreo de esa huerta.



Fig.19.7 Relacion entre el promedio de la temperatura de
nucleacion y el promedio del logaritmo del la poblacion
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Tabla 24. Resultados de las pruebas realizadas a las muestras de

Cadereyta-Santa Fé.

Prom. de la Log. del prom. | Temperatura Promedio de la Log. del Prom de

pob. bacteriana |de la pob. bact. minima Clima frecuencia de prom. de la a temp. de

Fecha de (ufc/gramo de (ufc/gramo de alcanzada nucleacién frec. de nucleaciéon
muestreo|  peso fresco). peso fresco) ) (ntcleos/céls.) | nucleacién °C)
30/10/97 40000 46 13 Fresco 8x10° 9.9 6
07/111/97 150000 52 13 Fresco 6.02x10° 9.8 C
15/12/97 800 29 -1 Frio 6x10° 9.78 3
07/01/98 50000 47 2 Frio 6.02x10° 9.8 5
22/01/98 16000 42 7 Frio 7.5x10° 9.87 5
09/02/98 18000 425 9 Frio 7.7x10° 9.88 4
20/02/98 45000 465 3 Frio 5x10° 9.7 5

Clima: Helada (0.0°C), Frio (0.5-10.0°C), Fresco (10.5- 18°C), Templado (18.5-26.0°C), Caluroso (26.5°C en

adelante). Comision Nacional del Agua (C.N.A.) y Campo Experimental de General Teran (CEGET),

Las poblaciones bacterianas I.N.A. fluctuaron en un rango de 800-150,000 ufc/g de
peso fresco (equivalente en logaritmo,, de 2.9-5.2 ufc/g de peso fresco) (Fig. 20.1 y 20.2).

Promedio ufc/g de peso fresco

Fig. 20.1. Estimacion cuantitativa de la poblacion

bacteriana Cadereyta-Santa Fé
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* Numero de muestreo, ** Fechas de colecta.




Fig. 20.2. Estimacion cuantitativa de la poblacién
bacteriana Cadereyta-Santa Fé

Logaritmo del promedio ufc/g
de peso fresco

197

1297

1087

* Numero de muestreo, ** Fechas de colecta.

El rango de frecuencia de nucleacién (F.N.) de 5x10° a 8x10° nicleos/células
(equivalentes en logaritmoy 9.7-9.9 nicleos/células) (Fig. 20.3).

Fig. 20.3. Cunva del logaritmo del promedio de la frecuencia de
nucleacién Cadereyta-Santa Fé
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Con un rango de temperatura minima alcanzada de -1 a 13°C (Fig. 20.4), el clima
imperante durante los meses de muestreo en esta huerta fue fresco-frio (Fig. 20.5)
comprendiendo las estaciones otofio-invierno y un rango de temperatura de nucleacion -3
a-7°C (Tabla 24).

Fig. 20.4. Cuna de temperatura minima alcanzada
Cadereyta-Santa Fé

Temperatura (°C).

Fig. 20.5. Cuna climatoldgica de octubre del 97" a febrero del 98
Cadereyta-Santa Fé

** 1097 1197 1287 01/98 02/98'

Clima: 1H: Helada (0.0°C), 2F: Frio (0.5-10.0°C), 3FR: Fresco (10.5-18.0°C), 4TM:
Templado (18.5-26.0°C), 5C: Caluroso (26.5°C en adelante); * Nimero de muestreo,
** Fechas de muestreo.
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Fig. 20.6 (a). Cantidad de bacterias |.N.A. aisladas
Cadereyta-Santa Fé de octubre de 1997 a febrero de 1998

12

10

Cantidad de bacterias |.N.A.
aisladas
)

Bacterias LNA. |
Simbologia: (1) Pseudomonas syn;ae pv. syningae, (2) Pseudomohas fluorescens Bc; 3,
(3) Pseudomonas vindiflava, (4) Erwinia herbicola var. herbicola, (5) Erwinia ananas, (6)
Erwinia uredovora, (7) Erwinia rubrnifaciens.

