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RESUMEN

Este trabajo se llevd acabé en el Laboratorio de “Fisiologia de
Poscosecha, Patologia Vegetal y Control Biologico”, del Centro de Investigacion
en Alimentacion y Desarrollo, A.C. (CIAD). Unidad Cuauhtémoc, Chihuahua. El
objetivo fue aislar e identificar actinomicetos nativos de huertos de manzano,
con actividad antagonica al fitopatégeno Fusarium sp., aislados en 10 diferentes
medios de cultivo artificiales semi-selectivos, Agar Banett, Agar Nutritivo
Glicerol, Glicerol Glicina y Agar, Czapek Peptona, Agar, Czapek Agar y 20% de
Azulcar, medio de Ashby, Gym Streptomyces, Agar Avena, Agar-V8 y medio de
Gauze’s No.1, se obtuvo 689 aislados de actinomicetos. Los medios de donde
se recuperaron en una mayor cantidad de aislamientos fueron el medio de
Gauze’s No.lcon un 19.01 %, Aga-V8 con 19.30 %y Medio de GYM
Streptomyces con 14.65 % del total de aislados. Las confrontaciones
antagonicas se realizaron in vitro, en cajas Petri con medio Czapek, donde se
observo un 31.64 % de aislados tuvieron actividad antagoénica, con un 100 %
de inhibicion (PICR). La mayoria identificados en el género Streptomyces, de

los asilados de suelo (97.24 %).

Palabras Clave: Actinomicetos, Streptomyces, antagonismo, porcentaje de

inhibicion, medios de cultivo artificiales.
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ABSTRACT

This work was finished in the Laboratory "Postharvest Physiology, Plant
Pathology and Biological Control", Center for Food Research and Development,
AC (ICAS). State Cuauhtémoc, Chihuahua. The aim was to isolate and identify
native actinomycetes from apple orchards with antagonistic activity to plant
pathogen Fusarium sp., Isolated in 10 different semi-selective means of artificial
cultivation, Banett Agar, Nutrient Agar Glycerol, Glycine and Glycerol Agar,
Czapek Peptone Agar , Czapek Agar and 20% of sugar, half of Ashby, Gym
Streptomyces, Oatmeal Agar, Agar-V8 and a half Gauze's No.1l, 689
actinomycetes isolates were obtained. Where media were recovered in higher
quantity of isolates were Gauze's medium No.1lcon one 19.01%, Aga-V8 with
19.30% and Streptomyces GYM medium with 14.65% of all isolates. The
antagonistic confrontations were performed in vitro, in Petri dishes with Czapek,
where he observed a 31.64% of isolates had antagonistic activity, with 100%
inhibition (PICO). Most identified in the genus Streptomyces, of the inmates of
soil (97.24%).

Keywords: Actinomycetes, Streptomyces, antagonism, percent inhibition,

artificial media.
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INTRODUCCION

La fruticultura es una de las principales actividades econdémicas en el
estado de Chihuahua, en particular del manzano Malus domestica Borkh. La
zona manzanera la constituyen los municipios de Cuauhtémoc, Cusihuiriachi,
Carichi, Guerrero, Namiquipa y Bachiniva, destacando Cuauhtémoc como la
region manzanera mas importante de Latinoamérica. Sin embargo, La
produccion es inestable por la presencia de plagas insectiles y enfermedades.
Estas Ultimas son de mayor interés debido a la gran diversidad de patégenos
asociados a este frutal, destacando los causantes de enfermedades radiculares.
En especifico la pudricion de cuello causado por Phytophthora cactorum (Lebert
y Cohn, 1871), agalla de la corona causado por Agrobacterium tumefasciens
(Smith y Thousend),Conn 1942, heridas radiculares causadas por Rosellinia
necatrix Prill. (Dermatopthora necatrix (Hartig) Berlese), Phymatotrichopsis
omnivora (Dugg) Hennebert (Castro y Rodriguez, 1970), Fusarium sp. (Giani et
al., 1997), Rhizoctonia sp. (Sneh et al., 1991), Cephalosporium sp. (Maloy e
Inglis, 2000).

El control de estos patdgenos ha sido mediante la aplicacion de
fungicidas y bactericidas quimicos, capaces de inhibir el crecimiento del
patégeno o generar condiciones adversas para evitar la supervivencia de los
mismos en los tejidos del hospedero. Destacandose la aplicacion de fenoles,
alcaloides (glicosidicos, lactosas insaturadas, glicosidos fendlicos vy
cianogenéticos, inhibidores proteicos, fototoxinas, quitinasas y (-1, 3
glucanasas. Sin embargo, estas sustancias inducen la aparicion de resistencia
a los hospederos, eliminaciéon de microfauna y microflora de suelos agricolas,
con particular énfasis en antagonistas nativos (bacterias, hongos vy
actinomicetos). Una de las alternativas a esto, es la integracién del control
biolégico para el manejo de fitopatogenos, mediante el uso de hongos
(Trichoderma sp. y Gliocadium sp.), bacterias (Pseudomonas sp. y Bacillus

spp.) y actinomicetos (Streptomyces spp.) (Elad et al., 1980). Estos ultimos



tienen la capacidad de colonizar la superficie radicular de las plantas
protegiéndola contra patégenos (Crawford et al., 1993). Por lo que posiblemente
en Meéxico, existan muchos actinomicetos con actividad antagonica a
fitopatdgenos que aun no han sido caracterizados, debido a que su estudio en
nuestro pais es limitado.

Objetivo:

Aislar e identificar actinomicetos nativos de huertos de manzano del

estado de Chihuahua, con actividad antagoénica al fitopatégeno Fusarium sp.
Hipotesis:
Se aislara la mayor cantidad de actinomicetos en diferentes medios semi-

selectivos, a partir de muestras de suelo y al menos uno mostrara actividad
antagonica a contra Fusarium sp.



REVISION DE LITERATURA

Origen del Manzano

En la actualidad se desconoce el origen del manzano, aunque se cree
que procede del cruzamiento y seleccién de especies silvestres europeos y

asiaticos.

Segun Ponomarenko Malus sieversii (Ledeb) Roem, una especie de
manzano silvestre que crece en las regiones montafiosas de Asia media, la cual
podria ser la especie de la que se originaron las primeras razas de manzano

cultivadas desde hace 15,000 a 20,000 afios (Ponomarenko y Roem, 1979).

El manzano fue introducido en Espafia por los pueblos del norte de Africa
y durante el proceso de romanizaciéon de la peninsula. Es una fruta de mayor
difusion a escala mundial debido a su adaptacién a diferentes climas y suelos, a
su valor alimenticio y terapéutico, a su calidad y a la diversidad de productos
gque se obtienen en la industria. Siendo China uno de los principales
productores seguido por EUA, mientras que México se encuentra en el lugar 22

en produccion a nivel mundial (FAO, 2001).



Taxonomia del Manzano
Reino: Plantae
Subreino: Tracheobionta
Division: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsita
Subclase: Rosidae
Orden: Rosales
Familia: Rosaceae
Subfamilia: Amygdaloideae
Género: Malus
Especie: M. domestica (Borkh, 1803)

Morfologia del manzano

Porte: Mide hasta 10 m de altura, con copa globosa, corteza cubierta de
lenticelas, lisa, de color cenizo-verdoso sobre las ramas y escamosa, gris-parda
sobre las partes viejas del arbol. Las ramas se insertan en angulo abierto sobre
el tallo, de color verde oscuro, a veces tendiendo a negruzco o violaceo. Los
brotes jovenes terminan con frecuencia en una espina Tiene una vida de 60-80
afos (Coque, 1996).

Hojas: Ovales, cortamente acuminadas, aserradas, con dientes obtusos,
blandas, con el haz verde claro y pelos en el haz, de doble longitud que el

peciolo, con 4-8 nervios alternados y bien desarrollados.

Flores: Hermafroditas, de color rosa palido, a veces blancas, en grupos

de 3 a 6 unidas en el corimbo (Jackson, 2003).

Floracién: Ocurre generalmente en primavera (abril o mayo), las
manzanas mas precoces maduran en junio, aunque existen variedades que

mantienen el fruto durante la mayor parte del invierno.



Fruto: Pomo globoso, con peddnculo corto y semillas de color pardo

brillante.

Sistema Radicular: El manzano desarrolla una raiz superficial y una

pivotante profunda, puede alcanzar hasta 10 m de profundidad.

Enfermedades del Manzano
Los agentes que causan enfermedades en las plantas se caracterizan
por ser infecciosos (biéticos o vivos) y no infecciosos (abiéticos o no vivos). En
estas Ultimas, se incluyen bacterias, hongos, fitoplasmas, nematodos y virus,
entre otros (Agrocabildo, 2012). Mientras que las no infecciosos incluyen
desbalances nutricionales, estrés ambiental y toxicidad quimica (causada por
plaguicidas y contaminantes del aire) (Sanchez-Oliver, 2007).

Enfermedades Radiculares

El manzano en su sistema radicular presenta diferentes enfermedades
causadas por patégenos. En el Cuadro 1, se enlistan las principales, en su
mayoria ocasionadas por hongos del suelo, los cuales causan Damping off y
pudricion de raices. Muchos de los patdgenos que provocan estas
enfermedades poseen la capacidad para mantenerse viables adn en
condiciones adversas y en presencia 0 ausencia del cultivo hospedante, esto
atribuido a la presencia de estructuras de resistencia como clamidosporas y

esclerocios (Grijalba, 2003).



Cuadro 1: Principales enfermedades radiculares en manzano, agentes causales,
sintomatologia y estrategias de control.

Enfermedad  Agente causal Sintomatologia Control
Exudado gomoso Como control cultural, se
brillante, rojizo y olor recomienda eliminar la
fermentado, causando parte afectada del arbol,

Pudricion de Phytophthora la pudriciéon de la raiz. evitar la acumulaciéon de

cuello cactorum agua y mantener suelos
drenados. También se
recomienda aplicar
fungicidas sistémicos.

Tumores en la raiz y Planificacion de
cuello del tallo de la plantaciones, regulacion
. planta, de color blanco de la humedad del suelo
Agalla de la Agrobacterium S
. cuando son jovenes, al vy buen drenado,
corona tumefaciens , i :
ser mayor de 12 cm se desinfeccion de heridas y
convierten en lefilosos, buena cicatrizacion.
duros y rugosos.
Presenta areas Remover arboles
necrosadas y estrias infectados, regular la

Llagas Rosellinia sp. negras, arboles débiles humedad, en caso de

radiculares Armillaria mellea y de bajo crecimiento heridas realizar
radicular. desinfeccion y

cicatrizacion.

Nematodos Meloidogyne spp. Causante de lesiones, Uso de materia organica

Trichodorus sp. y transmisor de virus. y micorrizas.
Mantener alto el nivel de
, materia  orgénica
Causante de marchitez - 9 Y
. .. fertilidad del suelo, bajar
del follaje, coloracion
. . : . el pH del  suelo

Pudricion Phymatotrichopsis amarillenta al principio i

texana omnivora y cambia a café empleando aC|d|f|cante_s
como sulfato de amonio

bronceado, con
: . o azufre, barbechos
lesiones en raices.
profundos durante
periodos secos.
Pudricion de cuello y
raiz, marchitamiento Aplicacion de fungicidas

Fusariosis Fusarium sp. vascular, manchas en a base de azufre, zinc y
hojas, pudricibn de cobre.
frutos.

Pudricion de raices y Desinfectar con
de organos hipoclorito de sodio o
subterraneos. yodo agricola puede ser

Damping-off . . controlado mediante

Rhizoctonia sp. N ,

0 secadera solarizacién, humeda e
inoculado hongos
biocontroladores del
género Trichoderma sp.

Mancha . L, . .

pudricion y Cephalosporium Malformacion de tallos Evitar lesiones en tallo y

gris del fruto.

n

p.

y frutos.

corteza.



Manejo de Enfermedades

Quimico-legal

El control legal incluye las medidas de cuarentena, inspeccion y
erradicacion de los agentes causales. La cuarentena evita la introduccion de
plagas y enfermedades peligrosas que no existen en el pais o estan muy poco
difundidas, puede ser externa o interna segun el area de proteccién ya sea de
todo el pais o de la region dentro del pais. Se hacen con base a las siguientes
consideraciones: 1) Bioldgicas: conocer el ciclo de vida del patégeno, su forma
y capacidad de supervivencia y condiciones de transporte, su rango de
hospederos y medios de propagacion, tratamientos necesarios para destruirlas
en los productos importados. 2) Geogréficas: que consisten en barreras
naturales que imposibiliten el ingreso natural de la plaga. 3) Climaticas:
considera la posibilidad que tiene la enfermedad o patégeno de desarrollarse en
otras zonas ajenas a donde se origind. Y 4) Econdmicas: estimar el dafio que
puede ocasionar al pais (Saenz-Pefia, 2011)

La erradicacion sera una destruccion absoluta de la poblacion infectante
mediante la destruccion total del cultivo, incluyendo su prohibicion por tiempo
suficientemente largo que elimine toda posibilidad de supervivencia de la plaga

0 patdgeno.

Genético

El rendimiento del manzano depende de muchos aspectos, sin embargo,
se recomienda a los fruticultores usar plantas resistentes a condiciones
adversas en particular a fitopatégenos. Los patdégenos que infectan a los
cultivos generalmente son especificos para causar la enfermedad en esa planta
y no en otra. Dicha especificidad es proporcionada por genes que actian sobre

ese hospedante en particular, Agrios (2001) afirma que cada hospedante tiene



un juego de genes que determina su susceptibilidad contra un patégeno y son a
su vez especificos para el patégeno. Es decir, algunos microorganismos afectan
a muchas especies de plantas por que contienen genes para desarrollar
virulencia mas amplia sobre diversos hospedantes. Estos genes aparecen por
mutacion tanto en patégenos como hospedantes y producen resistencia a la

infeccion.

Fisico

Es un método orientado a la destruccion del patdgeno en forma directa,
causandole algun trastorno fisiol6gico o creando ambientes desfavorables que
impidan su desarrollo. Como por ejemplo: 1) Solarizacién: Se usa la energia
solar para aumentar el calor del suelo, y asi eliminar hongos y bacterias que
causan enfermedades en las plantas. 2) Humedad: En algunos casos es posible
reducir la humedad en el espacio cubierto por follaje, mediante la eliminacién de
las malezas y seleccionando plantas que tienen habitos de crecimiento foliar
abierto o erecto. La humedad alta favorece el desarrollo de los hongos
(Maracay, 2010).

Cultural

Una practica que se usa como proteccién y tiene efecto sobre el cultivo,
aumentando la resistencia de la planta ante plagas y enfermedades. Aunque la
importancia de la enfermedad dependera de la sensibilidad de la variedad.

Dentro de los métodos culturales se incluyen: la eleccién de variedades
menos susceptibles. Eliminar arboles sintométicos de enfermedades
radiculares, fertilizacion equilibrada evitando el exceso de nitrdgeno; evitar

riegos pesados, entre otras.

Bioldgico
Se emplean estos controles en conjunto con las practicas culturales, ya
gue ayudan a mejorar la resistencia del hospedante o favorecen el desarrollo de

microorganismos que son antagonistas de patdégenos. Se contemplan a los



Parasitos, depredadores y competidores, bacterias, hongos, virus,
principalmente (Maracay, 2010).

Control Microbial

Los productos quimicos usados para el control de fitopatdgenos ha
provocado la resistencia. Con el fin de reducir el uso de estos y disminuir
problemas ambientales se ha integrado el control biolégico (Compant et al,.
2005). Destacando el uso de microorganismos microbianos se ha convertido en
una alternativa bioldgica viable para el control de plagas y enfermedades en
plantas, su actividad se divide en efectos directos e indirectos, los directos se
dan por competencia de nutrientes y/o espacio, produccion de enzimas liticas,
antibioticos y parasitismo. Los indirectos se presentan al incrementar la
resistencia por parte de la planta ante el patdgeno, generando cambios
biolégicos y bioquimicos en las plantas tales como tolerancia al estrés y mayor
absorcion de nutrientes inorganicos (Gohel et al., 2006).

Los actinomicetos son agentes de control microbial promisorios para ser
usados como agentes de control fitopatbgeno, debido a que son un gran
reservorio de antibiéticos y metabolitos bioactivos de los cuales, algunos se
emplean como agentes antitumorales, inhibidores enzimaticos y agentes contra
pardsitos, de ahi su importancia como fuente de metabolitos bioactivos para el

control de microorganismos fitopatégenos.

Actinomicetos

Los actinomicetos representan un grupo de microorganismos
ampliamente distribuido en ecosistemas naturales y son importantes en la
degradacion de la materia organica (MO). Estos microorganismos son
abundantes en diferentes tipos de suelos por lo general, en la superficie del
suelo y en profundidades entre 2 a 15 cm, mas alla disminuye su abundancia,
sin embargo, bajo condiciones extremas disminuyen lentamente su poblacién.
Por lo que, es comun encontrarlos en suelos con altos contenidos de MO, en

concentraciones de 10° UFC: g de suelo seco. Por lo que, el tamafio de la



comunidad dependera del tipo de suelo, particularmente de sus caracteriscas
fisicas, contenido de MO y de pH (Tate, 2000) (Franco-Correa, 2008). Sin
embargo, también se encuentra en ambientes acuaticos, dulces y marinos
(Leiva et al., 2004).

Dentro de sus caracteristicas particulares presentan un olor tipico a
suelo hiumedo por la produccion del metabolito llamado geosmina (Ben-Omar et
al., 1997), adicionalmente presentan una actividad metabdlica alta, debido a
gue producen terpenoides, pigmentos y enzimas extracelulares. Se encuentran
en suelos de casi todos los tipos. Los principales géneros que se aislan de la
mayoria de los suelos son Nocardia spp., Micromonospora spp. y Streptomyces
spp., presentes como conidias o hifas vegetativas. Sin embargo, los métodos de
aislamiento convencionales muestran que el 95 % de los actinomicetos a partir
de suelo pertenecen al género Streptomyces (Lacey, 1973).

Los actinomicetos tienen la capacidad de producir enzimas
biodegradativas como quitinasas, peroxidasas y otras, involucradas en el
micoparasitismo de estos microorganismos, lo cual les confiere el potencial de

ser usados como agentes de control biologico.

Ubicacién taxondmica de los Actinomicetos Bergey's (1957)
Reino: Procariota
Clase: Actino bacteria
Subclase: Actinobacteridae
Orden: Actinomicetales
Familia: Streptomycetaceae

Género: Streptomyces
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Cuadro 2. Clasificacion de los actinomicetos de acuerdo con
Stackebrandt et al., (1997).

