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RESUMEN

Los brotes epidémicos de infeccion intestinal por Salmonella spp, son uno de los
problemas de salud mas comunes en todo el mundo y con mayor frecuencia en
paises subdesarrollados, siendo los vegetales que se consumen en crudo
vehiculos potenciales para que estos microorganismos patégenos se transmitan
al hombre. Aunado a lo anterior, los procedimientos de desinfeccibn comunmente
empleados, regularmente son ineficientes para eliminar Salmonella spp, tanto en
las raices, como en las hojas o los frutos, lo cual sugiere que estos
microorganismos se encuentran localizados en microhabitats protegidos, ya sea
en la superficie o en el interior de los tejidos. Ademas, se ha demostrado que
enteropatdégenos como Salmonella enterica y Escherichia coli, pueden contaminar
y sobrevivir en diversos tejidos de la planta. Por lo anterior, el objetivo de este
trabajo fue evaluar si la introduccién de bacterias del género Bacillus aisladas del
interior de Lycopersicon esculentum= Solanum lycopersicum var. Cerasiforme
“Tinguraque” podia inhibir el establecimiento de Salmonella spp. dentro de los
tejidos de la papa cultivada in vitro. Para ello se emplearon bacterias del género
sefialado que mostraron antagonismo a enteropatdégenos del hombre. Inicialmente
se comprobd que tanto las bacterias aisladas del “Tinguaraque” como Salmonella
Spp. se asocian a las raices y tejidos de papa propagada in vitro. De igual manera
se comprob6 que las plantas inoculadas con la especie de Bacillus aislada, inhibi6
de manera altamente significativa (P<0.01), el establecimiento de Salmonella spp,
en el interior de la papa cuando se inocul6 en condiciones asépticas a

concentraciones de 1x10’ UFC/cm?® al agar soporte de la radicula del vegetal.



ABSTRACT

Epidemic outbreaks of intestinal infection caused by Salmonella spp, are one of
the problems of health more common anywhere in the world and especially in
underdeveloped countries. Being the vegetables that are consumed in crude,
potential vehicles for these pathogenic microorganisms transmit the man. The
procedures of disinfection commonly used, can be inefficient to eliminate
Salmonella spp, as much in the roots, as in the leaves or the fruits, which suggests
these microorganisms are located in protected microhabitats or in the surface or
inner weaves. In addition, one has demonstrated that enteropatdgenos like enteric
Salmonella and Escherichia coli, can contaminate and survive in diverse weaves
of the plant. By previous, the objective of this work it was to evaluate if the
introduction of bacteria of the Bacillus sort isolated of the interior of Lycopersicon
esculentum= Solanum lycopersicum var. Cerasiforme “Tinguraque” could inhibit
the establishment of Salmonella spp. within weaves of the worked potato test-
tube. For it bacteria of the indicated sort were used that they showed antagonism
enteropatdogenos of the man. Initially it was verified that as much the isolated
bacteria of the “Tinguaraque” like Salmonella spp. they could be associated to the
roots and weaves of propagated potato test-tube, finally, it was verified that in the
plants inoculated with the species of isolated Bacillus, the establishment of
Salmonella in internal weaves of the potato when inoculated in aseptic conditions
to concentrations of 1x107 UFC/cm3 to the agar has supported of root of the
vegetable, to the being compared with different treatments stayed out highly
significantly (P<0.01).



1 INTRODUCCION

1.1 Vegetales crudos y contaminacion con enteropatdégenos

Debido a su apreciable contenido en vitaminas, fibra dietética, antioxidantes y su
baja aportacion caldrica, los vegetales son ampliamente recomendados como
parte de la dieta diaria. No obstante, una serie de practicas en torno a su
produccion, cosecha y comercializacién, hacen que este grupo de alimentos se
convierta en vehiculo potencial de microorganismos patdgenos especialmente

cuando se consumen crudos (Zeigler,1993; Castro et al., 2006).

Las verduras crudas pueden contaminarse por fuentes diversas dentro de las que
destacan: el uso de agua de riego contaminada, el suelo de cultivo, los abonos de
origen animal, el aire, los instrumentos y equipo para las labores de campo, los
recipientes y utensilios, los materiales de transporte o el manejo humano
(Whitfield, 1998).