Fig. 20.6 (b). Porcentaje de bacterias |.N.A. aisladas
Cadereyta-Santa Fé de octubre de 1997 a febrero de 1998

!

|

Sin;oiogh: (1) Pseudomonas syringae pv. syrningae, (2) Pseudomonas fluorescens Biov. 3, (3)
Pseudomonas vindifiava, (4) Erwinia herbicola var. herbicola, (5) Erwinia ananas, (6) Erwinia
uredovora, (7) Erwinia rubrifaciens.
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En la huerta Cadereyta-Santa Fé (Fig. 20.6 a y b) se realizaron 37 aislamientos
distribuidos de la siguiente manera: Pseudomonas syringae pv. Synngae con 5
aislamientos que representan 11%; Pseudomonas fiuorescens Biov. 3 con 10
aislamientos que representa un 27%; Pseudomonas vindifiava con 10 aistamientos que
representan un 27%, Erwinia herbicola var. herbicola con 6 aislamientos gue representan
un 17%; Erwinia ananas con 3 aislamientos que representan un 8%, Erwinia uredovora
con 1 aislamiento que representa un 3% y Erwinia rubrifaciens con 2 aislamientos que
representan un 5%. Las bacterias que predominaron fueron Pseudomonas fluorescens
Biov. 3y Pseudomonas viridiflava.

Analisis estadistico

En el andlisis de correlacion de Pearson de las siguientes variables: logaritmo del
promedio de la poblacion bacteriana I.N.A., promedio de la temperatura minima
alcanzada (°C), logaritmo del promedio de la frecuencia de nucleacion y promedio de la
temperatura de nucleaciéon (°C) de cada una de las huertas, se encontro :

12. Cadereyta-Santa Fé

Una asociacién inversa significativa entre el promedio de la temperatura de
nucleacion (°C) con el logaritmo del promedio de [a poblacién bacteriana (ufc/g de peso
fresco) (r= -0.88, p<0.05) (Fig. 20.7) (Tabla 25), ejemplo el 7 de noviembre de 1997 se
realizd la nucleacién a una temperatura de -7°C (mas fria) con un logaritmo del
promedio de la poblacién bacteriana de 5.176 ufc/g de peso fresco que coresponde a
150,000 ufc/g de peso fresco y el 15 de diciembre de 1997 y 9 de febrero de 1998 se
realizé la nucleacién a una temperatura de -3 y -4°C (menos fria) con un logaritmo del
promedio de la poblacion bacteriana de 2.9 y 4.25 ufc/g de peso fresco que
correspondio a 800 y 18,000 ufc/g de peso fresco.

Una asociacién inversa significativa entre el promedio de la temperatura de
nucleacién (nicleos/células) con el promedio de la temperatura minima aicanzada (°C)
(= -0.75, p<0.05) (Fig. 20.8) (Tabla 25), ejemplo el 30 de octubre de 1997 y el 7 de
noviembre de 1997 se obtuvo una temperatura de nucleacion -6 y -7°C (mas fria)
correspondiendoles una temperatura minima alcanzada de 13°C a cada una (mas
altas). Sin embargo la refacion entre la temperatura de nucleacion (°C) y el logaritmo de
la frecuencia de nucleacién (ndcleos/células) no fue significativa (r= -0.11, p>0.05)



Fig. 20.7. Relaci6n entre el promedio de la temperatura de
nucleacién y el logaritmo del promedio de la poblacion
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Fig. 20.8. Relacion entre el promedio de la temperatwrade
nucleacion y el promedio de la temmperatura minima alcanzada
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Tabla 28. Andlisis de correlacién de Pearson de cada una de las huertas muestreadas.