Sub-orden Familia
Micrococcineae Micrococcaceae,
Brevibacteriaceae,
Cellulomonadaceae,Dermabacteria
ceae, Dermatophilaceae,
Intrasporangiaceae, Jonesiaceae,
Microbacteriaceae,
Promicromonosporaceae
Actinomycineae Actinomycetaceae
Frankineae Frankiaceae, Acidothermaceae,
Geodermatophilaceae,
Microsphaeraceae,
Sporichthyaceae
Propionibacterineae
Propionibacteriaceae,
Nocardioidaceae

Propionibacterineae Propionibacteriaceae,
Nocardioidaceae

Streptomycineae Streptomycetaceae

Corynebacterineae Corynebacteriaceae, Dietziaceae,

Gordoniaceae, Mycobacteriaceae,
Nocardiaceae, Tsukamurellaceae

Micromonosporineae Micromonosporaceae
Streptosporangineae Streptosporangiaceae,
Nocardiopsaceae,
Thermomonosporaceae
Pseudonocardineae Pseudonocardiaceae
Glycomycineae Glycomycetaceae
Diversidad

Los actinomicetos se encuentran asociados a la MO. Los suelos alcalinos
y neutros son favorables para el desarrollo de esta bacteria, el rango de pH
optimo de estos microorganismos se encuentra entre 6.5 y 8.0. Al ser aerobios
crecen favorablemente en suelos bien aireados y secos. Los suelos muy
hamedos (>80 %) son perjudiciales para su desarrollo (Farfan y Gutiérrez,
2009).
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Caracteristicas micro- y macroscopicas

En la actualidad, los actinomicetos se encuentran incluidos en el grupo
de las bacterias, debido a varias razones: su pared celular esta compuesta por
peptidoglicano y polisacaridos (Titus y Pereira, 2007; Leveau y Boulx, 2000),
son sensibles a los antimicrobianos y a la lisozima, presentan resistencia a los
antifingicos y la disposicion de su material genético es tipicamente procariota,
por poseer flagelos (Salazar et al., 1997), aunque se caracterizan por presentar
un alto contenido de guanina y citosina en su ADN, siendo este superior al 55
%. Estas bacterias son aerobias y anaerobias. Son heteromorfas, por lo cual
pueden utilizar fuentes de carbono simple, complejos y compuestos
moleculares organicos tales como acidos, azucares, polisacaridos, lipidos,
proteinas e hidrocarburos alifaticos. Utilizan como fuentes de nitrégeno al
amonio, nitratos, aminoacidos, peptonas y un gran numero de proteinas
(Leveau y Boux, 2000). Los azucares presentes en la pared celular de los
actinomicetos son arabinosa y galactosa (Hidrin et al., 2001).

El ciclo de la vida de los actinomicetos comprende cuatro importantes
procesos fisioldgicos: crecimiento vegetativo, diferenciacién, senescencia
celular y muerte. Tienen la capacidad de formar filamentos ramificados en
alguna de sus etapas de crecimiento, atributo que permite diferenciarlas de
otras bacterias Gram positivas (Goodfellow y Williams, 1983). En un ciclo tipico
de crecimiento, las esporas se convierten en hifas filamentosas alargadas, que
crecen dentro y encima de la superficie de nutrientes. Las hifas se ramifican y
aparece el micelio que se forma gradualmente, ésta fase es conocida como
vegetativa de crecimiento. El crecimiento filamentoso de los actinomicetos, esta
condicionado por las propiedades elasticas de las paredes celulares y las
propiedades fisicas ambientales. Las fase vegetativa esta seguida por una
segunda fase de crecimiento aéreo, la cual puede estar acompafada por la
produccion de antibiéticos, en donde se genera una elongacion de hifas
constituyendo estructuras helicoidales y una division final formando esporas, las

cuales componen al ciclo de crecimiento vegetativo (Gorley y Tabor, 2002). El
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crecimiento de los actinomicetos es mas lento en comparacién con otras
bacterias, debido a que el tiempo de multiplicacién en el cultivo oscila entre 2 y
3 h (Leveau y Boulx, 2000).

La diversidad morfoldgica de estos microorganismos varia desde formas
cocoides o0 bacilares hasta la formacion de un micelio bien desarrollado,
algunos géneros pueden formar un micelio complejo generado de esporas
envueltas en un esporangio, razén por la cual estas bacterias se desarrollan
sobre un medio sélido, una masa de hifas que comprende el micelio de sustrato
y el micelio aéreo. La apariencia correosa y pulverulenta de las colonias se
debe a la produccion de conidias o esporas. Los actinomicetos abarcan una
gran proporcién de la biomasa microbiana presente en el suelo, a excepcion de
aguellos que presentan condiciones extremas, por esta razon, el suelo es el
mayor reservorio de aislamientos; sin embargo, la disponibilidad de nutrientes
constituye un factor que controla su abundancia (Goodfellow y Williams, 1983).
La mayoria de los actinomicetos aislados del suelo pertenecen al género
Streptomyces, siendo los geéneros que mas facilmente crecen en medios
sintéticos. Estos han sido ampliamente estudiados por la industria farmacéutica
debido a su produccién de antibiéticos (Gorlely y Tabor, 2002). Las bacterias de
este género, son aerobias estrictas, catalasa positiva y no se colorean,
necesitan de una tincién diferente a la de Ziehl-Neelsen para poder ser
observadas microscopicamente, crecen en la superficie de medios simples o
complejos (medios de Sabouraud, Bannett, Lowenstein-Jensen), forman
filamentos ramificados (hifas) aéreos, poseen cadenas de conidias que no se
fragmentan. Solo Streptomyces, Nocardia, Actinomadura y Nocardiopsis forman
micelio aéreo en los cultivos (Hidrin et al., 2001). En medios artificiales
muestran crecimiento entre 2 y 10 d post-incubacién a 25 ‘C, aunque algunos
pueden desarrollarse entre los 27 a 55 'C, los cuales son muy importantes en la
transformacién de diversos residuos organicos en el proceso de compostaje.
Las colonias presentan aspecto ceroso, pulverulento, de color blanco grisaceo,
comun en la mayoria de los Streptomyces, variando de color crema a negro,

como sucede con S. somallensis. Sin embargo, estos aspectos no son
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especificos y dependen de las condiciones de cultivo (Hidrin et al., 2001). Cabe
resaltar que las especies del género Streptomyces presentan una esporulacion
significativa en comparacion con otros actinomicetos (Park et al, 2002; Titus y
Pereira, 2007).

La presencia de estas bacterias filamentosas y el resto de la microflora
del suelo, generan una importante influencia en la fertilidad y por ende en la
salud de la planta, estimulando su crecimiento e incrementando su area de
absorcion superficial de su sistema radicular. Estos microorganismos son
capaces de colonizar la rizosfera, ayudan a la planta en la obtencion de
macronutrientes vitales, tales como fosforo, nitrdgeno y potasio a partir del
suelo. De ahi radica la su importancia, dado que la productividad y
sostenibilidad de los sistemas agricolas son en gran parte dependientes de los
procesos funcionales de las comunidades microbianas del suelo (Jahansson et
al., 2004; lkeda et al., 2006).

Identificacién por medio de pruebas bioquimicas

Los métodos bioquimicos que se han utilizado en la identificacion de los
actinomicetos son: cromatografia en papel para el andlisis de aminoéacidos,
azucares de utilidad diagnéstica y acidos micadlicos, cromatografia en capa fina
en el analisis de componentes de pared celular, cromatografia de gases con
espectrometria de masas para el analisis de acidos grasos de pared celular y
cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC por sus siglas en inglés) en el
analisis de acidos micolicos (Lechevaliery Goodfellow, 1989). En los ultimos
afos se le ha dado gran énfasis a este Ultimo método analitico. En 1986, Butler
et al. desarrollaron un meétodo para el analisis de micolatos de p-
bromofenancilo, los cuales son detectados por su patron de absorbancia
ultravioleta (254 nm), logrando diferenciar los patrones cromatograficos de
acidos micolicos de los géneros Corynebacterium, Rhodococcus, Nocardia y
Mycobacterium. Posteriormente, esta metodologia permitié la diferenciacion de
las especies Rhodococcus, Nocardia y Mycobacterium (Butler y Kilbum,

1987,1988). Debido a esto, fue posible el establecimiento de un esquema de
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diferenciacion de los &cidos micdlicos de especies de micobacterias mediante la
comparacion del tiempo de retencion relativo de los picos y la relacion de
alturas de éstos, permitiendo la obtencion de patrones representativos de
micolatos de p-bromofenancilo para cada especie (Butler et al., 1991; Jost et al.,
1991- Butler and Thibert et al., 1992). En 1995 utilizando el HPLC en la
determinacién de derivados fluorescentes de acidos micélicos (micolatos de
6,7-dimetoxicumarina), se lograron identificar especies del género
Mycobacterium directamente en muestras clinicas sin someterlas a cultivo,
gracias a que la fluorescencia aument6 considerablemente la sensibilidad del
analisis (Jost et al., 1995). Recientemente se ha descrito una relacion
exponencial entre el area total de los picos cromatograficos identificados como
acidos micdlicos (ATAM) en un cultivo de M. tuberculosis y las UFC/mL
obtenidas, mediante el método tradicional de conteo en placa después de
incubar un minimo de 3 semanas en medio Middlebrook 7H10 (Garza-Gonzalez
et al., 1997).

El uso de técnicas moleculares para la deteccion de actionomicetos en
diferentes ambientes, ha mostrado la presencia de organismos de la clase
actinobacteria que no han podido ser aislados por técnicas tradicionales de
cultivo. Cientos de estos organismos no han sido identificados especificamente
y la posicion filogenética de algunos subgrupos, muestra que su divergencia
corresponde con la de los géneros tradicionales de actinomicetos, indicando
una estructura rica en organismos de ésta clase y no cultivable en suelos
(Rheims et al., 1999).

Requerimientos nutricionales para su crecimiento

En medios de cultivo artificiales semi-selectivos es importante que
contengan fuentes de carbono y nitrégeno, en cantidad suficiente para permitir
un crecimiento adecuado de los actinomicetos. Los medios de cultivo mas
utilizados para el aislamiento del género Streptomyces y géneros relacionados,
son medios con quitina, agar-almidon-caseina y agar-glicerol-arginina dado que
contienen elementos como fosforo, potasio, magnesio, azufre e hierro. A estos

medios se le afaden antibioticos como ciclohexamina, nistatina o acido
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nalidixico, para eliminar hongos y bacterias Gram negativas (Williams vy
Wellington, 1983).

Condiciones 6ptimas para su desarrollo

La adicion de MO a los suelos, estimula la multiplicacion y actividad de
los actinomicetos. Los suelos alcalinos y neutros son los mas favorables para
su desarrollo. Cabe sefialar que por debajo de pH 5.0 no se desarrollan. Al ser
aerobios principalmente se desarrollan favorablemente en suelos con suficiente
aireacion, sin mucha humedad, siendo perjudicial para su desarrollo una
humedad por arriba del 80%. Los géneros Streptomyces spp., Nacordia spp.y
Micromonospora spp., son los mas frecuentemente encontrados en el suelo
(Titus y Pereira, 1999).

La mayoria de los actinomicetos crecen en medios de cultivo artificiales
semi-selectivos como agar nutritivo (AN), agar tripticasa soja (ATS), agar
sangre (AS) o agar infusion cerebro-corazén (AICC). Sin embargo, para la
diferenciacion y el desarrollo de esporas y/o pigmentos se necesita de medios
suplementados con quitina coloidal, extracto de levadura avena, almidén con
sales inorganicas, agar con determinados polisacaridos como fuente de
carbono, y extracto de levadura o peptona. Por ejemplo, las colonias de algunas
especies de Streptomyces que crecen como colonias duras, brillantes y pélidas
en AN; en medio de avena o sales inorganicas como almidén pueden crecer
como colonias amarillas brillantes con micelio aéreo pulverulento blanco
(Bergey et al., 2000).

El crecimiento de las colonias de actinomicetos en medio sélido se
observa a los 3 0 4 d de incubacién, pero el micelio aéreo maduro con esporas
puede observarse entre 7 a 14 d y en algunas cepas en mas de 30 d de
incubacion. El crecimiento de los actinomicetos en medios liquidos
estacionarios, se restringe a la formacion de una pelicula en la superficie o
quizas a la formacion de un sedimento algodonoso, dejando el medio liquido
transparente. Para el crecimiento en medios liquidos, se recomienda la

agitacion a velocidades de 200 a 250 rpm con la finalidad de suministrar la
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mejor aireacion, a diferencia de las bacterias no filamentosas (Prescott, 2002).
Los actinomicetos, se caracterizan por no producir mucolisacdridos como otras
mixobacterias (Ben-Omar et al., 1997), de ahi la apariencia seca y no cremosa

de las colonias en placas con agar.

Ecologia de los actinomicetos

Son microorganismos muy ubicuos que se encuentran en la mayoria de
los sustratos naturales, ampliamente distribuidos en una gran diversidad de
hébitats, con diferentes tipos de suelo, agua salada y dulce, aire, estiércol,
fango de los rios y fondo de los lagos. Son saprofitos y algunas especies
pueden causar enfermedades en plantas, animales domésticos y al hombre
(Martin, 1981).

Los actinomicetos son organismos de lento crecimiento que no compiten
eficientemente con bacterias u hongos de rapido crecimiento por el carbono
disponible en el suelo. Sin embargo, son microorganismos importantes en la
mineralizacion del carbono y nitrdgeno y en la descomposicién de la MO
presente en el suelo debido a la presencia de enzimas hidroliticas y
ligninoliticas, mineralizada en el suelo (Sylvia, 1998).

Métodos de evaluaciéon antagonica

Las posibles interacciones entre poblaciones microbianas pueden ser
negativas (competencia y amensalismo), positivas (comensalismo, sinergismo y
mutualismo), y/o positivas para una y negativas para la otra (parasitismo y
depredacion).

Entre los mecanismos de accién que utilizan los microorganismos
antagonistas se encuentran, la antibiosis, competencia, parasitismo, lisis celular
y resistencia inducida en el hospedero (Fig. 1). Segun Farfan-Ayala y Gutiérrez-
Trivifio (2009), el proceso de antibiosis se da cuando un organismo antagonista
inhibe o destruye a otro, por medio de la produccion metabdlica de moléculas
toxicas volatiles y enzimas liticas, las cuales disuelven o dafan polimeros

estructurales como la quitina y 3-1,3-glucanos de la pared celular de la mayoria
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de los hongos fitopatébgenos, produciendo un efecto adverso sobre su
desarrollo, actividad metabdlica y diferenciacion.

En este proceso, no se requiere contacto directo entre el microorganismo
antagonista y el patdgeno, debido a que el efecto es generado por el antibiotico;
razén por la cual, la inhibicién del crecimiento del fitopatégeno puede continuar,
incluso después de la muerte del antagonista. Por el contrario, el parasitismo
involucra el contacto directo entre el hospedero y el parasito, este Ultimo sustrae
todos los nutrientes necesarios del hospedero para su desarrollo e involucra la

produccién de enzimas hidroliticas que degradan la pared celular.
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Figura 1. Métodos de evaluacion antagénica (Atlas et al. 2008).

La lisis celular, genera la degradacién enzimatica total o parcial de la
pared celular del patdogeno, causando la inhibicion del crecimiento microbiano.
Asi mismo, las plantas pueden sintetizar enzimas hidroliticas, inducidas por el
ataque de hongos fitopatdgenos o por la presencia de sustancias quimicas
como el etileno. Los hongos secretan enzimas de este tipo de manera

consecutiva o inducida, causando la hidrélisis de la pared celular de otros
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hongos o de su propia pared celular cuando en el medio de cultivo se
encuentran como Unica fuente de carbono (Farfan-Ayala y Gutiérrez-Trivifio,
2009).

Mecanismo de accién

En el caso de Streptomyces spp., el micelio solubiliza los restos
organicos del medio en el que crece, debido a las enzimas quitinoliticas que
segrega de las colonias, la cual se le conoce como “micelio sustrato” (Charter,
1984). Una vez formado el micelio sustrato, comienza a degradarse y estos
productos de degradacion sirven de nutrientes para el desarrollo de las hifas
aéreas (micelio aéreo). Posteriormente, estas hifas comienzan a plegarse, se
enrollan y subdividen mediante la formacion de septos, dando lugar a las
esporas, donde cada espora contiene una copia Unica del genoma. Las esporas
maduran y adquieren una coloracion grisacea y posteriormente se liberan al
medio, culminando asi su ciclo. Presentan una pared engrosada hidrofébica que
los protege contra la desecacion y les permite dispersarse en el medio, al igual

que otros microorganismos (Gonzalez-Champarro, 2002).

Metabolitos bioactivos que le confieren su antagonismo

La gendmica de los actinomicetos ha sido una herramienta que debido a
su potencial ha favorecido el descubrimiento de enzimas, asi como también de
rutas metabdlicas (Barona, 2007). Los metabolitos secundarios y sustancias
inhibitorias, son los encargados de la actividad antagonica, particularmente por
la produccion de estreptomicina, y la uromicina producidas por Streptomyces
spp. (Hawker, 1964; Broch et al., 1987; Caicedo-Parra, 2012). Existen otros
metabolitos difusibles que activan la esporulacion como la biosintesis de
sustancia antibidticas como la pamamicina, que ademas de ser antibidtico
acelera la formacion del micelio aéreo de Streptomyces spp. (Charter, 1989;
Kondo et al.,, 1988).
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Técnicas rapidas para su identificacion

Los actinomicetos son identificados inicialmente con base en sus
caracteristicas morfolégicas y a sus reacciones bioquimicas. Algunas bacterias
pueden ser identificadas con pruebas serologicas y/o de susceptibilidad a
bacteri6fagos. Sin embargo, existen otros métodos més sofisticados tales como
la determinacion de los rangos de bases de ADN, gel de electroforesis de
proteinas celulares, analisis de la pared celular, cromatografia de gases e
hibridacién de ADN, entre otros (Pickup y Saunders, 1990; O’Donell y Hopkins,
1993; Prosser, 1994; van Elsas y Smalla, 1997).

Debido a la gran diversidad de actinomicetos, se recomiendan pruebas
basicas que determinen si son fototroficas, quimiototrofas, heterétrofas o bien si
utilizan carbohidratos por oxidacion o fermentacion. Estas caracteristicas junto
con otras, tales como la forma y tamafo de la célula, reacciones de Gram,
movilidad, requerimiento de oxigeno, produccion de endosporas, reacciones de
oxidasas Yy catalasas, formacion de capsulas y presencia o ausencia de cuerpos
de inclusién, pueden indicarnos un esquema adecuado de identificacion
(Hebert, 1982; Lynch, 1983; Richards, 1987).

Método de aplicacién en campo

Algunos actinomicetos han sido descritos como agentes de control
biolégico por la capacidad de producir enzimas biodegradativas tales como
quitinasas, glucanasas, peroxidasas entre otras (Tokata et al., 2002). En
particular, los del género Streptomyces por ser capaces de ejercer un biocontrol
sobre hongos fitopatdgenos, como Alternaria sp., Botrytiscinerea y Rhizoctonia
solani, (Montesinos, 2007). También promueven la nodulacion y ayudan a los
bacteriodes de Rhizobium, a la asimilacion de hierro, fijacion de nitrégeno en
leguminosas, contribuyendo indirectamente a la promocion del crecimiento
vegetal (Tokata et al.,, 2002). Otros géneros como Frankia spp., han sido
reportados como fijadores de nitrogeno atmosfeérico (Valdés et al., 2005).
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Fusarium sp.