1. Linares-E! Refugio 2. Linares-La Amistad
Variable Log.ufc/g | T°minima | Log. F.N. Variable Log. ufcig | T minima | Log. FN.
(r) (r) (r) (r) (r) (r)
T° minima 0.59* —_ — T* minims 0.79" —_ —
Log. FN. 0.66° 072 e Log. F.N. 0.02 0.0 —
T° de nucl. 068 070" 0863 Tdeoucl | -048° 058 057
3. Hualahuises-El Roble 4. Hualahuises-El Refugio
Variabls Log. ufcig | T° minima | Log. FN. Varisble Log. ufcig | T° minima | Log. F.N.
(r) (r) (r) (r) (r) (r)
T* minima 053 - = T° minima 077 i o~
Log. FAL 0.02 03 . Log. FA. 021 20.38 —
T de nucl 048 0871 012 T de nucl. 043 0.04 0.45
5. General Ter&n-CEGET €. General Teran-Soledad de ta Mota
Variable Log. wicig | T minima| Log.F.N. Variable Log. ufclg | T° minima | Log.F.N. |
(r) (r) (r) (r) (r) (r)
[ T° minima [ i — Tminkna | 080° — —
Log. FN. 0.12 02 = Log. FN. 023 0.18 -
T de nucl 028 043 ©.09 T de nucl. 08 049 0.34
_—J.m Agua t&m&mhm
[ Vanable | Log. uiclyg m Tog. FN. Variable Tog uiclg | T°minima | Log. F.N. |
(r) (r) (r) (r) (r) (r)
[ T° mima 07 — — T mnia | U8 — —
Log. FN. 057 054 = Log. F.N. 028 0.52 —
T de nucl. 062 0.90* 0.4 T° de nucl. 0.1 0.42 0
9. Allende-Altamira 10. Allende-Diogo Lépez
Variable Log uikig | T minima | Log FN. Varisbls Log. ufcig | T° minima | Log. F.N.
(r) (r) {r) (r) (r) (v)
T° minima 0.41 —_ —_ T minima 08 —_ —
Log. FN. -0.08 0.12 — Log. FN. 017 0.08 -
T de nucl. 0.82 .39 0.1 T de nucl. 072 046 0.09
11. Cadereyta-E! Castillo 12. Caderoyta-Santa Fé
Variable Log. ufclg | T minima | Log. FN. Yariable Log. ufclg | T° minima | Log.F.N.
(r) (r) (r) (r) (r) (r)
T° minima 0.58 - - T minima 063 - o
Log. FN. 0.54 orz — Log. F.N. 0.02 06 —_—
T de nucl. 2075 044 057 Tdenucl | -088 £0.75* 0.1

Variables: Logaritmo de la poblacion bacteriana (ufc/g de peso fresco), temperatura minima alcanzada (°C),

logaritmo de la frecuencia de nudleacion (F.N.), temperatura de nuceacién (°C) de cada una de las huertas
treadas. Simbologia: * Dif ia sioriicat
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Analisis de correlacion de Pearson de todas las huertas

Una asociacion directa significativa entre el logaritmo del promedio de la poblacion
bacteriana con la promedio de la temperatura de nucleacion (r= 0.43, p< 0.05).

Una asociacion directa significativa entre el promedio de la temperatura minima
alcanzada con el logaritmo del promedio de la poblacion bacteriana ( r = 0.45, p< 0.05).

Una asociacion inversa significativa entre el promedio de la temperatura de nucleacién
con el promedio de la temperatura minima alcanzada ( r = -0.48, p< 0.05 ).

Una asociacion directa significativa entre el logaritmo de la frecuencia de nucleacion
con el promedio de la temperatura minima alcanzada ( r=0.24, p< 0.05).

No se encontrd diferencia significativa entre el promedio de la temperatura de
nucleacion y el logaritmo del promedio de la frecuencia de nucleacién (r = - 0.13, p > 0.05)
y significa que al aumentar la temperatura minima alcanzada en la huerta, aumentar el
logaritmo de la poblacion bacteriana en las hojas y la nucleacion se realiz6 a temperatura
mas fria. A mayor temperatura minima alcanzada, mas poblacion bacteriana |.N.A., mas
frecuencia de nucleacion (Tabla 26).

Tabla 26. Analisis de correlacion de Pearson
de todas las huertas muestreadas.

Variable Log. ufc/g | T° minima | Log. F.N.
(r) (r) (r)
T° minima 045* - —
Log. F.N. 0.01 0.24* -
T° de nucl. 0.43* -0.48" -0.13

Variables: Logaritmo del promedio de la poblacion bacteriana (ufc/g de peso
fresco), temperatura minima aicanzada (°C), logasitmo de la frecuencia de
nucleacion (F.N.), temperatura de nucieacin (°C) de todas las huertas
muestreadas. Simbologia: * diferencia significativa, r = regresion.
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Andlisis de varianza entre huertas y municipios

Se analizaron las siguientes variables: Logaritmo del promedio de la poblacién
bacteriana, promedio de la poblacion bacteriana, promedio de la temperatura media,
promedio de la temperatura minima alcanzada, clima, promedio de la frecuencia de
nucleacién, logaritmo del promedio de la frecuencia de nucleacion, promedio de la
temperatura de nucleacién, Pseudomonas synngae pv. syringae, Pseudomonas
fluorescens, Pseudomonas vindiflava, Erwinia herbicola var. herbicola, Erwinia ananas,
Erwinia uredovora y Erwinia rubnfaciens para todas las huertas muestreadas y municipios
de la zona citricola del estado de Nuevo Ledn.

En el caso de las huertas muestreadas, no se encontrd diferencia significativa para la
mayoria de las variables, solamente en el promedio de la poblacién bacteriana (ufc/g de
peso fresco) entre Hualahuises-El Refugio contra General Teran-CEGET y Cadereyta-El
Castillo (Tabla 27).

En el caso de los municipios la diferencia significativa se encontrd para la misma
variable, el promedio de la poblacién bacteriana entre Linares-El Refugio confra
Hualahuises-El Roble, Hualahuises-El Refugio, General Teran-CEGET, General Teran-
Soledad de la Mota; y entre Linares-La Amistad con Hualahuises-El Refugio y General
Teran-Soledad de la Mota (Tabla 27).

Tabla 27. Andlisis de varianza de un factor (Oneway) y
prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis comparando
huertas y municipios.
Huertas Municipios
Variable Estadistico ® Estadistico P
ufc/g 2759 & 0.0029 2.653 0.025°
Log. ufclg 1.185 a 0.205 0.781 0.565
T Minima 1556 a 0.121 1285 0275
Chma 14529 b 0.102 11255 0.046°
F.N. 1697 a 0.082 1.927 0.085
Log. F.N. 1123 a 035 0.616 0688
T de Nucl 0348 = 0972 0.453 0.81
P.syringas 8783 b 0.3 8.931 0.112
P. flucrencens 10468 b 0314 6.874 023
P. viridifiava 6.754 b 0663 3327 0.649
E. herbicola 7488 b 0588 6.005 0.306
E. ananas 9.560 b 0.378 4.767 0.445
E. uredovora 9585 b 0.384 8.508 0.13
E. rubrifaciens 6477 b 0.691 3026 056

Simbologla : a= F del andiisis de varianza, b = x* de Kruskal-Wallis, * = diferencia significativa.



DISCUSION

Los resultados obtenidos sefialaron que el 100% de las muestras de hojas
colectadas en las huertas localizadas en 10s municipios de Linares, Hualahuises,
General Teran, Montemorelos, Allende y Cadereyta del estado de Nuevo Ledn,
contenian bacteriags activadoras de nicleos de hielo (I.N.A). Concordando con lo
publicado por Hirano et al, (1982) quién sefiala que las cepas de la mayoria de las
bacterias de los arboles frutales son {.N.A.

Las bacterias |.N.A. aisladas en la zona citricola del estado de Nuevo Ledn
fueron Pseudomonas syringae pv. synngae, Pseudomonas fluorescens Biov. 3,
Pseudomonas vindiflava, Erwinia herbicola var. herbicola, Erwinia ananas, Erwinia
uredovora, Erwinia rubrifaciens. Predominando Pseudomonas con un 64 % y
Erwinia con un 36%. De acuerdo con Buchanan et af (1984) en algunos habitats
Pseudomonas puede representar una minoria 0 puede ser la mayoria de la
microflora total.

Maki ef a/ (1874), Lindow et al (1978), Lindow (1983), Gross et &/ (1984) e
Hirano ef al (1985) han sefialado como bacterias LN.A. comines a Pseudomonas
syringae (Van Hall) y Erwinia herbicola (Lohnis) Dye .Los resultados de ia presente
investigacién no concuerdan con io anterior ya que predomina Pseudomonas
fiuorescens Biov. 3 seguida de Pseudomonas virdiflava, Erwinia herbicola var.
herbicola y Pseudomonas syringae pv. syringae ademas de otras bacterias
encontradas en todas las huerias pero en menor proporcién, en relacion a esto,
Buchanan et a/, (1984) sefiala que cepas de muchas especies de Pseudomonas
son obicuas y a menudo los datos de aislamiento hechan abajo los resultados que
hay acerca de su ecologia. Ademas esto confirma lo dicho por Lindow, (1983) y
Gross et al, (1984) que la presencia de las bacterias |.N.A. esta influenciada por las
condiciones ambientales que prevalecen en el habitat al que parecen adaptarse
especificamente.