Fusarium, es un género de hongos filamentosos moniliaceos (hialinos)
de distribucion cosmopolita, usualmente saprofitos del suelo, asociados a la MO
en descomposicion e insectos, ademas de ser un parasito facultativo de un
amplio rango de plantas hospederas (Giani, 1997; Tosti et al., 2000; Summerell
et al, 2001).

La identificacion de éste género, se determina mediante sus
caracteristicas morfolégicas macro- y microscopicas. Sus colonias crecen
rapidamente y presentan diversidad de colores (blanco, rosado pélido, rojo,
anaranjado, purpura, celeste, verde aceituna, pardo 0 no presenta
pigmentacién), aunque en el reverso puede presentar una densidad alta o baja,
algodonosa y los pigmentos que difunden en el agar suelen variar de tonalidad
con el pH (Sumerell et al, 2001; Carrillo, 2007).

La forma y tamafio de las esporas son las caracteristicas principales para
su reconocimiento, las esporas estan dispersas en el micelio aéreo, en
esporodoquios 0 masas limosas. Las macroconidias son curvadas, multi-
septados, con una célula basal apical mas o menos puntiaguda y en muchas
especies, con una célula basal en forma de pie. Las microconidias son
comunmente unicelulares, elipsoidales, fusiformes, claviformes, piriformes o
sub-globosas, similares en ancho a las macroconidias, con una base
redondeada o truncada, por lo general formando cabezuelas mucosas, pero en
algunas especies en cadenas basipétalas. Cabe sefialar, que no siempre se
producen ambos tipos de esporas (Moore, 1996; Alexopoulos et al., 1996;
Agrios, 2005).

En algunos casos, los conidioforos constan de una célula conididogena,
pero en otros estan ramificados y/o verticilados. Las monofialides producen
conidias desde una sola abertura y en las polifidlides surgen desde mas de una

abertura en la misma célula (Booth, 1971).
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Figura 2. Estructuras microscépicas de Fusarium sp.

La presencia de una célula basal con forma de pie en las macroconidias,
se considera caracteristica de Fusarium pero varios géneros de Coelomycetes
también la presentan. A su vez, pocas especies de Fusarium presentan
conidias pluriseptadas sin célula basal y son llamadas mesoconidias (Seifert,
2001). Algunas especies presentan clamidosporas terminales, laterales o
intercalares, a veces en cadenas. Las células conidiales ocasionalmente se
transforman en clamidosporas. Algunas especies también forman esclerocios
irregulares, de color beige, ocre, pardo o gris oscuro.

El micelio es ralo o denso, algodonoso, como un filtro 0 con una zona
central de funiculos, pero en algunos casos es limoso. Los pigmentos que
difunden en el agar suelen variar de color o tono con el pH. Algunas especies
presentan zonas concéntricas de distinta morfologia macroscépica debido a la
secuencia luz obscuridad (Seifert, 2001).

Los teleomdrfos producen peritecios y pertenecen a los géneros
Cosmospora spp, Gibberella spp, Nectria spp (Albonectria, Haematonectria),
Monographella spp y Plectosporium spp (Samuels et al., 2001). La mayoria de

las especies son heterotalicas.

22



MATERIALES Y METODOS

Sitio experimental
El trabajo se llevd acab6 en el Laboratorio “Fisiologia de Poscosecha,
Patologia Vegetal y Control Biologico” del Centro de Investigacion en
Alimentacion y Desarrollo, A.C. (CIAD), Unidad Cuauhtémoc, Chihuahua.

Recoleccion de muestras
La recoleccion de muestras se realiz6 en los cuatro principales
municipios productores de manzano del estado de Chihuahua (Cuauhtémoc,
Bachiniva, Namiquipa y Guerrero), para lo cual se tomaron en cuenta cinco
huertos, muestreando de 800-900 g de suelo asociado a la rizosfera de cinco
arboles por huerto, posteriormente se realizaron muestras compuestas (250 g),
obteniendo un total de 20.

Cuadro 3. Sitios de recolecta de muestras de suelo en huertos de manzano en
el estado de Chihuahua.

Municipio Huerto Localizacion

Picacho lote 7 28°29'27"LN; 106°40'08"LO; 2020 msnm

Picacho lote 6 28°29'31"LN: 106°39'45°LO; 2017 msnhm
Picacho lote 1-A

Cuauhtémoc . 28°29'23"LN; 106°39'07" LO; 2025 msnm
c%%%% g&:irﬁﬁ?i) 28°26'40"LN; 106°59'18" LO; 2130 msnm
28°33'49"LN; 106°54'24" LO; 1995 msnm
San Joaquin 28°51'58"LN; 107°15'57" LO; 1991 msnm
Rosy (SJ2) 28°51'45"LN; 107°16'08" LO; 1984 msnm
Bachiniva Betty (SJ3) 28°51'29"LN; 107°16'17" LO; 1977 msnm
Manuel (SJ4) 28°51'10.69"LN; 107°15'39" LO; 1979 msnm
La Ciénega 28°46'52"LN; 107°15'21" LO,; 2009 msnm
Carlos Marquez 29°11'2.6"W; 107° 25' 14" LO; 1877 msnm
Manuel Rivera 29°08' 53"LN; 107° 23' 34" LO; 1868 msnm
Namiquipa Reyes Nevarez 1 29°10' 31" 107°22' 27" LO; 1900 msnm
Reyes Nevarez 2 29°09' 32"LN; 107° 23' 10" LO; 1873 msnm
Reyes Nevarez 3 29° 08' 59"LN; 107° 23' 30" LO; 1889 msnm
El Encino 28°33' 23"LN; 107° 27' 21" LO; 2084 msnm
El Tanque 28°33' 36"LN; 107° 27' 23" LO; 2082 msnm
Guerrero Tres Compadres 280 32'5.9"LN; 107° 27' 09.9" LO; 2099msnm
Ing. Gameros 28° 31' 58"LN; 107° 26' 57" LO; 2096 msnm

Las Margaritas ( los 56) 28° 33" 31"LN; 107° 29' 37" LO; 2012 msnm



Aislamiento de actinomicetos

Se utilizaron 10 medios de cultivo artificiales semi-selectivos para el

aislamiento de actinomicetos (Cuadro 4).

Cuadro 4: Medios semi-selectivos usados para el aislamiento de actinomicetos
a partir de muestras de suelo de huertos de manzano del estado de Chihuahua.

Medio Descripcion’ Marca/ Autor/afo
Fabricante
Czapek Agar con Sacarosa, 30 g; Agar, 159 SIGMA Atlas, 2010
20% azucar NaNO3 3 g; K;HPO,4 1 g
KCIl, 0.5 g; MgSO4(7H;0), 0.5 g;
FeS0,4(7H,0), 0.01g
Czapek-Peptona Sacarosa, 30 g Agar, 159 Atlas, 2010
agar Peptona, 5 g KNO3; 2 g Extracto de
Levadura, 2 g
KCl, 0.5 g,MgS0O4(7H,0), 0.5 g,
FeSO,7H,0, 0.01 g
Glicerol Glicerina Agar, 15 g,Glicerina, 2.5 g Atlas, 2010
Agar K,HPO,, 1 g,NaCl, 1 g
CaCOg;, 0.1 g, FeSO,, 0.1 g, MgSOy,
0.1 g, Glicerol, 20 Ml
Agar Banett Extracto de levadura, 1.0 g, Extracto de McClung
carne, 1.0 g (1949)
N-Z amina A, 2.0 g, (caseina digerida;
Sheffied Farms), Agar, 15.0g
Glucosa, 10.0 g, Agua destilada
Agar-Nutritivo- Extracto de carne, 3.0 g, Peptona, 5.0 McClung
Glicerol g, Agar, 15.0 g, Glicerol, 20.0 g (1949)
Agua destilada,
Gauze’s Medium Agar, 30 g, Maicena, 20 g Atlas, 2010
No 1l KNOs, 1.0 g, K;HPO,, 0.5 g, MgSO,,
0.5g, NaCl, 0.5 g, FeS0O,4, 0.01 g
GYM Agar, 12 g, Extracto de malta, 10 g, Atlas, 2010
Streptomyces Glucosa, 4 g
Agar Extracto de levadura, 4 g
CaCOs, 29
Oatmeal Agar Agar, 15¢g Atlas, 2010
Harina de avena 20, g
Medio de Ashby  Sacarosa, 20 g, CaCl,, 0.2 g, KH,PQOy, Atlas, 2010
1 g, MgSQO,, 0.2 g, FeSO,, 0.005 g,
NaCl, 0.2 g, Agar, 15 g
Agar jugo de Jugo vegetal V8, 180 mL Corbaz et
vegetales “Medio Carbonato de calcio, 2.0 g al., (1963)

V8-agar”

Agar, 21 g, Agua destilada,

Nota: *Proporciones usadas para preparar 1L.
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Siembra por difusion en placa de muestras de suelo

Se realizaron seis diluciones seriadas (1:10), en tubos de ensaye con 9
mL de agua peptonada estéril, se agrego 1 g de suelo (previamente tamizado) a
la solucién madre, se tomaron 50 uL de las diluciones (cuatro, cinco y seis) (Fig.
3), para ser sembradas por medio de la técnica de difusion en placa en cajas de
Petri de 90 mm, las cuales contenian medios de cultivo artificiales semi-

selectivos para el aislamiento de los actinomicetos.

Figura 3. Seis diluciones de 10° siembra en placa de 50 pL.

Purificacion de actinomicetos

Los microorganismos con apariencia de actinomicetos (caracteristicas
macroscopicas) que crecieron en los medios de cultivo artificiales semi-
selectivos, fueron aislados en papa-dextrosa-agar (PDA), e incubados en una
camara de crecimiento ambiental a 28°C durante 10-12 d para permitir su

crecimiento.

Evaluacion de actividad antagdnica de actinomicetos

Los actinomicetos se confrontaron in vitro contra el hongo fitopatdgeno
Fusarium sp., (aislado 97), previamente identificado (Figura 4), del cepario del

Laboratorio de Fisiologia de Poscosecha, Patologia Vegetal y Control Bioldgico.
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De acuerdo con la metodologia descrita por (Castillo, 2001), se colocaron
explantes del antagonista de 5 mm de didmetro, los cuales fueron colocados en
los cuatro puntos cardinales, en cajas de Petri con PDA, se dejaron crecer por
10 d, en el cual se coloco el patégeno en el centro de la caja (Fig. 6).

Figura 4. Caracteristicas macroscopicas, (1) de Fusarium sp., desarrollada en

PDA durante siete dias, (2) microscopicas.

Fusarium sp. C-97.

Figura 5. Ejemplo del crecimiento del antagonista después de 10 d de

crecimiento en el medio de cultivo artificial semi-selectivo Czapek Agar con 20%

de azucar.
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Figura 6. Confrontacion In Vitro de los aislados de actinomicetos contra el

asilado Fusarium sp.

Identificaciéon macroscépicay microscépica

La identificacion macroscopica, se realizO0 de acuerdo con las
caracteristicas particulares de actinomicetos tales como coloracion,
pigmentacién de medio, crecimiento, textura, (polvosa, algodonosa) entre otras
(Duncan y Quintana, 2008).

Para la identificacion microscopica de los actinomicetos, se empleé la
tincion de Gram (Hans Cristian Gram, 1884), usada para la identificacion de
bacterias. La cual, consiste en tomar una pequefia porcion del material biolégico
y colocarlo en un portaobjeto, teflidos con los reactivos: cristal violeta de 1 a 2
gotas hasta cubrir la muestra por un minuto, se lavé con agua destilada, lugol
de 1 a 2 gotas por un minuto y fue lavado nuevamente con agua destilada y
alcohol-acetona por 10 s para eliminar el excedente de yodo, se le coloco
safranina de 1 a 2 gotas por 30 seg y lavar con agua destilada (Fig. 7).
Finalmente secado y observado al microscopio compuesto (Carl Zeiss) a
1000X.
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Figura 7. Preparacion fija de actinomicetos, a) toma de una porcion de material
biolégico, b) aplicacion del cristal violeta, c¢) lavado con agua destilada (en cada
aplicacion de colorante), d) aplicaciéon de lugol, e€) lavado con la solucién de
alcohol-acetona, f) aplicacion de safranina.

Analisis estadistico

Los datos obtenidos a partir de las confrontaciones de los actinomicetos contra
el patégeno. Tales como el halo de inhibicién ejercido por el actinomiceto al
patégeno y el porcentaje de inhibicion del crecimiento radial (PICR) del hongo,
fueron analizados mediante un andlisis de varianza (ANVA) y una prueba de
comparaciéon de medias por Tukey (P < 0.05), mediante un disefo
completamente al azar, usando el programa estadistico SAS version 9.1 (SAS,
2001). Donde cada uno de los actinomicetos fue un tratamiento y una caja Petri
fue considerada como la unidad experimental.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Se obtuvieron 689 aislados de actinomicetos a partir de muestras de suelo
asociado a la rizosfera, con diferentes medios semi-selectivos (Cuadro 5). De
los cuales 218 mostraron actividad antagoénica al ser confrontados contra el
fitopatdbgeno Fusarium sp.. Los aislados Gauze’s (12, 14, 15, 29, 55, 56, 57, 58,
59, 76, 78, 84 y 87), el aislado 19 del medio GYM y el aislado 18 del medio V8,
mostraron el 100 % de PICR, dado que no se registré crecimiento micelial de
Fusarium sp., a los dias 10 y 15 después de colocar el patdgeno, resultados
similares fueron obtenidos por Fonseca (et al., 2011). Dichos aislamientos son
efectivos debido a que disminuyen sustancialmente el crecimiento de patdbgenos
y generan sustancias biocidas o antibiéticos que se difunden a través de medio
de cultivo. Los aislados con menor PICR fueron los aislados del medio V8 (120,
125, 105, 101, 81, 54, 51, 29 y 14); GYM (80, 60, 21 y 12); ASHBY (49 y 10),
Gauze's (126, 120, 110, 90, 83, 60); ANG 24, CPA (45, 33, 23y 10); CZAS (30
y 26); AB (44, 10 y 5) y GGA (35, 29, 26 y 17); Al respecto Xue, (2013),
menciona que algunas cepas de actinomicetos difieren en su capacidad

antagonica,

Caracterizacion morfoldgica de los aislados del género Streptomyces

El 75 % de los aislados de Streptomyces spp., presentaron micelio aéreo,
colonias adheridas al medio de crecimiento, secas, con diferentes colores
(Araujo, 1998) Fischer et al., 2003). Asi mismo mostraron pigmentacion con
diversas coloraciones en el anverso de la caja de Petri. Estas caracteristicas
dependen del medio en el cual se desarrollan (Cross, 1989) (Fig. 8). La

coloracién vario de beige-café a obscuro-violeta.



Figura 8. Morfologia del crecimiento macroscopica de Streptomyces sp., en los
medios de cultivo, 1) PDA'y 2) Czapek.

La morfologia microscopica de los aislados fue muy diversa, donde se
observaron cadenas septadas, en forma de espiral, recta y curva (Anexos 1 a
9), mismas caracteristicas reportadas por Sahilah, (2010) Evangelista,(2013).

De los 218 actinomicetos antagonicos del suelo asociados a la rizosfera
de arboles de manzano en el Estado de Chihuahua los aislados del municipio
de Namiquipa fueron los que mostraron mayor actividad antagoénica 207 (30.04
%), seguido por Cuauhtémoc, con 134 (19.44 %). El medio de cultivo artificial
semi-selectivo mas recomendado por Corbaz et al., (1963) y Toussaint, et al.,
(1997), para el aislamiento de actinomicetos fue el Jugo de Vegetales “V8-
Agar”. En este estudio, se aislaron 133 (19.30 %) actinomicetos con este medio,
seguido por el medio Gauze's con 131 aislados (19.01 %) (Xue et al., 2013).
Con el medio Agar Avena (Oatmeal), se lograron obtener 6 aislados (0.87%),
sin embargo, no contrasté con otros estudios, Gebreyohannes, et al., (2013),
Salazar, et al., (2014), Xiao, et al., (2002) y Marquez, et al., (2002) (Cuadro 5).
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Cuadro 5. Actinomicetos nativos del Estado de Chihuahua aislado de suelo asociados a rizosfera de arboles de manzano
con diferentes medios de cultivo artificiales semi-selectivos (2013-2014).

Medios Semi-selectivos

Municipio CZAS CPA GGA AN-G AB  GYM ASHBY V8 GOUZES OATMEAL .
Namiquipa 28(11) 21(5) 13(3) 11(3) 23(11) 22(3)  193)  38(15) 31(14) 1 207(68)
Guerrero 8(4)  91) 82 12(5) 8(2) 35(4)  14(2)  37(5)  22(7) 1 154(32)
Cuauhtémoc 5(11)  11(5) 14(5) 3(2) 6(3) 24(7)  15(6)  25(7)  31(11) 0 134(47)
Bachiniva 8(6) 12(3) 28(6) 17(8) 15(11) 20(4)  10(3)  33(12)  47(18) 4 194(71)

Total 49(22) 53(14) 63(16) 43(18) 52(27) 101(18) 58(14) 133(39) 131(50) 6 689(218)

CZAS= Czapek agar y 20% de azlUcar, CPA=Czapek Peptona y Agar, GGA=Glicerol Glicina y Agar, AN-G= Agar Nutritivo-Glicerol, AB=Agar
Banett, GYM=GYM Streptomyces Agar, ASHBY= Medio “Ashby”, V8=Agar Jugo de Vegetales V8, GOUZES=Gauzes medio No.1, OATMEAL=
Agar Avena.

*Valores mostrados entre paréntesis corresponden al nimero de aislados que presentaron antagonismo a Fusarium sp.

De los 207 aislados del municipio de Namiquipa, 68 (31.2 %) mostraron actividad antagonica contra Fusarium sp. Los
medios “V8-Agar” y Gauze’s No.1 fueron mas efectivos con 38 (18.36 %) y 31 (14.98%), aislamientos respectivamente
(Cuadro 6).
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Cuadro 6. Actinomicetos aislados de suelo asociados a la rizosfera de arboles de manzano del municipio de Namiquipa,
Chihuahua (2013-2014).

Medios semi-selectivos*

Municipio Huerto CZAS CPA GGA AN-G AB GYM  ASHBY V8 GOUZES Oé;lvl Total
Carlos Marquez  3(1) 4(0) 2(0) 1(1) 6(5) 2(2) 8(2) 6(1) 9(4) 0 41(15)
Manuel Rivera  19(8) 12(4) 5(1) 8(1) 13(4) 8(1) 3(0) 14(5) 7(2) 0 89 (26)
Namiquipa Reyes Nevarez 1 0 0 0 1(0) 0 5(0) 2(0) 9(5) 4(3) 0 21(8)
Reyes Nevarez2  2(1) 0 0 0 1(1) 5(1) 3(1) 0 6(2) 1(0) 18(6)
Reyes Nevarez3  4(1) 5(1) 6(2) 1(1) 3(1) 2(0) 3(0) 9(4) 5(@3) 0 38 (13)
Total 28(11) 21(5) 13(3) 11(3) 23(11) 22(3) 19(3) 38(15) 31(14) 1(0) 207(68)

*Los valores mostrados en paréntesis, corresponden al nimero de aislados que mostraron antagonismo a Fusarium sp., para ambos cuadros.