Las cepas |.N.A. de Pseudomonas fluorescens aisladas en la mayoria de las
investigaciones realizadas son biotipo G (Biovariedad 5) y se establece que es
residente del suelo y del agua (Maki and Willoughby, 1978) y ocasionalmente son
recuperadas de la superficie de las plantas solo como reflejo casual de plantas
asociadas con depdsitos de particulas del suelo, las cuales son movidas por el
viento (Gross et al, 1984), en la investigacion se encontrd6 a Pseudomonas
fluorescens Biov. 3 predominando y distribuida por todas las huertas muestreadas,
constante y abundantemente, esto se confirma con lo encontrado por Austin ef al
(1978) quién seiiala, que Pseudomonas fluorescens es un importante componente
de la microflora normal del borde de las hojas del zacate (Lolium perene), y
ademés Austin y Goodfellow (1979) en Buchanan et a/ (1984), mencionan
aislamientos de Pseuidomonas fluorescens de hojas de Phaseolus vulgans, Fagus
y Pinus en varios frabajos y consideran estas especies de Pseudomonas
“autoctonas” de la superficie de las hojas, de acuerdo con cCiertas condiciones (pH
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cercano a la neutralidad, materia orgénica en solucién, temperatura en e
rango de los mesdfilos, un buen suministro de oxigeno disuelto) y su capacidad
de rapido crecimientro en ausencia de complejos factores de crecimiento deciden
su predominancia.

Se encontré a Pseudomnas viridiflava como bacteria activadora de niicleos de
hielo (1.N.A.) y este resultado coincidié con lo reportado por (Paulin ef a/, 1978) en
(Olive ot al, 1988). Goto en (1992) seflald a Pseudomonas virdifiava y
Pseudomonas fluorescens causantes de la pudricion bacterial, al final del ofofio y
principios de primavera, particularmente en el periodo cuando las plantas sufren
dario por heladas.

Caruso and Catara (1996), informan de un nuevo reporte de Pseudomonas
vindiflava causando manchas en hojas de Chicory.

Se aislaron cepas de Pseudomonas syringae pv. Syringae y de Erwinia
herbicola var. herbicola en las muestras de hojas de naranja dulce analizadas en
la presente investigacion, coincidiendo con lo reportado por Lindow ef af (1982) y
Lindow (1983) quién sefala que cepas de Pseudomona syringae y Erwinia
herbicola se han encontrado como epifitas en una diversidad de especies de
plantas de areas muy separadas de Estados Unidos y en otras partes del mundo
(Paulin, 1978) en (Olive et a/, 1988).

Se ha establecido que continuas asociaciones con hospederos vivos es
importante para la supervivencia de miembros del grupo de Pseudomonas
syningae (Schroth ef al, 1881) y la asociacion no necesariamente tiene que
envolver lesiones, se encuentra Gnicamente como epifita en huéspedes y no
huéspedes (Ercolani et al, 1974) (Leben, 1974).

Aunque también se ha reportado a Pseudomonas syringae pv. Synngae como
una bacteria fitopatégena con un alto rango de hospederos incluyendo importantes
especies de plantas agronémicas (Synden et a/, 1971) (Grossand De Vay, 1977)
en (Buchanan, 1984). En el mango produce necrosis bacterial apical (Cazoria ef a,
1998) ha producido graves epidemias en citricos (Goto, 1992) (Lépez., 1989), se
ha comelacionado el cancer bacteriano en perales( Weaver ef al 1978)
(Montesinos and Vilardell, 1991) en duraznos (Endert and Ritchie, 1984) almendra
(Lindow and Connell, 1984) melocotén y albaricogue (Goto, 1992). Putnam et &,
en (1998), establecié un nuevo reporte de Pssudomonas syringae causando daiio
en las hojas de Kalmia latifolia

Concordando con lo anteriomente seiflalado, Buchannan ef a/, en (1984)
establecio que la bacteria I|.N.A. Erwinia herbicola var. herbicola es la microfiora
epifita de las plantas, Gibbins en (1978) reportd que esta produce sintomas en
plantas y a veces es posible una asociacion con ofras bacterias fitopatogenas.
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Erwinia herbicola es una bacteria activadora de nicleos de hielo, cuyas
suspensiones incrementan el dafio por heladas en el maiz a -2.3°C (Lindow ef al,
1978), se encuentra fracuentemente en perales y manzanos (Billing, 1963) (Riggle,
1972) (Schaad, 1988).