De los 154 aislados del municipio de Guerrero 32 (20.77 %) presentaron actividad antagénica a Fusarium sp. Los medios
GYM y “V8-Agar” fueron los medios mas efectivos con 35 (22.73 %) y 37 (24.03 %) aislamientos respectivamente
(Cuadro 7).

Cuadro 7. Actinomicetos aislados de suelo asociados a la rizosfera de arboles de manzano del municipio de Guerrero,
Chihuahua (2013-2014).

Medios semi-selectivos

Municipio Huerto Total
CZAS CPA GGA AN-G AB GYM ASHBY v8 GOUZES  AOTMEAL
El Encino 2(1) 2(1) 1(0) 4(3) 2 8(1) 2(0) 13(2) 3(1) 0 37(9)
El Tanque 5(3) 18(0) 3(2) 3(1) 4(1) 12(2) 2(0) 7(2) 3(1) 0 40(12)
Guerrero Tres Compadres 0 0 0 0 1(1) 3(0) 2(2) 5(0) 3(2) 1(0) 15(4)
Ing. Gameros 0 2(0) 2(0) 1(1) 0 4(0) 3(0) 5(0) 8(2) 0 25(3)
Las Margaritas 1(0) 4(0) 2(0) 4(0) 1(0) 8(1) 5(1) 7(1) 5(1) 0 37(4)
Total 8(4) 9(1) 8(2) 12(5) 8(2) 35(4) 14(2) 37(5) 22(7) 1(0) 154(32)
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De los 134 aislados del municipio de Cuauhtémoc, 47 (35.07 %) presentaron actividad antagonica a Fusarium sp. Los
medios Gauze's No.1 y “V8-Agar’ fueron los medios mas efectivos con 31 (23.13 %) y 25 (18.66%) aislamientos

respectivamente (Cuadro 8).

Cuadro 8. Actinomicetos aislados de suelo asociados a la rizosfera de arboles de manzano del municipio de
Cuauhtémoc, Chihuahua (2013-2014).

Medios Semi-selectivos

Municipio Huerto CZAS CPA GGA ANG AB GYM ASHBY V8 GOUZES AOTliV'EA Total
Picacho Lote 7 0 1(1) 0 0 0 2(2) 2(0) 4(1) 2(1) 0 11(4)
Picacho Lote 6 2(1) 0 5(2) 1(1) 2(1) 1(0) 3(1) 7(3) 3(3) 0 24(12)
Cuauhtémoc Picacho Lote 1-a 0 3(1) 2(0) 1(1) 3(2) 3(0) 7(4) 1(0) 7(3) 0 27(10)
2 Abajo (campo 2-a) 2(0) 2(1) 6(2) 1(0) 1(1) 13(4) 3(1) 9(0) 13(3) 0 50(12)
Campan4a) (campo 1(0) 5(2) 1(1) 0 0 5(2) 0 4(3) 6(1) 0 22(9)
Total/medio 51) 11(5) 14(5) 3(2) 6(3) 24(7) 15(6) 25(7) 31(11) 0(0) 134(47)

*Los valores mostrados entre paréntesis corresponden al numero de aislados que mostraron antagonismo a Fusarium sp.

De los 194 aislados del municipio de Bachiniva, 71 (36.60 %) presentaron actividad antagonica a Fusarium sp. Los
medios Gauze's No.1 y “V8-Agar” fueron los medios mas efectivos con 47 (24.33 %) y 33 (17.01 %) aislamientos

respectivamente (Cuadro 9).
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Cuadro 9. Actinomicetos aislados de suelo asociados a la rizosfera de arboles de manzano del municipio de Bachiniva,

Chihuahua (2013-2014).

Medios semi-selectivos

Municipio Huerto AOT Total
CZAS CPA GGA ANG AB GYM ASHBY V8 GOUZES MEAL
San Joaquin 1(1) 2(2) 12(2) 4(1) 4(4) 5(2) 3(1) 2(0) 8(0) 0 41(13)
Rosy (SJ2) 3(1) 6(0) 4(2) 9(4) 2(1) 3(0) 3(0) 2(1) 8(1) 2(0) 42(11)
Bachiniva Betty (SJ3) 0 1(0) 0 1(1) 0 8(1) 0 9(4) 11(6) 1(0) 31(11)
Manuel (SJ4) 1(1) 3(1) 0 2(1) 4(3) 0 2(2) 10(4) 9(6) 1(0) 32(18)
La Ciénega 3(3) 0 12(2) 1(1) 5(3) 4(1) 2(0) 10(3) 11(5) 0 48(18)
Total 8(6) 12(3) 28(6) 17(8) 15(11) 20(4) 10(3) 33(12) 47(18) 4(0) 194(71)

*Los valores mostrados entre paréntesis corresponden al nimero de aislados que mostraron antagonismo a Fusarium sp.
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Los resultados de la confrontacion, muestran la capacidad antagénica de los
actinomicetos contra Fusarium sp. (Lahdempera, 1987). El maximo halo de
inhibicion que se presentd en las confrontaciones fue de 38 mm (100 %) los
actinomicetos del genero Streptomyces contra Fusarium sp., resultados
similares a lo reportado por Xiao (2002) con halos de inhibicion del crecimiento
radial de patégeno de 35 mm.

Figura 9. Escala de antagonismo In Vitro de aislados de actinomicetos a)
100% de inhibicion del patégeno b) 75% de inhibicion, y ¢) 30% de inhibicion del
patdogeno. Nota: 38 mm corresponde al 100% de inhibicion del crecimiento
radial.

Los efectos antagonicos, se pudieron apreciar a los dos dias después post-

incubacion de la confrontacién (Goudjal, 2014).

De acuerdo con (Olivas, 2004) no todas las bacterias reaccionan a la tincion de
Gram, debido a la pared celular. Streptomyces sp., tiene pared gruesa y retiene
el primer colorante (cristal violeta), los géneros de Micobacterium y Nocardia
por ser de pared delgada se dificulta su identificacion con la tincion de Gram, ya
gue retiene el segundo colorante (safranina) y necesitan de la tinciéon de Ziehl-
Neelsen para poder ser identificadas y ser consideradas actinobacterias.

De acuerdo con la tincion de Gram, los actinomicetos aislados del medio Agar
Bannet (AB), resultaron positivos 26 y 1 negativo. Los aislados AB (5, 10 y 44)
fueron los que mostraron el mayor PICR con 47.4 %, 408 % y 44.1 %

respectivamente (Cuadro 10).
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Cuadro 10. Actinomicetos antagénicos a Fusarium sp., aislados en el medio de cultivos artificial semi-selectivo Agar-Bannett (AB), en el estado
de Chihuahua.

Aislado Técnica de tincién de Gram. Halo dg inh!bicién de Crecimiento radial de
Municipio Huerto Streptomyces sp. actinomicetos Fusarium sp.

Positivo Negativo (mm)’ (%) (mm)
Namiquipa HCM AB-5 v - 18.0a 47.4 20.0
Cuauhtémoc Lote 1-a AB-44 v - 16.7a 441 21.2
Namiquipa HCM AB-10 v - 15.5a 40.8 22.5
Namiquipa HCM AB-26 v - 11.7b 31.02.0 26.2
Cuauhtémoc Campo 2-a AB-48 v - 8.0c 21.1 30.0
Bachiniva SJ4 AB-42 - X 7.5¢cd 19.7 30.5
Namiquipa HCM AB-35 v - 6.7cde 17.7 31.2
Namiquipa HNR-3 AB-32 v - 6.7cde 17.7 31.2
Namiquipa SJ AB-50 v - 5.5cdef 14.5 32.5
Bachiniva Ciénega AB-15 v - 5.2cdefg 13.8 32.7
Bachiniva SJ AB-34 v - 4.5defgh 11.8 33.5
Namiquipa HRN-3 AB-16 v - 4.0efgh 10.5 34.0
Namiquipa HMR AB-49 v - 3.0fghi 7.9 35.0
Bachiniva Ciénega AB-47 4 - 3.0fghi 7.9 35.0
Bachiniva SJ AB-39 v - 3.0fghi 7.9 35.0
Cuauhtémoc Lote 6 AB-51 4 - 3.0fghi 7.9 35.0
Bachiniva SJ4 AB-11 v - 2.7fghi 7.2 35.2
Namiquipa HRN-3 AB-33 v - 2.5fghi 6.6 35.5
Namiquipa HMR AB-3 v - 2.5fghi 6.6 35.5
Bachiniva SJ AB-30 v - 2.2ghi 6.0 35.7
Bachiniva Ciénega AB-13 v - 2.2ghi 6.0 35.7
Guerrero  Tres compadres AB-22 v - 2.2ghi 6.0 35.7
Bachiniva SJ2 AB-36 v - 2.2ghi 6.0 35.7
Guerrero Tanque AB-21 v - 2.2ghi 6.0 35.7
Bachiniva SJ4 AB-9 v - 2.0hi 5.3 36.0
Namiquipa HMR AB-28 v - 2.0hi 5.3 36.0
Namiquipa HMR AB-43 v - 1.0i 2.6 37.0

*Los valores con la misma literal son estadisticamente iguales de acuerdo con Tukey (P<0.05).
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De acuerdo con la tincion de Gram, 18 de los actinomicetos aislados del medio Agar Nutritivo-Glicerol (ANG), resultaron
positivos. El aislado ANG-24 fue el que mostr6 el mayor PICR (38.2 %) (Cuadro 11)

Cuadro 11. Actinomicetos antagonicos a Fusarium sp., aislados en el medio de cultivo artificial semi-selectivo Agar
Nutritivo-Glicerol (ANG), en el estado de Chihuahua.

o o Halo de Crecimiento
Técnica de tincion de e )
Municipio Huerto Clave de actinomiceto Gram. Streptomyces sp. |nr_1|b|c:|on de radllal de
actinomycetos Fusarium sp.

Positivo Negativo (mm)" (%) (mm)
Bachiniva SJ2 ANG-24 4 - 14.5a 38.2 23.5
Namiquipa HCM ANG-21 v - 13.0ab 34.2 25.0
Bachiniva SJ2 ANG-39 4 - 13.0b 34.2 25.7
Namiquipa HMR ANG-37 v - 8.0c 21.1 30.0
Bachiniva SJ2 ANG-4 4 - 8.0c 21.1 30.0
Bachiniva SJ2 ANG-29 v - 8.0c 21.1 30.0
Bachiniva SJ ANG-9 4 - 8.0c 21.1 30.0
Bachiniva Ciénega ANG-7 v - 3.0d 7.9 35.0
Guerrero El encino ANG-33 4 - 3.0d 7.9 35.0
Bachiniva SJ4 ANG-10 v - 3.0d 7.9 35.0
Cuauhtémoc Lote 1-A ANG-5 4 - 3.0d 7.9 35.0
Bachiniva SJ2 ANG-2 v - 3.0d 7.9 35.0
Cuauhtémoc Lote-6 ANG-14 4 - 3.0d 7.9 35.0
Namiquipa HRN-3 ANG-34 v - 3.0d 7.9 35.0
Guerrero El encino ANG-23 v - 1.5de 3.9 36.5
Guerrero El encino ANG-28 4 - 1.0e 2.6 37.0
Guerrero Gameros ANG-31 4 - 1.0e 2.6 37.0
Guerrero Tanque ANG-3 v - 1.0e 2.6 37.0
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*Los valores con la misma literal son estadisticamente iguales de acuerdo con Tukey (P<0.05).
De acuerdo con la tincién de Gram, 14 de los aislados en el medio Czapek Peptona Agar (CPA), resultaron positivos. El
aislado CPA-45 fue el que mostré el mayor PICR (72.4 %) (Cuadro 12).

Cuadro 12. Actinomicetos antagénicos a Fusarium sp., obtenidos de medio semi-selectivo Czapek Peptona-Agar (CPA),
del estado de Chihuahua.

- L Halo de Crecimiento
Técnica de tincion de e ;
Municipio Huerto Clave de actinomiceto Gram Streptomyces sp. 'nh'b'C'Qn de rad|.al de

actinomicetos  Fusarium sp.
Positivo Negativo (mm) (%) (mm)
Cuauhtémoc Campo 2-a CPA-45 v - 27.5a 724 10.5
Bachiniva SJ4 CPA-23 v - 23.5b 61.8 14.5
Guerrero Tanque CPA-10 v - 14.7c 38.8 23.2
Namiquipa HMR CPA-33 v - 13.2c 349 24.7
Cuauhtémoc Lote 7 CPA-11 v - 13.0cd 34.2 25.0
Namiquipa HMR CPA-30 v - 10.0d 26.3 28.0
Namiquipa HMR CPA-26 v - 10.0d  26.3 28.0
Namiquipa HMR-3 CPA-24 v - 2.5e 6.6 35.5
Cuauhtémoc Campana CPA-20 v - 2.0e 5.3 36.0
Bachiniva SJ CPA-5 v - 1.0e 2.6 37.0
Cuauhtémoc Campana CPA-2 v - 1.0e 2.6 37.0
Cuauhtémoc lote 1-a CPA-40 v - 1.0e 2.6 37.0
Namiquipa HMR CPA-50 v - 1.0e 2.6 37.0
Bachiniva SJ CPA-1 v - 1.0e 2.6 37.0

*Los valores con la misma literal son estadisticamente iguales de acuerdo con Tukey (P<0.05).
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De acuerdo con la tincion de Gram, 16 de los aislados en el medio Glicerol Glicina y Agar (GGA), resultaron positivos y 1
negativo. El aislado GGA-26 fue el que mostré el mayor PICR (82.2 %). Los aislados negativos a la tincion de Gram,
presentaron caracteristicas propias de actinomicetos, posiblemente se trate de otro género de actinomiceto diferente a
Streptomyces (Cuadro 13).

Cuadro 13. Actinomicetos antagbénicos a Fusarium sp., aislados en el medio de cultivo artificial semi-selectivo Glicerol
Glicina Agar (GGA), en el estado de Chihuahua.

Clave de Tecnica de tincion de inhl?tilc?ié(]rl]ede C?Zﬁi&iﬁgm
Municipio Huerto actinomiceto Gram. Streptomyces sp. actinomicetos  Fusarium sp.
Positivo Negativo (mm) (%) (mm)
Bachiniva SJ GGA-26 v - 31.2a 822 6.7
Bachiniva Ciénega GGA-35 v - 23.0b  60.5 15.0
Bachiniva Ciénega GGA-29 v - 18.7c  49.3 19.2
Cuauhtémoc Lote 6 GGA-17 v - 15.0d 395 23.0
Namiquipa HRN-3 GGA-62 v - 12.0de 31.6 26.0
Guerrero Tanque GGA-12 v - 11.7de 30.9 26.2
Cuauhtémoc Campo 2-a GGA-50 v - 10.7de 28.3 27.2
Bachiniva SJ GGA-18 v - 6.5f 17.1 31.5
Cuauhtémoc Campana GGA-25 v - 3.0g 7.9 35.0
Namiquipa HRN-3 GGA-34 v - 1.5g 3.9 36.5
Guerrero Tanque GGA-59 v - 1.0g 2.6 37.0
Bachiniva SJ2 GGA-61 v - 1.0g 2.6 37.0
Cuauhtémoc Campo 2-a GGA-48 v - 1.0g 2.6 37.0
Namiquipa HRN-3 GGA-46 v - 1.0g 2.6 37.0
Cuauhtémoc Lote 6 GGA-45 v - 1.0g 2.6 37.0
Namiquipa HMR GGA-42 v - 1.0g 2.6 37.0
Bachiniva SJ2 GGA-1 - X 1.0g 2.6 37.0

*Los valores con la misma letra son estadisticamente iguales de acuerdo con Tukey (P<0.05).

50



De acuerdo con la tincion de Gram, 18 de los aislados en el medio Czapek Agar con 20 % de azlcar (CZAPEK),
resultaron positivos y 4 negativos. El aislado CZAS-30 fue el que mostro el mayor PICR (54.6 %). Los aislados negativos
a la tincibn de Gram presentaron caracteristicas propias de actinomicetos, posiblemente se trate de otro género de
actinomiceto diferente a Streptomyces (Cuadro 14).

Cuadro 14. Actinomicetos antagonicos a Fusarium sp., obtenidos de medio semi-selectivo Czapek Agar con 20 % de Azlcar (CZAS), del estado
de Chihuahua.

o Clave de Técnica de tincién de Halo dg inhibicién C;Zgliglzgto

Municipio Huerto Actinomiceto Gram. Streptomyces sp. de actinomicetos Fusarium sp.
Positivo Negativo (mm)’ (%) (mm)
Bachiniva Ciénega CZAS-30 v - 20.75a 54.6 17.2
Bachiniva SJ2 CZAS-26 4 - 15.5b 40.8 22.5
Cuauhtémoc Lote 6 CZAS-27 - X 13.7¢ 36.2 24.2
Guerrero Tanque CZAS-5 4 - 12.5d 32.9 25.5
Namiquipa HMR CZAS-14 v - 28.0e 26.3 28.0
Bachiniva Ciénega CZAS-3 - X 8.0f 21.1 30.0
Guerrero El encino CZAS-6 v - 8.0f 211 30.0
Namiquipa HCM CZAS-7 v - 8.0f 211 30.0
Namiquipa HMR CZAS-15 v - 3.0g 7.9 35.0
Bachiniva SJ4 CZAS-4 v - 3.0g 7.9 35.0
Namiquipa HMR CZAS-13 v - 3.0g 7.9 35.0
Namiquipa HMR CZAS-12 v - 3.0g 7.9 35.0
Guerrero Tanque CZAS-11 - X 3.0g 7.9 35.0
Bachiniva SJ CZAS-1 4 - 3.0g 7.9 35.0
Namiquipa HMR CZAS-16 v - 3.0g 7.9 35.0
Bachiniva Ciénega CZAS-37 v - 1.0h 2.6 37.0
Namiquipa HMR CZAS-28 - X 1.0h 2.6 37.0
Namiquipa HMR CZAS-18 v - 1.0h 2.6 37.0
Namiquipa HRN-2 CZAS-17 v - 1.0h 2.6 37.0
Namiquipa HMR CZAS-20 v - 1.0h 2.6 37.0
Guerrero Tanque CZAS-19 v - 1.0h 2.6 37.0
Namiquipa HRN-3 CZAS-10 v - 1.0h 2.6 37.0

*Los valores con la misma letra son estadisticamente iguales de acuerdo con Tukey (P<0.05).
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erdo a la tincion de Gram, 50 delos actinomicetos aislados en el medio de Agar Gauze’s No.l, resultaron positivos.
Estadisticamente los mejores aislados fueron Gauz (29, 12, 58, 84, 57, 59, 15, 14, 87, 76, 55, 56, 78), de los cuales estos
mostraron un 100 % de PICR de Fusarium sp.(Cuadro 15).

Cuadro 15. Actinomicetos antagénicos a Fusarium sp., obtenidos de medio de cultivo artificial semi-selectivo Gauzes N.1 (GAUZES), en el estado
de Chihuahua.

o Clave de Técnica de tincion de Halo de inhibicion de C;Zg'ig‘l'fjgto
Municipio Huerto Actinomiceto Gram Streptomyces sp. actinomicetos Fusarium sp.
Positivo Negativo (mm) (%) (mm)
Namiquipa HRN-2 GAUZES-29 v - 38.0a 100 0
Namiquipa HRN GAUZES-12 v - 38.0a 100 0
Bachiniva Ciénega GAUZES-59 v - 38.0a 100 0
Bachiniva SJ3 GAUZES-15 v - 38.0a 100 0
Bachiniva SJ4 GAUZES-14 v - 38.0a 100 0
Guerrero El Encino GAUZES-56 4 - 38.0a 100 0
Bachiniva SJ3 GAUZES-87 4 - 38.0a 100 0
Namiquipa HMR GAUZES-58 v - 38.0a 100 0
Namiquipa HCM GAUZES-84 v - 38.0a 100 0
Cuauhtémoc Lote 6 GAUZES-78 v - 38.0a 100 0
Bachiniva SJ4 GAUZES-76 v - 38.0a 100 0
Bachiniva Ciénega GAUZES-55 v - 38.0a 100 0
Namiquipa HRN-2 GAUZES-57 v - 38.0a 100 0
Namiquipa HCM GAUZES-83 v - 31.0b 81.6 7.0
Namiquipa HCM GAUZES-110 v - 31.0b 81.6 7.0
Bachiniva Ciénega GAUZES-60 v - 28.5bc 75.0 9.5
Bachiniva SJ4 GAUZES-126 v - 26.7c 70.4 11.2
Bachiniva SJ3 GAUZES-120 v - 16.5d 43.4 215
Guerrero Gameros GAUZES-90 v - 15.5de 40.8 22,5
Namiquipa HRN-3 GAUZES-96 v - 13.0ef 34.2 25.0
Bachiniva SJ3 GAUZES-1 v - 12.5efg 32.9 25.5
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Cuadro 15. Continuacion

Cuauhtémoc Lote6 GAUZES-30 v 11.7fgh 30.9 26.2
Bachiniva SJ4 GAUZES-114 v 10.7fgh 28.3 27.2
Bachiniva SJ3 GAUZES-123 v 10.7fgh 28.3 27.2
Namiquipa HRN GAUZES-127 v 10.2fghi 27.0 27.7
Guerrero 3 Compas GAUZES-11 v 10.0fghij 26.3 28.0

Cuauhtémoc Campo 2-a GAUZES-40 v 10.0fghij 26.3 28.0
Namiquipa HRN-3 GAUZES-63 v 9.2ghijk 24.3 28.7
Guerrero 3 Compas GAUZES-51 v 9.0ikImn 23.7 29.0
Bachiniva SJ3 GAUZES-3 v 7.0ikimn 184 31.0
Bachiniva Los 56 GAUZES-50 v 7.0iklmn 18.4 31.0

Cuauhtémoc Lote 1-a GAUZES-74 v 6.7klmn 17.8 31.2
Namiquipa HCM GAUZES-73 v 6.7klmn 17.8 31.2
Namiquipa HMR GAUZES-121 v 6.0kimn 15.8 32.0

Cuauhtémoc Campo 2-a GAUZES-69 v 5.7Imn 151 32.2
Bachiniva SJ4 GAUZES-88 4 4.7mno 125 33.2
Bachiniva SJ2 GAUZES-49 4 4.2mnop 11.2 33.7
Namiquipa HRN-3 GAUZES-44 v 3.0nop 7.9 35.0

Cuauhtémoc Lote 7 GAUZES-101 v 3.0nop 7.9 35.0

Cuauhtémoc Campo 2-a GAUZES-99 v 3.0nop 7.9 35.0

Cuauhtémoc Lote 1-a GAUZES-105 v 3.0nop 7.9 35.0
Guerrero Gameros GAUZES-4 v 1.50p 3.9 36.5
Bachiniva Ciénega GAUZES-46 v 1.50p 3.9 36.5
Bachiniva Ciénega GAUZES-93 v 1.0p 2.6 37.0
Guerrero Tanque GAUZES-85 v 1.0p 2.6 37.0

Cuauhtémoc Lote 6 GAUZES-77 v 1.0p 2.6 37.0
Bachiniva SJ4 GAUZES-94 v 1.0p 2.6 37.0

Cuauhtémoc Campana GAUZES-109 v 1.0p 2.6 37.0

Cuauhtémoc Lote 1-a GAUZES-19 v 1.0p 2.6 37.0
Namiguipa HRN GAUZES-24 v 1.0p 2.6 37.0

*Los valores con la misma literal son estadisticamente iguales de acuerdo con Tukey (P<0.05).



De acuerdo con la tincién de Gram, 14 de los aislados en el medio Ashby (ASBHY), resultaron positivos. El mejor aislado
fue ASBHY-44 con un PICR de 88.1 % (Cuadro 16).

Cuadro 16. Actinomicetos antagonicos a Fusarium sp., aislados del medio cultivo artificial semi-selectivo Ashby
(ASHBY), en el estado de Chihuahua.

Técnica de tincion Halo de Creu_rment

. Clave de de Gram inhibicion de ~ 0.fadial de

Municipio Huerto actinomiceto  Streptomyces sp. actinomicetos Fussapnum
Positivo Negativo (mm) (%) (mm)
Namiquipa HRN-2 ASHBY-44 v - 33.5a 88.1 4.5
Cuauhtémoc Lote 1-a ASHBY-40 v - 25.0b 65.8 13.0
Bachiniva SJ4 ASHBY-18 v - 22.0c 57.9 16.0
Guerrero Tres Compas  ASHBY-49 v - 16.5d 434 21.5
Cuauhtémoc Lote 1-a ASHBY-10 v - 16.2d 42.8 21.7
Bachiniva SJ4 ASHBY-37 v - 10.2e 27.0 27.7
Cuauhtémoc Lote 6 ASHBY-41 v - 8.0f 21.1 30.0
Bachiniva SJ ASHBY-9 v - 3.0g 7.9 35.0
Namiquipa HCM ASHBY-21 v - 3.0g 7.9 35.0
Guerrero Los 56 ASHBY-52 v - 3.0g 7.9 35.0
Cuauhtémoc Lote 1-a ASHBY-23 v - 3.0g 7.9 35.0
Cuauhtémoc Campo 2-a ASHBY-45 v - 1.0g 2.6 37.0
Namiquipa HCM ASHBY-11 v - 109 2.6 37.0
Cuauhtémoc Lote 6 ASHBY-46 v - 1.0g 2.6 37.0

*Los valores con la misma letra son estadisticamente iguales de acuerdo con Tukey (P<0.05).
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De acuerdo con la tincion de Gram, 18 de los aislados del medio GYM Streptomyces Agar (GYM), resultaron positivos. El
mejor aislado fue el GYM-19 con un 100 % PICR (Cuadro 17).

Cuadro 17. Actinomicetos antagdénicos a Fusarium sp., aislados del medio cultivo artificial semi-selectivo GYM

Streptomyces Agar (GYM), en el estado de Chihuahua.

Técnica de tincion Halo de Crecimiento

Municipio Huerto Clave de actinomiceto de Gram mhlblc@n de radl_al de

Streptomyces sp. actinomicetos  Fusarium sp.
Positvo  Negativo (mm) (%)

Guerrero Tanque GYM-19 v - 38.0a 100 0
Cuauhtémoc Lote 7 GYM-80 v - 32.2b 84.9 5.7
Cuauhtémoc  Campo 2-a GYM-60 v - 29.5¢ 77.6 8.5

Namiquipa HCM GYM-12 v - 20.5d 53.9 17.5

Bachiniva SJ GYM-21 v - 18.0d 47.4 20.0

Namiquipa HRN-2 GYM-5 v - 9.0e 23.7 29.0
Cuauhtémoc Campana GYM-51 v - 8.5e 22.4 29.5
Cuauhtémoc  Campo 2-a GYM-61 v - 8.0e 21.1 30.0
Namiquipa HMR GYM-68 v - 8.0e 21.1 30.0
Cuauhtémoc Campana GYM-94 v - 8.0e 21.1 30.0

Guerrero El encino GYM-36 v - 8.0e 21.1 30.0

Guerrero Tanque GYM-31 v - 8.0e 21.1 30.0

Guerrero Los 56 GYM-54 v - 5.2f 13.8 32.7

Bachiniva Ciénega GYM-96 v - 5.0f 13.1 33.0

Bachiniva SJ GYM-35 v - 3.0fg 7.9 35.0
Cuauhtémoc  Campo 2-a GYM-6 v - 3.0fg 7.9 35.0
Cuauhtéemoc  Campo 2-a GYM-11 v - 3.0fg 7.9 35.0

Bachiniva SJ3 GYM-63 v - 1.0g 2.6 37.0

*Los valores con la misma letra son estadisticamente iguales de acuerdo con Tukey (P<0.05).
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De acuerdo con la tincion de Gram, 39 de los aislados del medio “V8-Agar” (V8), resultaron positivos. EI mejor aislado fue
V8-18 con 100% de PICR (Cuadro 18).

Cuadro 18. Actinomicetos antagbénicos a Fusarium sp., aislados del medio de cultivo artificial semi-selectivo “V8-Agar”
(V8), en el estado de Chihuahua.

Técnica de tincion Halo de Crecimiento
Municipio Huerto Clave de actinomiceto de Gram mhlblc@n de radl_al de
Streptomyces sp. actinomicetos Fusarium sp.
Positivo  Negativo (mm)’ (%) (mm)
Guerrero Tanque V8-18 v - 38.0a 100 0
Guerrero Tanque V8-29 v - 32.5b 85.5 5.5
Cuauhtémoc Lote 6 V8-54 v - 31.7b 83.5 6.2
Cuauhtémoc Lote 7 V8-51 v - 31.5b 82.9 6.5
Bachiniva SJ3 Vv8-101 v - 29.0b 76.3 9.0
Namiquipa HNR V8-120 v - 24.5¢ 64.5 13.5
Namiquipa HCM Vv8-81 v - 16.7d 44.1 21.2
Cuauhtémoc Lote 6 V8-52 v - 16.0de 42.1 22.0
Bachiniva Ciénega V8-14 v - 15.7def 41.4 22.2
Bachiniva SJ4 V8-23 v - 14.2defg 37.5 23.7
Namiquipa HNR V8-125 v - 13.5defg 35.5 24.5
Namiquipa HNR V8-105 v - 13.2defg 34.8 24.7
Namiquipa HMR V8-6 v - 12.0efgh 31.6 26.0
Namiquipa HMR V8-2 v - 11.7fgh  30.9 26.5
Namiquipa HRN-3 V8-42 v - 11.5gh  30.3 26.5
Namiquipa HNR V8-22 v - 11.0gh  28.9 27.0
Bachiniva SJ4 Vv8-48 v - 8.7hi 23.0 29.2
Guerrero Los 56 Vv8-107 v - 8.0hi 21.1 30.0
Bachiniva Ciénega V8-113 v - 6.0ij 15.8 32.0
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Cuadro 18. Continuacioén

Namiquipa
Bachiniva
Bachiniva
Bachiniva
Cuauhtémoc
Cuauhtémoc
Cuauhtémoc
Guerrero
Bachiniva
Bachiniva
Guerrero
Bachiniva
Namiquipa
Namiquipa
Namiquipa
Guerrero
Namiquipa
Namiquipa
Namiquipa
Bachiniva

HMR
SJ3
SJ3
SJ3

Campana
Campo 2-a
Campana
Los 56
SJ2
Ciénega
El Encino
SJ4
HNR
HRN-3
HMR
El Encino
HRN-3
HMR
HRN-3
SJ4

V8-4
V8-103
V8-104
V8-100

V8-47
V8-11
V8-56
V8-50
V8-70
V8-115
V8-34
V8-122
V8-123
V8-9
V8-64
V8-39
V8-8
V8-75
V8-87
V8-66

AN NN N U U U U N VN N U N NI

5.0ijk
3.0k
3.0jk
3.0k
3.0k
3.0k
3.0k
3.0k
3.0k
3.0k
1.0k
1.0k
1.0k
1.0k
1.0k
1.0k
1.0k
1.0k
1.0k
1.0k

13.1
7.9
7.9
7.9
7.9
7.9
7.9
7.9
7.9
7.9
2.6
2.6
2.6
2.6
2.6
2.6
2.6
2.6
2.6
2.6

33.0
35.0
35.0
35.0
35.0
35.0
35.0
35.0
35.0
35.0
37.0
37.0
37.0
37.0
37.0
37.0
37.0
37.0
37.0
37.0

*Los valores con la misma literal son estadisticamente iguales de acuerdo con Tukey (P<0.05).
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El crecimiento de Streptomyces sp., en medios de cultivo con diferentes niveles

de NaCl, altera su morfologia y comportamiento (Silva-Sousa et. al. 2008).

Los actinomicetos mostraron inhibicién a Fusarium sp., como reportan Castillo,
(2004); Lozoya et al., (2006); Villamarin, (2011); Davila-Medina et al., (2013) y
Medina et al., (2014). En los que se evaluo la capacidad antagonica de cepas
de actinomicetos contra varios patégenos como Colletotrichum sp., Rhizoctonia

solani y Phytophthora infestans.
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CONCLUSIONES

De los suelos asociados a la rizosfera de arboles de manzano, se obtuvieron
689 aislados de actinomicetos, de estos 218 mostraron actividad antagénica
para el género Fusarium sp., bajo condiciones in Vitro. La regiébn de Namiquipa
fue la que mostr6 mayor abundancia de aislados (30.04 %) y el municipio de

Bachiniva se recuperaron 32.57 % antagonistas (71) de 218 totales.

De los 10 medios de cultivo artificial semi-selectivo, utilizados en este estudio,
los mejores par el género de Streptomyces fueron “V8-Agar”, Gauze's No.1 y
GYM Streptomyces.

El 90 % de los actinomicetos resultaron positivos a la tincion de Gram. El otro
10% presente las caracteristicas macroscopicas pero no microscoépicas por lo

que pueden pertenecer a otro género.

Se obtuvo un 100% de PICR, en aislamientos en el medio de Gauze’s , V8-agar
y GYM, sin embargo Gauze's obtuvo el mayor porcentaje de antagonistas con
100 % d inhibicién (26 %).

Para la confrontacion in vitro de actinomicetos con patdgenos es recomendable

la utilizacion de medio Czapek para favorecer el desarrollo del actinomiceto.

Los actinomicetos que resultaron con el 100% de inhibicion pueden ser
probados como promotores de crecimiento vegetal, lo que constituye un
beneficio adicional en su utilizacion por los productores agricolas de la regién

de Namiquipa y Bachiniva.
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APENDICE

ANEXO 1:

Cuadro 19. Morfologia Macro y Microscopica de actinomicetos aislados de huertos
de manzano en medio de cultivo artificial semi-selectivo Agar Banett (AB), del
Estado de Chihuahua.

“Agar Banett” AB (Mc Clung, 1949)
Aislados Caracteristicas macroscoépicas Caracteristicas microscépicas
Crecimiento
superficial-

extendido, N BA
32 coloracion inferior \(Xeﬁ‘
café-crema, superior /
gris-blanco, polvosa, M
con exudado. '
Crecimiento | 4
superficial,

coloracién amarillo,
30 rugosa, seca. * F

Crecimiento
superficial,
coloracion inferior
naranja-amarilla,
superior blanca,
polvosa,
semirugoso-seca.

28 BA

Crecimiento
abultado-superficial,
coloracion inferior
café obscuro,
superior blanco-gris,
medio café, polvosa,
con exudado-rugoso.

26

Crecimiento
abultado-superficial,
coloracion naranja-
21 café, poco polvosa,
rugosa-seca.

Crecimiento
abultado-superficial,
coloracion inferior
22 café, superior gris-
morado, halo café,
rugosa-seca.




16

Crecimiento
abultado-extendido,
coloraciéon amarillo
huevo, rugosa-
gomosa.

.
v

.
L3
~

3
:&""_.

=

13

Crecimiento
abultado-superficial,
coloracion inferior
naranja, superior
café-crema, medio
amarillo, poco
polvosa, rugosa-
seca.

11

Crecimiento
abultado-superficial,
coloracion inferior
amarilla puntos
naranjas, superior
gris-blanco, polvosa,
rugosa-seca-
algodonosa.

Crecimiento
superficial-dividido,
coloracion inferior
naranja, superior
gris-blanca, polvosa,
gomosa.

AN

BA

Crecimiento
superficial extendido
coloracion inferior
verde militar, superior
gris-café, poco
polvosa, rugoso-

seco.

-

,

BA

Crecimiento
abultado-extendido,
coloracion inferior
morado-negro,
superior blanco-
morado, halo
morado, polvosa,
rugosa-seca.

10

Crecimiento
superficial, coloracion
inferior café-oscuro,
superior gris-blanco,
medio café, polvosa,
gomosa-algodonosa.
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51

Crecimiento abultado,
coloracion inferior
naranja, superior gris-
blanco, polvosa,
rugosa-seca.

50

Crecimiento
semiabultado,
coloracion inferior
verde militar, superior
naranja-amarillo, halo
gris, rugosa-seca.

49

Crecimiento
semiabultado,
coloracion inferior
verde militar, superior
naranja-amarillo, halo
gris, rugosa-seca.

48

Crecimiento superficial,
coloracion blanco,
gomosa-seca.

42

Crecimiento
superficial, coloracion
amarillo-crema,
rugosa-seca.

43

Crecimiento abultado-
superficial, coloracion
inferior naranja,
superior crema-blanca,
polvosa, rugosa con
presencia de
exudados.

a7

Crecimiento abultado,
coloracioén inferior
naranja, superior

amarillo-blanco,
polvosa, rugosa con
presencia de exudado.
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Crecimiento abultado,
coloracién crema-
amarillo, polvosa,

44 rugosa-algodonosa-

seca.

Crecimiento
superficial, coloracién
inferior naranja-café,
39 superior café, rugosa-
seca.

Crecimiento abultado-
superficial, coloracion
inferior café-fiucha,
superior gris-morado,
medio morado bajito,
polvosa, semirugoso-
seca.

36

BA

Crecimiento
superficial, coloracion
inferior verde oscuro,
35 superior negro,
rugosa-seca.

Crecimiento
superficial extendido,
coloracion rojo ladrillo,
34 halo naranja, arenoso-
seca.

Crecimiento abultado-
superficial, coloracion
33 verde-amarilla,
rugosa-seca.