En relacion al comportamiento de las bacterias LN.A. como epifitas ©
fitopatogenas, Vidaver y Bucker (1978) en Gross ef a/ (1984) seiialan que la
expresion de la enfermedad puede depender de la apropiada combinacion
huésped-patégeno, de las condiciones ambientales criticas y del estrés de los
arboles

Ross and Hattingh (1987), en (Olive ef al, 1988) afirman que cada una de las
variedades de las frutas soportan poblaciones heterogéneas de Pseudomonas
syningae pv. syringae algunas de las cepas pueden ser mas virulentas en otros
hospederos esto confirma nuestros resultados en los cuales encontramos
bacterias heterogéneas, de Psesudomonas fluorescens Biov. 3, Pseudomonas
syringae pv. syringae, Pseudomonas vindiflava, Erwinia herbicola var. herbicola
Erwinia ananas, Erwinia uredovora y Erwinia rubnfaciens, dando aigunas
positivo la reaccion de hipersensibilidad en tabaco y pudricion de la papa; y otras
no lo hacen, lo que indica que se frata de diferentes cepas.

Si hay una relacion entre la reaccion de hipersensibilidad en tabaco y la
patogenicidad, como generalmente se asume (Olive et &/, 1988) esenciaimente
todas las cepas |.N.A. que dieron la reaccidn positiva y que fueron aisladas de
arboles de naranja duice tienen un potencial de patogenicidad.

Los arboles frutales son perenes y, consecuentemente la asociacion de
Psesudomonas synngae |.N.A. puede ser una adaptacibn especifica que le da
estabilidad dentro de su habitat El factor de que las cepas de Pseudomonas
syningae pv. syringae de los arboles frutales no son patogénicas en el maizy es de
suponer tampoco en otras plantas, apoya esta hipétesis (Gross ef al, 1984).

Erwinia ananas, Erwinia uredovora han sido reportadas como activadoras de
nucleos de hielo (I.N.A.) en (Goto,1992), pero en citricos no se han reportado por
lo que estos resultados son el primer reporte.

Erwinia ananas en la presente investigacion se encontré distribuida en poca
proporcion en todas las huertas muestreadas y en Montemorelos-Garcla Jiménez
no se aisld.

Goto en (1992), reporté a Erwinia uredovora como una bacteria activadora de
nicleos de hielo (ILN.A.), ésta es un parasito de un hongo hemumbroso y se
multiplica en los tejidos de las plantas infectadas por los organismos herrumbrosos.
El ingreso del patégeno generalmente ocurme por aberturas naturales y heridas
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(Buchanan ef al, 1984) por otro lado, en estudios realizados con el microscopio
electrénico de barrido se ha establecido que Pseudomonas syringae pv. syringae
L19S entra a las hojas a traves de los estomas y se multiplica en la camara
subestomacal (Luciene ef al, 1989).

A Erwinia uredovora se le asocia con la mancha angular de la hoja def pepino
y con el cancer bacteriano del Kiwi (Goto, 1992) y se encontrd distribuida en todas
las huertas muestreadas.

Erwinia rubnitaciens fue identificada y caracterizada apropiadamente en base
a las pruebas fisiolégicas-bioquimicas (Tabla 2) en el medio YDC, por el pigmento
rosado, soluble en agua alrededor de la colonia, reportandose por primera vez
como una bacteria activadora de nicleos de hielo (I.N.A.) en citricos .Se encontré
en baja proporcion en todas las huertas, obteniendo la mayor cantidad en Allende-
Altamira y Allende-Diego Lépez y en Hualahuises-El Roble no se obtuvo ningtin
aislamiento (Tabla 10).

Al no haber diferencia significativa entre los géneros de bacterias I.N.A
aisladas, se comprobo que éstas estan distribuidas de manera muy semejante por
todas las huertas y municipios muestreados.

Las bacterias |.N.A.son la mayor fuente biogénica de nicieos de hielo en la
superficie de la mayoria de las especies de plantas en temperaturas relativamente
heladas, eilas son por lo tanto importantes limitantes en el efecto dafiino de las
heladas en los tejidos de las plantas entre -2 a -5°C (Lindow et a/, 1978) (Lindow
et al, 1983 a) (Gross et al, 1584).