BA

Imagenes microscopicas en doénde; la Recto=R, Flexible=F, Espirales Simpes=S, Espirales

extendidos Anchos= (BA).
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ANEXO 2:

Cuadro 20. Morfologia Macro y Microscoépica de actinomicetos aislados de huertos
de manzano en medio de cultivo artificial semi-selectivo Agar Nutritivo-Glicerol
(ANG), del Estado de Chihuahua.
“Agar Nutritivo Glicerol” AN-G (Mc Clung,1949)

Aislados Caracteristicas macroscopicas Caracteristicas microscopicas

Crecimiento '
abultado, coloracion
inferior café, superior
23 gris-naranja, polvoso,
rugoso-algodonoso. b

T ——

Crecimiento
superficial,
coloracion rosa-
naranja, medio
amarilla, seco.

10

Crecimiento
abultado, coloracion
inferior naranja-café,
superior gris-blanco,

polvoso, rugoso-
algodonoso-con
exudados.

. ]

Crecimiento
semiabultado-
superficial,
coloracion inferior

4 café-naranja,

superior blanca-gris,

medio café, polvosa,
rugosa-seca.

Crecimiento 5 %
superficial, coloracion |
naranja, seca- - 1 R
rugosa.

Crecimiento
abultado, coloracion
inferior negro-

2 purpura, superior
rosa-morado, medio
naranja café, halo c
morado, rugosa-seca.
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24

Crecimiento
superficial,
coloracioén inferior
naranja, superior
rosa pastel, gomosa.

BA

Crecimiento abultado,
coloracion café
oscuro, medio naranja
café, rugosa-seca.

14

Crecimiento abultado-
superficial, coloraciéon
inferior verde oscuro,
superior gris-negro,
rugoso-seco.

21

Crecimiento
superficial, coloraciéon
naranja-café, seca.

Crecimiento
superficial, coloracion
café, seca.

7
”'ﬂ At
™

...'

29

Crecimiento
superficial, coloracion
amarillo-café, rugosa-

seca.

BA

31

Crecimiento abultado,
coloracién café-
amarilla, seca-rugosa.

33

Crecimiento
superficial,
tonalidades de
blancas-café, poco
polvosa, rugosa-seca.
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34

Crecimiento poco
abultado, coloracién
blanca-rosada,
polvosa, rugosa, con
presencia de
exudaciones.

37

Crecimiento
superficial-abultado,
coloracion inferior
café, superior blanco-
gris, polvosa, rugosa-
seca.

39

Crecimiento
superficial, coloracion
inferior café, superior

blanca-café, medio
amarillo, polvosa,
rugosa-seca.

28

Crecimiento
superficial, coloracion
crema, seca-poco
rugosa.

ES?-—..‘...‘,

Imagenes microscopicas en dénde; la Recto=R, Flexible=F, Espirales Simpes=S, Espirales

extendidos Anchos= (BA).
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ANEXO 3.

Cuadro 21. Morfologia Macro y Microscopica de actinomicetos aislados de huertos
de manzano en medio de cultivo artificial semi-selectivo Czapek Agar Peptona
(CPA), del Estado de Chihuahua.

“Czapek Agar Peptona” CPA
Caracteristicas
macroscopicas

Crecimiento
superficial,
coloracion

40 naranja,

rugosa-seca.

aislados Caracteristicas microscopicas

Crecimiento
superficial-
algodonoso,

33 cc_)lora_ci()n
inferior
amarillo-café, /

superficial
gris-blanco, polvosa, seca.
Colonia T— )
pequefia- F ‘\

superficial, .

coloracion
inferior
crema,
superior :
amarillo, seca-rugosa.
Crecimiento 3
superficial- -
expandido, :
coloracion
20 inferior
naranja
salmoén,
superior blanca-rosada,
polvosa, algodonosa-rugosa.
Crecimiento

abultado, '
coloracion
24 inferior café, F
superior gris-
café, polvosa,
rugosa-seca.

30
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Crecimiento

superficial, P
coloraciéon

R
inferior verde .
23

seca,
superior
crema-

amarillo,

rugosa-seca.
Crecimiento

»

26

superficial-
expandido,
coloracion
inferior
naranja-
crema,

superior crema, polvosa,
seca-poco algodonosa.

BA

i)

Crecimiento ?’
superficial,

coloracién &
inferior

crema-

naranja,

superior amarillo,

Semirugoso-seco.
Crecimiento

s

BA

superficial-
expandido,
coloracion
inferior N
naranja, N -
superior gris-blanco, medio
amarillo, polvosa,

algodonosa-seca.
Crecimiento

abultado-

11

expandido,

coloracion
inferior
naranja,

superior gris-

café, polvosa, rugosa-seca.

Crecimiento
superficial,

10

inferior café-

coloracién

naranja,
superior

blanca-gris, polvosa,
algodonosa-seca.
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Crecimiento
superficial,
coloracion
verde militar,
poco
polvosa,
rugoso-seco.
Crecimiento
superficial-
abultado,
45 cqlorapién
inferior

e 3 6
purpura, > e
'3

superior blanco, medio café,

polvosa, seca-rugosa.
Crecimiento

superficial,
coloracion
inferior
amarillo-
verde,
superior gris-
blanco, polvoso, seco-
granuloso.

50

Imagenes microscopicas en dénde; la Recto=R, Flexible=F, Espirales Simpes=S, Espirales
extendidos Anchos= (BA).
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Anexo 4.

Cuadro 22. Morfologia Macro y Microscopica de actinomicetos aislados de huertos
de manzano en medio de cultivo artificial semi-selectivo Glicerol Glicina y Agar
(GGA), del Estado de Chihuahua.

“Glicerol Glicina y Agar” GGA

Aislado Caracteristicas Macroscépicas Caracteristicas Microscépicas
Crecimiento ="y
semiabultado- ‘{
superficial, coloracion |
35 de verde-crema,

, F
rugoso-seco. \

Crecimiento
superficial, coloraciéon
inferior de naranja-
34 amarillo-gris, superior
de gris-crema,
polvosa, seco.

\ BA

!

Crecimiento abultado-
superficial, coloracion
inferior café, superior
29 blanca-café, polvosa,
rugoso-seco.

Crecimiento abultado-
superficial, coloracion
26 amarillo-café, rugoso-
seca.

Crecimiento superficial,
coloracion inferior café-
amarillo, superior
25 crema-blanco, medio
amarillo, polvosa, seco.

Crecimiento abultado,
coloracion inferior
naranja-roja, superior

18 café-naranja, seco.
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17

Crecimiento superficial,
coloracion inferior
amarillo-naranja,
superior blanco-

amarillo, polvosa, seco-

Semirugoso.

12

Crecimiento superficial,
coloracion inferior café-
crema, superior café-
blanco, poco polvosa,
seco.

SN

BA

Crecimiento
superficial, coloracion
inferior café, superior
blanco-café, polvosa,

seco.

62

Crecimiento abultado,
coloracion inferior rosa-
naranja, superior rosa-
rojo, seco-rugoso.

61

Crecimiento abultado,
coloracion inferior gris,
superior negro-café,
rugoso-seco.

42

Crecimiento abultado,
coloracién inferior
rosa-morado, superior
blanco-morado, medio
vino, halo naranja,
polvosa, rugoso-seco.

45

Crecimiento abultado,
coloracion inferior
crema, superior
amarillo-café, rugoso-
seco.

BA
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Crecimiento &
superficial, coloracion
amarilla, gomosa. ,

46

Crecimiento abultado,
coloracién blanca-
amarilla, rugoso-seco. BA

48

Crecimiento lento-
superficial, colonia
pequefia, coloracion

50 crema, seca.

Crecimiento pequefo,
coloracion naranja,
rugosa, seco.

59

Imagenes microscopicas en donde; la Recto=R, Flexible=F, Espirales Simpes=S, Espirales

extendidos Anchos= (BA).
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Anexo 5.

Cuadro 23. Morfologia Macro y Microscopica de actinomicetos aislados de huertos
de manzano en medio de cultivo artificial semi-selectivo Czapek Agar y Azucar
(CZAS), del Estado de Chihuahua.

“Czapek Agar y Azlcar” CZAS

Asilados

Caracteristicas
Macroscopicas

Caracteristicas
MicroscoOpicas

15

Crecimiento
superficial,
coloracion
inferior rojo-
rosado,
superior café
bajo, seca.

Crecimiento
superficial,
coloraciéon
inferior café,
superior café-
gris, rugoso.

28

Crecimiento
superficial,
cloracién
inferior café
claro, superior
amarillo,
medio
amarillo, seco-rugoso.

e

19

Crecimiento
superficial-
abultado,
coloracion
inferior va de
negro-café
claro, superior
café-blanca, poco polvosa,
rugoso-seco.

37

BA

Crecimiento
superficial-
abultado,
coloracion
inferior
naranja-café,

superior amarilla-naranja,

rugosa-seca.
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30

Crecimiento
superficial-
abultado,
coloraciéon
inferior
puntos cafés,
amarillo- ,
crema, superior de crema-
café, medio crema-amatrillo,
poco polvosa, rugosa-
arenosa-seca.

12

Crecimiento
abultado,
coloracién
inferior café-
purpura,
superior de
purpura-
blanco, tincién de medio café
claro, polvosa, rugosa-seca.

11

Crecimiento R S
ramificado-
abultado,
coloraciéon
inferior
crema-
amarillo, N\
superficial crema-café,
medio amarillo-cremita,
rugosa-con exudados.

20

Crecimiento
superficial-
abultado,
coloracién
inferior
naranja-
amarilla, A
superior crema-naranja,
polvosa, rugosa-seca.

Crecimiento
superficial-al
centro
abultado,
coloracioén : ¥
inferior (e
naranja-amarilla, superior
blanca-café, poco polvosa al
centro, rugosa al centro-

Seca.
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Crecimiento
superficial,
coloracién
inferior café-
verde,
superior
blanco-café,
polvosa, rugosa-granulosa-
seca.

“(u%

18

Crecimiento
superficial-
abultado,
coloracién
inferior
amarillo-
naranja, superior blanca-
naranja, rugoso-seco.

17

BA

Crecimiento
superficial-
abultado,
coloracion
inferior café-
purpura, b
superior café-blanco, medi
café, polvosa, rugosa-
algodonosa-con  presencia

=

16

de exudados.

Crecimiento o
superficial-

ramificado, .
coloracion v

inferior café

oscuro- |
crema, . e

superior crema-café, rugoso-
seca.

BA

10

Crecimiento
abultado,
coloraciéon // .%

café, .

rugosa-seca.

s -

(4

14

coloracion
amarillo-

blanco, -
gomosa. \

Crecimiento Teabe ™Y
superficial, ' o
-
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Crecimiento  o#*™%
superficial-
expandido,
coloracion
1 inferior
café-
amarilla,
superficial blanca-gris, medio
verde militar, polvosa, seca.

A

Crecimiento
abultado-
superficial,

6 coloracién
verde- ‘
crema, l
rugosa-seca. .

Crecimiento =~ j9%ugy
superficial, y
coloracion g
13 de rc_)jo-rosa L
mexicano,
poco
.

polvosa-
seca.

Crecimiento
superficial,
coloracién

27 café-crema,
polvosa,
seca-rugosa-
granulosa.

BA

Crecimiento
abultado-
superficial,

5 coloracion
café-crema,
polvosa,
seca-rugosa.

Crecimiento
superficial-
poco
abultado,
26 coloraciéon
inferior
anaranjado-
amarillo, superior café-
crema, rugoso-seco.

Imagenes microscopicas en dénde; la Recto=R, Flexible=F, Espirales Simpes=S, Espirales extendidos
Anchos= (BA).
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Anexo 6.

Cuadro 24. Morfologia Macro y Microscépica de actinomicetos aislados de huertos
semi-selectivo Gauzes No.l

de manzano en medio de -cultivo artificial

(GAUZES), del Estado de Chihuahua.

Medio de “GAUZE’S No 1” (Gauze’s)

Aislados

Caracteristicas macroscoépicas

Caracteristicas microscoépicas

Crecimiento =
abultado-extendido,
coloracioén inferior
naranja-café,
superior amarillo-
café, polvosa,
rugosa-seca.

%,

Crecimiento
superficial, colonia
pequefia, coloracion
inferior gris, superior
naranja-gris, medio
gris, rugosa-seca.

N

Crecimiento
superficial-radial,
coloracion inferior

café-naranja,
superior naranja-

morado, medio

amarillo, poco
polvosa, Lo
semialgodonosa-seca.

11

Crecimiento
superficial-alargado,
coloracion inferior
café claro al centro
oscuro, superior
blanco, rugoso-
seco.

12

Crecimiento
superficial
expandido,
coloracion amarillo,
gomosa, al centro
seca-rugosa.
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14

Crecimiento
abultado, colonia
pequenia, coloracion
amarillo-verde,
rugoso-seca.

BA

15

Crecimiento
superficial,
coloracién crema,
gomosa-rugosa.

BA

19

Crecimiento
superficial-abultado,
coloracion inferior
café-crema,
superior blanca-gris,
polvosa, rugosa-
seca- poco gomosa.

29

Crecimiento
abultado-superficial,

coloracion inferior
naranja-verde,

superior naranja-
amarillo-café,

rugosa-arenosa-seca.

30

Crecimiento
abultado-superficial,

coloracion inferior

rosa-morado,

superior blanca-

café, polvosa,

granulosa-rugosa-
seca.

40

Crecimiento
superficial
expandido,
coloracion crema,
polvosa,
algodonosa-con "
presencia de exudados.

44

Crecimiento i,
superficial,
coloracion inferior
gris oscuro, superior
gris-naranja, medio
grisaceo, rugoso-
seco.

N
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46

Crecimiento
abultado, coloracion
inferior café,
superior amarillo-
gris en formas
radiales, medio
café, rugosa-seca.

49

Crecimiento
superficial,
coloracioén inferior
crema-café, superior
crema blanca,
polvosa, algodonosa
con exudados.

50

Crecimiento
superficial poco
abultado, coloracion
café-blanco, polvosa
al centro, rugosa-
seca.

51

Crecimiento

superficial

expandido,
coloracion inferior
naranja, superior
blanco, polvosa,

algodonosa-rugosa-
seca.

55

Crecimiento
superficial circular,
coloracioén inferior

crema, superior
crema-amarillo,
seca-poco rugosa.

56

Crecimiento por
colonias pequenas,
coloracion crema,
seca-semirugoso.

58

Crecimiento
superficial,
coloracion inferior
negro-naranja,
superior escala de
gris-naranja,
polvosa,

algodonosa-seca.
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59

Crecimiento
abultado, colonia
pequenia, coloracion
gris, poco polvosa,
rugosa-seca.

60

Colonias pequefias,
crecimiento
abultado, coloracion
inferior gris-verde,
superior café-
blanca, halo café,
poco polvosa,
rugosa-seca.

63

Crecimiento
superficial,
coloracion inferior
amarillo café,
superior crema-
blanco, polvosa,
rugosa-algodonosa
con presencia de

exudacion.

BA

69

Crecimiento
superficial radial,
coloracién crema,

polvosa, seca.

73

Crecimiento abultado-
superficial, coloracién
café oscura-negra,
hola café oscuro,
rugoso-seco.

74

Crecimiento
superficial, coloracién
amarilla, seca-
Semirugoso.

76

Crecimiento
superficial-poco
abultado, coloracién
crema, poco polvosa,
rugosa-seca.

BA
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77

Crecimiento
superficial extendido,
coloracion amarilla y
crema, poco polvosa,

rugosa-seca.

78

Crecimiento
superficial por
colonias-
semiabultado,
coloracion inferior
crema negro,
superior blanca-gris,

polvosa, rugosa-algodonosa-seca.

83

BA

Crecimiento
superficial-poco
abultado, coloracion
inferior amarillo,
superior blanca,
polvosa, algodonosa-
seca.

84

Crecimiento
superficial, coloracion
crema, poco polvosa

circular, seca-
sSemirugoso.

85

Crecimiento
superficial en
pequefias colonias,
coloracion inferior
crema, superior café
blanco, polvosa,
seca-rugosa.

87

Crecimiento
abultado, coloracién
amarilla en el borde,

café al centro,
rugosa-seca.

88

Crecimiento
superficial-
ramificado,

coloraciéon crema,

medio café bajo,
poco polvosa,
rugosa-seca.
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90

Crecimiento
superficial, coloracion
inferior naranja-
verde, superior café-
gris, polvosa,
algodonosa-seca-
arenosa.

BA

93

Colonia pequefia con
crecimiento abultado,
coloracion inferior
amarilla-naranja,
superior amarilla,
rugosa-seca.

94

Crecimiento
superficial,
coloracién inferior
amarillo huevo,
superior amarillo-
naranja, polvosa,

seca-rugosa.

96

Crecimiento abultado V .
en pequefias
colonias, coloraciéon "
crema-amarillo,
rugosa-seca.

99

superficial pequefio,
coloracion inferior

gris, superior blanca,
seca-algodonosa.

Crecimiento / - ‘

101

Crecimiento
superficial-abultada,
coloracién inferior
crema, superior
blanca, seca-
arenosa.

105

BA

Crecimiento
superficial-abultado,
coloracion inferior
naranja-verde,
superior gris-blanca,
polvosa, arenosa-

rugosa-seca.
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109

Crecimiento abultado “teq
pequefio, coloracion e
inferior naranja,
superior amarillo-
blanco, poco

polvosa, rugosa-
seca.

110

Crecimiento
superficial-abultado,
coloracion inferior
verde-café, superior
blanco, polvosa,
rugosa-seca-
algodonosa.

121

Crecimiento
semiabultado-
superficial, coloracion
amarilla, rugoso-seca.

120

Crecimiento
semiabultado,
coloracién inferior
naranja, superior
amarillo-blanco,
rugoso-seco.

114

Crecimiento
superficial-abultado,
coloracion inferior de
rosa-crema, superior

rosa-salmon,

granuloso-seco.

126

Crecimiento abultado,
coloracion inferior
amarillo-verde,
superior blanco,
polvosa, arenoso-
Seco.

123

Crecimiento
superficial-abultado,
coloracion verde-gris,

rugoso-seca.

95



Crecimiento
superficial, en
pequefias colonias,
coloracion amarillo-
naranja, seco-
rugosa.

127 BA

Iméagenes microscopicas en dénde; la Recto=R, Flexible=F, Espirales Simpes=S, Espirales
extendidos Anchos= (BA).
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Anexo 7.

Cuadro 25. Morfologia Macro y Microscopica de actinomicetos aislados de huertos
de manzano en medio de cultivo artificial semi-selectivo Ashby (ASHBY), del
Estado de Chihuahua.

Medio de “ASHBY” (Ashby)

Aislamiento

Caracteristicas Macroscépicas Caracteristicas Microscépicas

Colonia pequefia, de
crecimiento

abultado, coloracion
inferior naranja
salmén y superior
rojo, con halo
naranja, seco rugoso.

10

Divisién en colonias
pequenias,
coloracion inferior
de crema-amarillo y
superior de blanco-
gris, algodonoso-
rugoso-seco.

11

Crecimiento
superficial-poco
abultado, coloracion
inferior crema y
superior de crema-
blanco, semirugoso-
seco.