De los resultados obtenidos en la presente investigacion se establecié que las
bacterias |.N.A. colonizan abundantemente la superficie de las hojas de los arboles
de naranja dulce (Citrus sinensis) var. Valencia y representan un peligro potencial,
ya que el tamaiio de las poblaciones de bacterias .N.A., en plantas sensibles a las
heladas fueron comelacionadas con la incidencia del dafio por heladas en plantas
enfriadas entre -2 y 5°C en estudios de laboratorio (Amy et al, 1976) (Lindow et
al,1982) (Lindow et al, 1983 a) (Paulin, 1978) en (Olive et al, 1988) y en el campo
(Lindow , 1978) (Lindow et al, 1982) (Lindow, 1983 a) (Lindow ef al, 1983 c).

La colonizaciéon vegetativa de la superficie de los drboles frutales por bacterias
ILN.A. parece seguir un patron ciclico compuesto de una répida colonizacion
durante la maduracion de las flores en una primavera himeda y fresca; un declive
en las poblaciones hasta bajar a niveles no detectables durante un verano seco y
caliente; y un gradual incremento en el nimero durante et otoiio antes de que
caigan las hojas, las bacterias |.N.A. pueden persistir en las yemas durante la
inactividad de los arboles frutales (Gross ef al, 1983).
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La presente investigacion se inicid al final del verano de 1997 que en general
fue caluroso y templado obteniendo las temperaturas mas elevadas y el logaritmo
del promedio de la poblacion bacteriana I.N.A. mas alto, las cudles descendieron y
ascendieron segiin bajé o subié la temperatura minima alcanzada en cada huerta
en otofio, en general el clima fue templado, fresco, frio aunque no necesariamente
en ese orden, en inviemo se obtuvo la poblacion bacteriana I.N.A. mas baja y la
temperatura minima alcanzada, mas baja, estableciéndose una asociacion directa
significativa enfre la poblacion bacteriana LN.A. y la temperatura minima
alcanzada. Estos resultados concuerdan con lo sefialado por Olive ef &/ en
(1988), de que las poblaciones pueden variar mucho dependiendo del tiempo de
muestreo y de la localidad.

Las poblaciones bacterianas |.N.A. durante los muestreos realizados fluctuaron
en un rango de 450-360,000 ufc/g de peso fresco.

Lindow et af (1982), demostrd que la extension en que las plantas sensibles
son dailadas por la helada a determinada temperatura, no es funcion Gnicamente
del tamaiio de la poblacion de bacterias |.N.A., sino también de la frecuencia de
nucleacion y en algunas de las huertas muestreadas, se encontré una asociacion
directa entre el logaritmo de la poblacion bacteriana y el logaritmo del promedio de
la frecuencia de nucleacién, significando que al tener una poblacion bacteriana
LLN.A. grande se obtendra mayor nucleacion y viceversa.

El rango del logaritmo de la frecuencia de nucleacién fue de 5x10° a 8x10°
nicleos/células y representa una frecuencia de nucleacion alta, estas frecuencias
de nucleacion de hielo parecen estar distribuidas normaimente por todas las
huertas que fueron muestreadas en la zona de estudio, ya que no hubo diferencia
significativa, pero obtener diferentes frecuencias de nucleacion en una misma
huerta significa que existen diferentes géneros y cepas de bacterias I.N.A. Esto
concuerda con lo sefialado por Lindow ef al (1882) , la frecuencia de nucleacion de
Pseudomonas syringae varia con las cepas y con las condiciones de crecimiento
para determinadas cepas.

La frecuencia de nucleacion parece también afectada por la temperatura del
ambiente antes del muestreo (Lindow et &/, 1982). Un similar fenémeno ha sido
reportado por Anderson ef a8/ en (1982) y por Hirano ef &/ (1989). Encontrandose
una asociacion directa significativa entre el logaritmo del promedio de la frecuencia
de nucleacién con el promedio de la temperatura minima alcanzada. Entonces, la
frecuencia de nucleacion de la bacteria |.N.A. no es una caracteristica invariable,
intrinseca de la célula, es una propiedad que varia con determinados factores del
cultivoy de la planta (Lindow ef &/, 1982) (Douglas 6t a/, 1988) es muy importante
en la determinacion del riesgo de heladas en las plantas (Lindow et al, 1983 a).
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Se encontrd en el anélisis de comelacibn en las huertas, una asociacién
inversa significativa entre el logartmo del promedio de la poblacion bacteriana
LN.A. con el promedio de la temperatura de nucleacion, asi como entre la
temperatura minima alcanzada con el promedio de la temperatura de nucleacion.
El rango de Ia temperatura de nucleacion fue de -3 a -7°C correspondiéndole un
rango de temperatura minima alcanzada de —2 a 23°C.

En el andlisis de varianza entre huertas, solamente entre Hualahuises-El
Refugio contra General Teran-CEGET y Cadereyta-El Castillo se encontrd una
diferencia significativa en el logaritmo del promedio de la poblacion bacteriana
LN.A. (Tabla 26), que probablemente se debid a cambios climaticos locales, ya
que Gonzdlez ef al en 1983 seftala que la regidn citricola del estado de Nuevo
Ledn se caracteriza por un clima subtropical donde la temperatura es el factor
climatico mas importante que regula el crecimiento de los arboles ademés Olive et
al en (1988), establece que la humedad y la temperatura son factores importantes
que influyen en las poblaciones de bacterias LN.A.

En el andlisis de varianza entre municipios, hubo diferencias significativas en el
logaritmo del promedio de la poblacion bacteriana IN.A., presentandose la
diferencia entre Linares-El Refugio contra Hualahuises-El Roble, Hualahuises-El
Refugio, General Teran-CEGET y General Teran-Soledad de la Mota, y entre la
Linares-Amistad contra Hualahuises-El Refugio y General Teran-Soledad de la
Mota, que probablemente se debid a diferencias climaticas ya que en esta region
los inviernos variables son frecuentes (Gonzdlez et a/, 1983).

Las poblaciones pueden variar mucho dependiendo de! tiempo de muestreo y
de la localidad (Olive ef al, 1988).

Gonzalez et al, en (1983), sefiala que existen dos aspectos muy importantes a
considerar durante una helada que son: la temperatura minima alcanzada y su
duracion, ya que éstas determinaran el grado de daiio al arbol y al fruto.

El haber encontado géneros, especies, variedades y patovariedades
bacterianas INA que coinciden con los reportados intemacionaimente
(Pseudomonas syringae pv. syringae , Erwinia herbicola var. herbicola), pero no en
la misma proporcidn; encontrar oira variedad diferente del género y la especie
(Pseudomonas fluorescens Biov. 3) reportada en los articulos intemacionales en
gran cantidad; aislar otros especies bacterianas no reportados en citricos (Erwinia
ananas y Erwinia uredovora) y un género y especie bacteriana que se reporta por
primera vez como bacteria |.N.A. (Erwinia rubnifaciens); refuerza nuestra hipdtesis
de trabajo; pero si ademas, no se encontraron los géneros bacterianos con
capacidad |.N.A. Citrobacter sp., Alcaligenes sp. y Xanthomonas sp. reportados por
(Banda, 1992) probablemente porque este trabajo se realiz6 en cuatro localidades



Discusién / 107

geogréficas diferentes (Monterrey, Santiago, E| Cercado y General Teran) a las
nuestras, con condiciones ambientales especificas, en una estacion del afo
(marzo, abril, mayo), diferente y con diferentes variedades de citricos, refuerza alin
mas nuestra hipitesis de Ia especificidad de las bacterias LN.A. al hospedero y
que las poblaciones fiuctian en base al clima imperante y las patovariedades son
especificas de los érboles frutales con los que se asocian.

Por lo anterior, se considera que la presente investigacion logré cumplir con
los objetivos planteados. Estableciendo las bases para continuar con trabajos que
sean de utilidad en el control integral de las heladas.



CONCLUSIONES

Las bacterias |.N.A. se encuentran abundantemente en el follaje de los
arboles de naranja duice (Citrus sinenses) variedad Valencia como epifita.

Estan distribuidas con abundancia variable por fodas las huertas y
municipios muestreados de la zona citricola del estado de Nuevo Ledn.

Las poblaciones bacterianas [.N.A. fluctuaron en correlacién directa a la
temperatura minima alcanzada y a las estaciones del ailo.

Las bacterias [.N.A. aisladas fueron: Pseudomonas syningae pv. syningae,
Pseudomonas fiuorescens Biov. 3, Pseudomonas vindiflava, Erwinia
herbicola var. herbicola, Erwinia ananas, Erwinia uredovors, Erwinia
rubnifaciens. Predominando en el numero de aislamientos Pseudomonas
sobre Erwinia.

Las bacterias |.N.A. aisladas estan especificamente adaptadas a su habitat
en la huerta, y representan un peligro potencial por la sensibilizacion de los
citricos a las heladas.
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