18

Crecimiento poco
abultado, coloracion
inferior crema y
superior café
crema-blanco, poco
polvosa, rugosa-
mielosa.

BA

21

Crecimiento

abultado, coloracion

inferior de rojo- 3
. . -

naranja, superior de ¢ .

rosa-rojo, halo

naranja, seca-

rugosa.

BA S fv

23

[
Crecimiento &/
abultado, coloracion ‘ ey
inferior de rojo- ;

naranja, superior ! '
rojo, halo naranja, L
Seco-rugoso.

97



37

Crecimiento
superficial,
coloracion inferior
café, superior de
crema-gris, halo de
café-rosa,
Semirugoso-seco.

40

Crecimiento
abultado,
coloracion inferior
de crema-naranja,
superior de crema-
blanco, polvosa,
rugoso-granuloso-
seco.

41

Crecimiento
superficial-
semiabultado,
coloracion inferior
café-amarillo,
superior amarillo-
crema, poco polvosa, rugosa-
arenosa, seca.

46

Crecimiento
superficial,
coloracion inferior
amarillo-blanco,
superior gris-blanco,
polvosa,
algodonosa-seca.

BA

45

Colonia pequefa,
crecimiento
superficial,
coloracion inferior
crema, superior
crema-gris, polvosa,
seca.

44

Crecimiento
superficial,
coloracioén inferior
verde-amarillo,
superior blanca-gris,
halo amarillo, seco-
pOCO rugoso.

49

Crecimiento
superficial,
coloracion inferior
amarillo-crema,
superior  amarillo-
crema, rugoso-seco.
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Crecimiento
superficial-poco
abultado, coloracién

52 inferior naranja, F
superior blanca,
medio amarillo

claro, polvosa, rugoso-seco.

Imagenes microscopicas en doénde; la Recto=R, Flexible=F, Espirales Simpes=S, Espirales
extendidos Anchos= (BA).
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Anexo 8.

Cuadro 26. Morfologia Macro y Microscopica de actinomicetos aislados de huertos
de manzano en medio de cultivo artificial semi-selectivo GYM Streptomyces
Agar (GYM), del Estado de Chihuahua.

“ GYM Streptomyces Agar” GYM

Aislado

Caracteristicas macroscoépicas

Caracteristicas microscopicas

54

Crecimiento
superficial-poco
abultado, coloracion
inferior verde soldado,
superior blanco-
crema, medio
amarillo, polvosa,

arenosa-rugosa-seca.

Crecimiento
superficial-poco
abultado, coloracion
inferior verde,
superior crema-
amarillo, gomosa-
seca.

BA

19

Crecimiento
superficial,
coloracién amarillo-
crema, poco polvosa,
granulosa-seca.

12

Crecimiento
superficial-
ramificado,

coloraciéon crema,
gomosa-seca.

11

Crecimiento
superficial, colonia
pequefia, coloracion
inferior crema,
superior café blanco,
poco polvosa, seca.

21

Crecimiento
superficial-abultado,
coloracion inferior
naranja con punto
café, superior
amarillo-blanco, poco
polvosa, arenosa- &

rugosa-seca.

BA
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35

Crecimiento
superficial, coloracion
inferior café, superior
amarilla, medio gris,

rugosa-seca.

36

Crecimiento
superficial-abultado,
coloracion amarillo-

crema, poco polvosa,
rugosa-seca-poco
algodonosa.

31

Crecimiento
superficial, coloracién
inferior crema,
superior amarillo,
poco rugosa-seca.

Crecimiento
superficial, coloracion
crema, polvosa, seca.

94

Crecimiento
superficial, coloracion
inferior con radiales
gris, naranja, crema,
superior gris-crema,
polvosa, seca-

granulosa.

96

Crecimiento abultado,
coloracion inferior
naranja, superior rojo,
medio naranja, seca
rugosa.

51

Crecimiento abultado,
coloracion inferior
naranja-roja, superior
roja, medio naranja,
seca rugosa.

60

Crecimiento
superficial-abultado,
coloracion inferior
café, superior
purpura-blanco,
medio café, poco
polvosa, rugosa-seca.

BA
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Crecimiento
superficial, coloracién
crema-verde militar,
63 medio gris opaco,
semirugoso-seca.

Crecimiento
superficial, coloracion
amarilla, seco-

61 semirugoso.

Crecimiento abultado,
coloracién café, seca-

rugosa. BA

68

Crecimiento
superficial, coloracion
80 crema-gris, polvosa,
seca-rugosa al

centro.

BA

=
Imagenes microscopicas en doénde; la Recto=R, Flexible=F, Espirales Simpes=S, Espirales
extendidos Anchos= (BA).
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Anexo 9.

Cuadro 27. Morfologia Macro y Microscopica de actinomicetos aislados de huertos
de manzano en medio de cultivo artificial semi-selectivo Agar Jugo De
Vegetales (V8), del Estado de Chihuahua.

Agar jugo de vegetales “medio V8” (Corbaz, Gregory y Lacay, 1963)

Aislado

Caracteristicas Macroscopicas

Caracteristicas Microscopicas

Colonias pequefia 4
superficial, coloracion |
tanto inferior como
superior crema, semi-
rugosa-seca.

BA

Colonia pequefia
abultada, coloracion
inferior naranja fuerte-
superior rosa-rojiza,
rugosa seca.

Superficial, coloracion
inferior crema- superior
crema-café, seca.

|Crecimiento superficial
radial, con coloracién
inferior de gris-verde
seco-superior gris-
crema, rugoso-seco.

Crecimiento superficial,

coloracion crema tanto

inferior como superior,
poco rugosa-seca.

11

Crecimiento superficial,
colonia pequefia,
coloracion crema, seca.

14

Crecimiento
semiabultado-
superficial, coloracion
tanto de ambos lados
de rosa-crema, rugoso-
seca.
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18

Crecimiento ramificado-
superficial, coloracion
de ambos lados crema,
Seco-poco rugoso.

BA

22

Crecimiento superficial-
poco abultado al
centro, con tincion en
medio amarillo seco,
con poco polvosa,
rugosa-arenosa-
mielosa.

23

Crecimiento abultado-
superficial, coloracion
inferior crema naranja-
superior blanco-crema,
polvosa, algodonosa-
granulosa-seca.

BA

29

Crecimiento
ramificado-superficial,
coloracién crema,
seca-poco rugosa.

&
LB
%

[N\

39

Crecimiento
superficial, coloraciéon
inferior cafetucho-
superior crema,
rugoso-seco.

34

Crecimiento abultado,
colonia pequefia,
coloracioén inferior
amarilla-superior

amarillo-blanco,
polvosa, rugosa-
arenosa-seca.

42

Colonia pequenia,
crecimiento superficial,
coloracion crema, seca.
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47

Crecimiento abultado
alargado, coloracion
inferior café obscuro-
superior morado-blanco,
halo rosa-lila, polvosa,
de rugosa-seca.

50

Crecimiento
superficial-grueso,
coloracion inferior
amarillo naranja-

superior crema-
blanco, halo
transparente, polvosa,
rugosa-seca.

51

ZCrecimiento abultado
gruesa, coloracién
inferior crema con
manchas naranjas-

superior blanca,
polvosa, poco rugosa-
seca.

52

Crecimiento abultado-
superficial, coloracion
inferior rosa-crema,
superior lila, poco
polvosa, arenosa-
rugosa-seca.

56

Crecimiento
semiabultado,
coloracién café-
blanca, seca rugosa.

54

Crecimiento abultado-
superficial, coloracion
café moca, rugosa-
seca.

48

Crecimiento
superficial, coloracion
verde crema, poco
rugosa- seca.
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Colonias pequefias | . €

con crecimiento
abultado-superficial,

64 coloracion inferior .
naranja salmoén-

naranja, halo naranja,

s

.. . %
superficial rojo ,“w “,ﬁ

rugoso-seco.

Crecimiento
superficial en colonias

grandes, coloracion
inferior verde soldado-
superior blanco café,
halo café, polvosa,
rugoso-seco.

66

BA

Crecimiento abultado,
coloracién inferior
café oscuro-crema,
70 superior café blanco,
polvosa, rugosa-
mielosa.

Crecimiento
superficial alargado,
coloracion inferior
naranja-superficial

75 rojo-naranja, halo
naranja, rugoso-seco.

Crecimiento
superficial, coloraciéon
inferior gris-crema,
81 superior gris-blanco,
polvosa, algodonosa-
mielosa.

Crecimiento
superficial, coloracién
inferior café, superior
87 al centro verde-aro
blanco-crema, rugosa-

seca.

BA

BA

Crecimiento
superficial alargado-
semiabultado,

100 colqraci()n i_nferior
café, superior lila-
blanco, medio lila,
halo café, poco
polvosa, rugosa-seca.
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107

Crecimiento
superficial, coloracién
inferior naranja-crema,

superior crema-
naranja, polvosa,
Semi-rugosa-seca.

105

Crecimiento superficial-
semiabultado,
coloracion inferior café
crema-superior blanco,
polvosa, centro rugoso-
seca.

104

Crecimiento en
pequenfias colonias
abultadas, coloracion
crema, rugoso-seco.

103

Crecimiento superficial,
coloracion inferior
naranja al centro-

crema-superior naranja-

crema, poco rugoso-
seco.

101

Crecimiento abultado
pequefio, coloracion
inferior rosado-crema,
superior rosadito-
amarillo, polvosa,
rugosa-arenosa-seca.

113

Crecimiento abultado-
ramificado superficial,
coloracion inferior
crema-superficial
amarilla, rugoso-seca.

115

Crecimiento superficial,
coloracién crema, seco-
pOCO rugoso.

120

Crecimiento superficial,
coloracion inferior
verde soldado-
superficial blanco
verde, polvosa,
arenosa-rugosa-seca.
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125

Crecimiento abultado
en pequefas colonias,
coloracion inferior
amarillo-superior
naranja-amarilla,
rugoso-seco.

o Nt

123

Crecimiento superficial
poco abultado,
coloracion crema,
rugoso-seco.

122

Crecimiento superficial,

coloracién crema, seca.

BA

Imagenes microscopicas en doénde; la Recto=R, Flexible=F, Espirales Simpes=S, Espirales
extendidos Anchos= (BA).
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Anexo 10:

Cuadro 28.Crecimiento diario del fitopatbgeno Fusarium sp., al ser
confrontados con cada uno de los actinomicetos.

Clave de Crecimiento radial diario (mm) dia
Actinomiceto 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
(GGA)-MT-SJ2-D5-(1) 1 3.75 16.5 | 24.25 25 26 35 35 37 37
(GGA) M(I?‘; C-P D4 1 3 6 9.25 | 11.5 | 13 16 | 17.5 | 19.75 23
JoAOUN Dt (18) | 05 4 | 155 | 225 | 25 | 26 | 30 | 30 | 30 | 3125
(GEA MT gﬁ“("zz/)*'\"* 15 55 | 14 | 1975 | 225 | 27 | 30 | 30 35 35
JgGA%AJI“N"TDj’?Qs) 0.5 1 2 3 35 5 | 65| 65 | 65 6.75
(GGA) T CIENEGA | 5 3 |625| 8 | 105 |12.75 1‘;2 165 | 17.25 | 19.25
(COMMTHRN.3D4 | 6 |1525| 2175 |24.25| 24 | %37 /3375 35.25 | 365
(Gem M (%)ENEGA 0.5 3 7 85 |1025| 125 | 15 | 15 15 15
(GGA) “("fZ)HMR D4 0 325 | 925 | 17 |22.75|2525| 275 | 30 35 37
e ey 20| 15 | 175 | 8 16 23 | 25 [265| 30 35 37
GO M SaC% | 125 | 35 | 105 | 17 | 2175 |24.25 22'2 30 | 35 37
o sy | 1 15 6 | 11.25 |1425| 18 |205 | 23 25 | 27.25
(GGQ%(“)"EZ’?Q'Q?UE 0 1 10 17 |23.75| 245 | 30 | 30 35 37
CEMRL 2™ | 05 | 175 | 10 | 16 | 195 | 225 [ 265 | 30 | 325 | 37
(GGA) M(LSRNG D4 0 1 6.5 15 |1525|17.75| 20 | 20 23 26
(AB)MT 6HMRD4(3) | 0.5 | 3.75 | 7.5 12 | 205 | 24.25 | 265 | 30.75 | 34.25 | 355
(AB) MT HCM D4(5) 0 15 4 6 9.75 | 12.25 | 135 16 18 20
(AB) “gz(g")s SJ4 1 9.75 | 155 | 20 |28.25|28.75 3%2 34 36 36
(AB) MDT(lHO‘;M MT 0 45 | 925 | 12.25 | 15.25| 17.5 | 185 |19.75| 21.25 | 225
AEIMT OB o 6.25 |12.25| 18 |23.75|28.25 3%'2 315 | 3475 | 3525
BOMTINO D | 125 | 675 |12.25| 20 25 |27.75| 31 | 315 | 345 | 3575
BOMTIe* P | 05 | 625 |1425| 21 | 255 | 28 | 285|295 | 315 | 3275
(AB>'MT('TG'§N'3'D4‘ 2 65 | 135 | 22 27 | 30 | 30 | 305 | 33 34
A 9 | 1 75 | 125 | 20 23 | 27 | 30 | 33 35 | 3575
(AB>'MS§('§2“§'S'W°' 2 75 |13.75| 20 25 | 275 | 325 | 35 | 3525 | 3575
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(AB)-MT-HCM-D5-

26) 1 45 | 825 | 12.25 | 14.25 | 16.75 | 21.5 [23.25| 24 | 26.25
(ABHSZ:?gg')HMR' 0.5 575 | 135 | 20 |[23.25| 24 255'7 31 | 3475 36
(AB)'Mgfj’ggg)an“‘”' 05 | 525 | 14 | 215 | 245 |2575| 35 | 355 | 35.75 | 35.75
(AB)-MT(—;ZF;N-Z-D“- 0.5 5 |1275| 195 | 23 | 28 |285| 29 | 30.75 | 31.25
(AB>'MT('§3F;N'3'D4' 2 55 |1425| 215 | 25 | 285 | 35 |3525| 355 | 355
A a2 | 125 | 45 |11.75| 185 | 22 |2425| 27 |2875| 315 | 335
(AB>'ME'5*)CM'D4' 0 325 | 875 | 13 17 21 | 245 |27.25| 29.25 | 31.25
(AB*Mng)Z'Ba'D“' 175 | 75 |1625| 235 | 28 |28.75| 35 | 35 | 3575 | 35.75
JOAGUIN-DA39) 0 3 | 975 | 1675 [2325| 27 | 30 | 30 34 35
(AB)-MT;E)‘*-B&D“- 0 3 6.75 13 195 | 25 28 30 30 30.5
BONMESPY | 05 | 375 | 975 | 18 |23.25(2425| 26 | 30 | 35 37
(AB)'MT'(}"S‘C‘P'D“‘ 0.5 05 |0875| 4 8 12 | 15 | 17 20 | 21.25
(AB)'MDTA;_‘E“"E;\'EGA' 0.5 2 6 | 165 | 21 | 25 | 29 | 30 35 35
(AB)-X_BE’(Z“Q)PO'Z' 0 0 0 | 0375|325 | 10 |155| 205 | 265 30
(AB)'M?AB')MR'D“' 0 05 | 525 | 12.75 | 185 | 22.25 255'2 275 | 31.25 35
Jéﬁg)om_'gf(\go) 0 0125 | 6 13 | 19.25 | 20.75 2%2 29 | 31.25 | 325
(RBMTECPDE | g 0 6 | 125 |1825| 205 | 3’ |27.75| 205 | 35
S%TSE;MEQT; 0 275 | 7.75 | 1425 | 18 |22.75| 25 | 35 35 35
Citnconpa@ | 05 | 55 | 11 | 17 | 22 | 265 2%2 30 | 30 30
(CZAS)E')'\Q_T(;SJ“‘BA‘ 0 35 10 | 125 | 17 25 2‘;2 30 30 35
CIAPUTTAVE | 0 | 275 | 725 | 975 | 13 | 17 |37 |2225| 2525 | 255
EN(cclﬁ/gS-ggg-El(a) 0 55 | 115 | 1675 | 19 |22.75 275'2 285 | 30 30
(CZASINTHEND 1 g 425 | 11 | 145 |1875| 23 |245| 30 | 30 30
Ay | 05 | 525 | 10 | 1625 | 20 |25.25 2%'2 3B | 35 37
o | 0 4.5 7 | 1325 [1925| 24 | 25 | 30 | 30 35
(CEASHIEY MY | o 55 | 10 | 15 | 22 | 25 | 26 | 30 | 35 35
CZASTLHMRDS | 05 | 75 | 13 | 1925 | 23 | 26 [T | 30 | 3 35
(CZASD);{Y&%HMR‘ 0 425 | 75 | 175 | 20 |2375| 25 [2525| 255 28
(CEASHIE MR 2 725 | 145 | 20 25 | 30 3%2 30.25| 35 35
(CZA5>"\("17(;;*'V'R‘D4‘ 0 2.25 6 8 |1325| 17 |195| 25 25 35
(CZASIMT-HRN-2- | g 5 5 10 | 16.75 | 235 |24.75| 30 | 37 37 37

D4-(17)
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(CZAS)-M9-HMR-D6-

33.2

i 0 7.5 14 | 195 | 275 3325| 7| 35 37 37
(CZAGSF);ON'_TD'ST_/(*E;)?UE' 0 225 | 75 | 1325 | 19 | 23 22'2 35 35 37
(CZAS)'{Z%)HMR'D“' 0 7.25 | 125 | 195 | 275 | 325 | 35 | 35 37 37
(CZASE;E’_'(TZ';JZ'BA' 0 325 | 575 | 825 | 105 | 14 | 165 | 18 | 225 | 225
(CZAISD)A?g;?'C'P' 0 275 | 575 | 825 | 115 | 15 | 16 [19.75| 235 | 24.25
(CZAS)'Izlé;'MR'D“' 0 1.75 7 115 [18.75| 24 | 30 | 35 37 37
Cléﬁégf\)_b""'f_@o) 0 1 35 5 825 |10.25| 12 | 13 | 16.25 | 17.25
ciENeonpaen | 05 55 |13.75| 2125 [2525| 28 | 30 | 35 | 35 37
by 15 95 | 17 25 | 275 |2375| 35 | 35 | 35 37
(CPA*“ng‘(’j)mpa”a' 1.5 85 | 165 | 23.75 | 30 |3125| 35 | 35 35 37
(]g;’(ﬁ”?’gj&”) 1.5 9 145 | 20.25 | 25.75| 28 | 35 | 35 35 37
(Cp’gr'g{'gf_'(fg)"i”"' 1.5 7 14 21 | 215 |21.25 23;2 23.25| 23.25 | 23.25
c(faF;mA)p“.ng}e(ﬂ) 15 | 11.25 | 165 | 22 |23.25(24.75| 24 |24.75| 24.75 25
(CPAQZ'_“_/'J;_’gg)F’a”a' 1.5 9 |1575| 22 |2375|2725| 32 | 35 35 36
(CPA>|5'\L{'_T('2§~)’4'B"’" 0 225 | 575 7 7.75 | 115 113'7 13.25| 13.75 | 145
(CPA)'ME;')RN'&D“' 15 8 14 19 24 | 2825|285 | 35 35 355
(CPA)'D“’L'&;'Q;R‘N""‘ 1.5 105 | 18 24 25 | 245 | 25 | 26 27 28
(CPA)'M(;*)'MR‘D“‘ 15 9 |[1625| 23 | 245 | 255 | 255 | 28 28 28
(CF’A>'3"4T_$"39)‘HMR‘ 1.5 | 10.75 | 14.75| 18.25 | 20.75 | 23.5 2‘;2 24.75 | 24.75 | 24.75
(CPAE“Q_T(;‘%')AC'P' 0 6 11 16 25 |2575| 35 | 35 37 37
A ey 2| 1 2 |275| 475 | 5 7 | 85 |875| 95 | 105
(CPA)'T(‘;‘O*)'MR‘D“‘ 1125 | 7.75 [13.75| 215 |2575|2575|275| 30 35 37
(AN'G>|'3“2_T('2§JZ'BE" 0 5 135 | 195 |26.25| 30 | 30 |31.25| 35 35
(AN';)C;_“I"DZ'}(%’;‘*“& 0 3 925 | 15 195 | 26 | 26 | 35 37 37
(AN'GE'\Q_T(;‘S)JZ‘B?“ 0 1.75 8 145 | 21 24 | 26 |27.25]| 275 30
(AN-G)bNéT(-Sl)-A-C-P- 0 2.5 10 17 24 25 | 27 |27.75| 30 35
(AN'G*D'\QT('?C)‘F’”EQE“ 0 225 | 875 | 14.75 | 21.25 | 27.75 285'7 295 | 30 35
O einbat) 0 45 | 105 | 17 |20.75|25.75| 265 [27.25| 30 30
anoprsiea | g 1 7 | 1325 | 22 | 265 | %)% |3225| 3375 | 35
(AN-G)-NEL‘;-C-P-D“- 0 6 14 | 18.25 |23.25| 24 25 | 26 35 35
(AN'G*'\('ZTS*CM‘D"" 0 45 12 19 |2325| 25 | 25 | 25 25 25
(AN-GY-MTelencino- | 275 | 10 | 155 | 205 |23.75| 245 |33.75| 33.75 | 36.5

gro-D4-(23)
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(AN-G)-MT-SJ2-Ba-

14.2

D4-(24) 0 0 1.75 4.25 8.75 | 14.25 5 17.25 | 20.75 23.5
(ANG)-MT-

ELENCINO-GRO-D4- 0 2 8.5 14.25 | 20.5 22.5 30 30 35 37

(28)

(AN-G)-MT-SJ2-Ba- 27.2

D4-(29) 0 1.25 7.75 11 21.25 22 5 28 28.5 30
(AN-G)-MT-

GAMEROS-GRO-D6- 0 25 8.5 16 215 | 2525 | 31 31 35 37

(31)

(AN-G)-EL-ENCINO- 21.7

o b5 0 0 |375| 95 |1425| 195 |“C'| 28 | 30 35
AN |0 2 | 9.25| 1625 |2025| 245 | 30 | 30 | 30 35
(AN'G)'“?B?;;'MR'D“' 0 05 | 475 | 105 | 17 | 215 255'7 28.75| 29.5 30
(AN'G,)D'Q’I(T?;S)JZ'B""' 0 0 1 45 | 975 |1325| 17 | 23 | 245 | 2575
(GOUZES)-MT-5J3-

Ba-D4-(1) 0 0 2 7.25 11.25 15 19 |20.25 25.5 25.5
(GOUBZaE_Sﬁ_“("gT)'SB' 0 6 125 | 18.75 | 2425|2625 | 27 | 285 | 31 31
(GOUZES)-MT-

GAMEROS-GRO-D4- 0 6.25 13.25 | 18.75 | 21.25 | 22.25 225'2 22.25 35 36.5

(4)

(GOUZES)-MT-3-
COMPAS-GRO-D4- 0 6.75 11 15.5 18.5 | 22.25 | 23.5 | 25.25 28 28

(11)

(GOUZES)-MT-HRN-

N i) 0 0 0 0 o | o | o] o0 0 0
(GOUZES)-MT-SJ4-

A 0 0 0 0 o | o | o] o0 0 0
(GOUZES)-MT-SJ3-

ARV 0 0 0 0 o | o | o] o 0 0
(GOUZES)-MT-LOTE-
1-A-CUAH.-PICH.-D4- 0 1.25 6.5 14 20.25 25 27 27 35 37

(19
(GOUZES)-MT-HRN-

NAM.-D4-(24) 0 45 11.5 17 22.5 25 25 26.5 35 37
(GOUZES)-MT-HRN-

n o) 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
(GOUZES)-MT-LOTE-
6-CUAH.-PICH.-D4- 0 2.75 6 8.5 12 15 18 |21.75 25 26.25

(30)

(GOUZES)-MT-

CAMPO-2-A-CUAH.- 0 4 9.25 13 18 20 245 | 245 27.5 28

D5-(40)

(GOUZES)-MT-HRN- 26.2

AT 0 7 12 | 16 |20.25|24.25| 2% |2625| 30 35
(GOUZES)-MT-
oAU B 0 6 | 125 [185 | 23 | 27 | 28 | 35 | 365
(GOUZES)-MT-SJ2- 24.7
Ba-DA-(49) 0 4 12 17.25 23 23.75 5 24.75 | 31.25 33.75
(GOUZES)-MT-LOS-

20 or0 DI(50) 0 175 | 775 | 14 | 195 | 205 | 23 | 23 31 31
(GOUZES)-MT-3-

COMPAS-GRO-D5- 0 05 4.75 10.25 | 15.25 | 19.75 23;'2 27.75 29 29

(51)

(GOUZES)-MT-

CINEGA-Ba-D4-(55) 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
(GOUZES)-MT-EL-
ENCINO-GRO-D4- 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

(56)

(GOUZES)-MT-HRN-
e en 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
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(GOUZES)-HMR-D5-

o 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
(GOUZES)-MT-
CIENEGA-Ba-D4-(59) 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
(GOUZES)-MT-
CIENEOABe a0y | O 05 |225| 35 | 45 | 525 [525| 85 | 925 | 95
O ey | 0 95 | 16 | 20.75 | 2175|2425 | 26 | 28 | 28.75 | 28.75
(GOUZES)-MT- o5 7
CAMPO-2-A-CUAH.- | 0 525 | 115 | 16 |2025|23.25| "' |25.75| 32.25 | 32.25
D4-(69)
A 25 | 925 | 165 | 20 | 24 | 27 | 27 | 3125 | 31.25
(GOUZES)-MT-LOTE- 28 2
1-A-CUAH.-PIC-D4- | 0 6.75 | 14 | 21.25 | 2475|2575 | “0° |28.25| 29.75 | 31.25
(74)
(GOUZES)-MT-SJ4-
Ba A7) 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
(GOUZES)-MT-LOTE- 279
6-CUAH.-PIC.-D4- 0 625 | 145 | 21 |2625|26.25| ““ |28.25| 37 37
(77)
(GOUZES)-MT-LOTE-
6-CUA.-PIC.-D6-(78) 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
(GOUZES)-MT-HCM-
Does) 0 05 | 25 3 3 5 5 7 7 7
(GOUZES)-MT-HCM-
Do) 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
(GOUZES)-MT-
TANQUE-GRO-D5- 0 6.75 |13.25 21 26 27 30 35 35 37
(85)
(GOUZES)-MT-SJ3-
B DA(6) 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
(GOUZES)-MT-SJ4-
b Do (65) 0 3 85 | 155 | 215 | 25 | 28 |29.25| 33.25 | 33.25
(GOUZES)-MT- 18.2
GAMEROS-GRO-D4- | 0 675 | 105 | 125 | 15 | 155 | .°| 19 | 21.25 | 225
(90)
(GOUZES)-MT-
CIENCOABabass) | O 425 [14.25| 2025 | 265 | 30 | 30 | 30 35 37
(GOUZES)-MT-SJ4-
b A6 1 275 | 105 | 16,75 | 24 | 25 | 25 | 27 35 37
O ooy | 125 | 7.5 |1275| 1475 | 165 | 195 | 21.5 | 235 | 25 25
(GOUZES)-MT-
CAMPO-2-A-CUAH.- 0 2.75 8.75 14 19 23 24 25 30 35
D4-(99)
(GOUZES)-MT-LOTE-
A (o) 0 15 5 10 15 | 17 | 20 | 20 30 35
(GOUZES)-MT-LOTE- 26.2
AP DA (105) 0 2 | 105 | 16 22 | 235 | 07 |2625| 28 35
(GOUZES)-MT-
CAMPANA-CUAH.- 1 3.75 |11.25| 17.5 23 25 28 30 35 37
D5-(109)
o iy | 0125 | 0.125 |0.125| 0125 | 0.5 | 1.75 | 4.25 | 6 6 7
(GOUZES)-MT-SJ4- 24.2
B be 1) 15 | 115 |17.75| 185 | 195 | 2275 | “0° | 265 | 26.75 | 27.25
(GOUZES)-MT-SJ3-
DD (120) 0.5 6 12 12 12 | 145 | 165 |18.25| 21.25 | 215
(GOUZES)-MT-HMR- 24.7
e Da(121) 2 115 | 155 | 1575 | 175 [2075 | “¢7 | 275 | 30 32
(GOUZES)-MT-SJ3-
B na 12 1 475 | 115 | 1225 | 15 | 17 | 195 | 225 | 27.25 | 27.25
(GOUZES)-MT-SJ4- 10.2
BaDr(126) 05 | 725 | 7.25 | 1025 | 10.25|10.25 | ~ 2 |10.75 | 10.75 | 11.25
(GOUZES) MTHNR- | 5 775 | 165 | 16.75 | 185 | 20 |21.7 |23.75| 275 | 27.75

NAM.-D4-(127)
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(ASHBD NS P | 175 | 75 | 125 | 17.75 | 22 | 255 285'7 315 | 35 35
(ASHBY)-MT-LOTE- 19.2

A Da10) 1 375 | 8 | 125 [1475| 17 | .7 [19.25| 1975 | 2175
Aoy ™M | 175 | 925 | 15 | 2225 |27.25| 30 | 30 | 30 | 35 37
(ASHBY)-MT-SJ4-Ba- 11.7

D18y 05 | 15 | 4 | 675 | 8 |925 | | 14 | 1425 | 16
o ey | 125 7 12 | 165 | 215 |2325| 27 | 30 | 30 35
(ASHBY)-MT-LOTE-
ey | 15 | 875 [13.75| 185 | 235 | 25 | 27 | 33 | 34 35
o 2| 05 4 8 | 115 |1525| 185 | 215 | 24 | 2725 | 27.75
(ASHBY)-MT-LOTE-

e pbeo | 05 | 225 |325| 475 | 625 | 725 | 95 | 10 | 115 | 13
(ASHBY)-MT-LOTE-

b COMLD5-0) 2 575 [1475| 15 | 165 | 1875|225 | 25 | 30 30
(ASHBY)-MT-HRN-2-

B 0 15 | 15 | 175 | 35 | 35 |375| 4 4 45

(ASHBY)-MT-
campoanbius | 2 65 |175| 18 | 21 |2325|245| 30 | 35 37
(ASHBY)-MT-LOTE-

A pbeae | 175 8 |1675| 185 | 215 | 24 | 27 | 30 | 35 37

(ASHBY)-MT-3- 19.2
maomie | 125 | 1075 | 1425| 1475 |16.75 | 18.25 | .7 | 20.75| 20.75 | 215
(ASHBY)-MT-LOS-56- 23.7

RO DA(52) 15 | 135 |1675| 1675 | 18 | 215 | 37| 27 | 30 35
O e e | 2 105 | 16 | 1675 | 175 | 205 | 23 |2425| 275 | 29
(GYM)-MT-CAMPO-2- 21.2

D) 15 | 125 | 15 | 16 |17.25|2025| “c° |26.25| 3125 | 35
(GYM)-MT-CAMPO-2-

AN 2 875 | 16 | 175 |19.25| 215 | 225 | 27 | 30 35
(GYWMTHCMDE | 6 |135| 1125 | 12 |1325 | “%7|1675| 1675 | 175
(GYM)-MT-TANQUE-

R0 0 0 0 0 0 o [ o | o 0 0
EMNMESTPPY | 1 425 | 10 | 105 |11.25| 145 1%2 19 | 20 20
(GYM)-MT-TANQUE-

RO o) 15 | 65 (1425|1525 | 18 | 22 | 25 | 285 | 295 | 30
CMNISTPP" | 15 | 85 |1575| 1675 | 19 |19.25| 225 |27.25| 30 35

(GYM)-MT-EL- 242
ENCINOGRO-DS- | 1.75 | 12 | 155 | 16 | 185 |20.75 | “c° |2575| 27.75 | 30

(36)

(GYM)-MT- 27.2
canpANADE G | 2 105 | 18 | 195 | 22 [2325|°.°| 28 | 2875 | 29.25
(GYM)-MT-LOS-56-

oo 15 | 975 |1625| 17.25 |2025| 23 | 26 | 27 | 30 | 3275
8GYM)-MT-CAMPO-

D50 05 1 2 4 | 55 | 65 | 725|775 | 8 8.5
O ey 2| 2 75 |1525| 17.25 | 215 | 2275 | 26 | 27 | 2825 | 30
e | 2 9.5 |1825| 20.25 | 2325 |23.25 | 235 | 28 | 35 37
(GYM)-MT-HMR- 25.7

A o8 2 75 | 175 | 1925 | 22 |2325| 0" | 26 | 2925 | 30
(GYM)-MT-LOTE-7-

4. (50) 05 | 05 | 1 2 | 35 | 375 |525| 55 | 55 | 575
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(GYM)-MT-

24.2

CAMPANALDS.(94) 2 8 17.75| 185 | 195 | 235 5 |2425| 285 30
(GYM%'QQ;E('QE@N)EGA' 1.75 | 115 | 18 18 21 | 24.75 2%'7 29 | 305 33
(VS)'MTE;E_“("ZF;'NAM-' 4 75 |1125| 15 |15.75]|17.75 222 2425| 245 | 26.25
VOMT M| 3 95 |1425| 21 |2275| 25 |285 | 295 | 315 33
(VS)'MTD'E_“("GF;'NAM-' 1.5 7.75 |11.75| 135 |16.25|17.75| 20 | 235 | 255 26
VO eP | 275 8 [1475| 2225 | 25 | 25 | 25 | 30 | 35 37
(VS)'MT'(Z',?N'&D“' 275 | 975 | 175 | 2225 |2425| 26 | 30 | 30 35 37
A | 2 75 | 135 | 20 [2025|2175| 25 | 25 30 35
(VS)E";TI‘D?_%’:?GA‘ 2.25 55 | 925 | 14.75 | 16.25 | 17.25 | 18 | 21.5 | 23.75 | 22.25
VUG | o | o | o | o | oo oo 0|
WS)'“”&'?&Q)'NAM" 3 925 | 17 | 22.75 | 23.75| 245 | 25 | 26 | 265 27
(V8>"V'T'(§§;"Ba'°4‘ 0.5 35 | 775 | 105 |1275| 16 | 20 | 20 | 21.75 | 23.75
(VB%-QAJ:SQ_'?Z%;JE- 0 0 0 0375 | 15 | 1.75 | 225 | 35 3.75 55
(VB)'GMRT(S%;E(’?;S)'NO' 1 7.25 | 135 | 19.25 | 23.75| 30 | 30 | 30 35 37
N Robs(as) | 225 | 875 | 14 | 20 24 | 28 | 30 | 35 | 35 37
(VB)'MT;';;N'&D“' 3 12 |17.25| 195 | 215 |23.75 2‘;2 25.25| 25.75 | 265
(V?%'U“TH'?SZE’Q?A' 225 | 525 [10.75| 16 21 |2275| 30 | 30 30 35
(VS)'MT'(jg;"Ba‘D“‘ 1.75 65 | 9.25 | 13 17 20 | 23 |2475| 25 29.25
%%;ﬂgﬂgg 0 0875 | 1.5 | 225 | 25 | 325 | 475 | 55 6 6.5
(\(/;SJAT_:E(Z.T(E;_ 1 3.25 6 775 |11.25| 135 | 17 | 185 | 20.25 22
(\(/;SJANF'.TE(ZT@E[S 0 0.5 1 1 1.75 3 325 | 425 | 525 6.25
%%;ﬂgﬂgg 325 | 825 | 125 | 18 23 | 26 |285| 30 35 35
e Aones) | 325 | 825 | 125 | 18 23 | 26 [285| 30 35 35
VO e 7| 175 | 875 |1575| 23 | 26 | 26 | 30 | 33 | 35 37
(V8>'MT'(§g;"Ba'D4‘ 3 875 | 155 | 19 |20.75|25.25| 275 | 30 35 37
(V8>'MT'(§3)2'BA'D5' 3 975 | 145 | 20 |2375| 275 | 30 | 31 33 35
(V8>'Mgﬁ(“§§)'NAM" 425 | 105 [17.75| 235 | 26 |2825|315| 315 | 35 37
R 2 425 | 875 | 975 | 135 | 14 | 16 | 185 | 19 | 21.25
(Vs)'MTig'gN'&D“' 3.25 | 10.25 [17.75| 25 27 | 27.75 275'7 30 35 37
(V8>'MT('1SOJO3)'BE"D4‘ 175 | 725 | 125 | 1625 | 20 |2025| 25 | 30 30 35
(VS>-MT(-1SO~11?;'Ba'D4' 1.25 2 |325| 4 |475| 6 8 | 85 | 875 9
VO s 0% | 375 | 95 | 16 | 20 | 235|235 | 30 | 30 | 30 35
(V8>'MT('1SOJ43)'BE“D4‘ 3.75 10 | 175 | 2325 | 24.75| 255 | 30 | 30 30 35
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(V8)-MT-HNR-NAM.-

Dari09 2.75 65 |1225| 15 | 185 | 21 | 22 | 23 | 245 | 2475
(\ggiggk-?fd?f' 2.75 85 | 135 | 1875 | 22 25 2%'2 30 30 30
Wg)é’ﬁfﬁi‘&?‘i“‘ 275 | 825 |12.75| 1825 | 195 | 22 2‘;7 25.75| 30 325
Wg)éggi'('iTgGA' 2 7 |1425| 1925 | 20 25 22'2 27.75| 295 35
(VS)'MJ‘;leZFf)')NAM-' 0 0.5 2 4 45 | 625 | 10 | 105 | 11.75 | 135
(V8>'MT('15232‘;'BE"D5' 3.75 10 |16.75| 25 30 30 | 30 | 30 35 37
(V8>'MDTL;[?1N2R3')NAM" 3 875 | 17 | 2125 | 22 | 22 | 30 | 30 35 37
VO tze M| 175 | 55 | 925 | 115 | 14 | 16 1%'7 21.25| 23 24.5
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