La contaminacién microbiol6gica de estos alimentos, toma mayor importancia
cuando se consumen frescos sin cocinar, considerando que el tiempo de
sobrevivencia de los microorganismos patdégenos puede ser prolongado (semanas
o meses) (Feahmen, 1983), particularmente cuando los microorganismos estan
en las areas del vegetal mas humedas, protegidas de la desecacion y de los rayos
directos del sol, como ocurre en la lechuga, repollo, zanahoria y rdbano (Shuval et
al., 1986).

Diversos estudios de campo y laboratorio, han mostrado que los patdgenos
inoculados en la tierra de cultivo o en las aguas de irrigacion de vegetales pueden
sobrevivir hasta por dos meses, periodo suficiente para que alcancen en forma

viable al consumidor (Feahmen, 1983).



Actualmente existe una preocupacion a nivel mundial por la eliminacion de
enfermedades gastrointestinales, que en muchas ocasiones son causadas por

consumir alimentos mal desinfectados (Santos y Torres, 2006).

Las epidemias de infeccién intestinal por Salmonella spp son uno de los
problemas mas comunes en todo el mundo, principalmente en paises en
desarrollo (Navarrete y Santo, 1998; Temporado et al., 1997), constituyendo un
problema de salud publica. Se estima que cada afio ocurren en los Estados
Unidos de Ameérica (EUA) entre 800 000 y 4 millones de infecciones por
Salmonella, de las cuales alrededor de 500 son fatales (Glynn et al., 1998). El
costo total de la salmonelosis humana se calcula en 3 mil millones de ddlares

anuales en EUA (http://www.ers.usda.gov/data/foodborneillness/).

En México este tipo de infecciones se han notificado de manera ocasional,
aunque se cree que la frecuencia es mayor, debido al escaso control que se tiene
en la manufactura y distribucion de alimentos (Molina et al. 1997). En general se
ha estimado que el numero de enfermedades de origen microbiano transmitidas

por alimentos asciende a 200 millones por afio (Fernandez, 2000).

Aunque limitados, se tienen algunos reportes de la presencia de Vibrio cholerae y
Salmonella spp. en diferentes verduras que se expenden en mercados publicos
de las ciudades de Puebla (Castro et al., 2006), México (Castro et al., 2006;
Vazquez et al., 1996) y Guadalajara (Torres et al., 1996; 1997). Sin embargo, en
atencion a la forma como se cultivan, cosechan, transportan y comercializan las
verduras, es de esperarse la presencia de microorganismos patégenos en ellas
(Castro et al., 2006).

1.2 El género Salmonella

El género Salmonella se incluye en la familia Enterobacteriaceae, integrada por

bacilos cortos Gram negativos, no esporulados, anaerobios facultativos. Poseen,
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por lo tanto, las caracteristicas generales de las enterobacterias, entre otras;
fermentadores de glucosa, catalasa positivos, oxidasas negativos y moviles;
siendo una excepcion Salmonella gallinarum, siempre inmaovil (Leminor, 1992;
Miller y Pegues, 2000).

Frecuentemente se utiliza la nomenclatura recomendada por el Centro de
Referencia e Investigacion de Salmonella de la Organizacion Mundial de la Salud
en el Instituto Pasteur (WHO Collaborating Centre for Reference and Research on
Salmonella) que acorde con los hallazgos genéticos describe dos subespecies
distintas: Salmonella bongori y Salmonella entérica. Cada una contiene a su vez
varias serovariedades (serotipos) definidas por su  expresion antigénica.
Salmonella enteritidis, S. typhi y S. typhimurium son en la actualidad
serovariedades de Salmonella enterica subespecie enterica. (Leminor, 1992;
Brenner et al., 2000; Euzeby, 1999).

El género Salmonella causa diversas manifestaciones clinicas en el humano
como son fiebres entéricas, gastroenteritis, septicemia, infecciones localizadas, y
estado de portador cronico (Acha y Szyfres 2001; Pegues et al., 2002). Para este
patégeno se ha determinado que la poblacién minima de microorganismos capaz
de producir enfermedad esta entre 10° - 10° unidades formadoras de colonia
(UFC). ElI nimero de gérmenes puede ser menor si hay cierta neutralizacion o
disminucion de jugo géastrico como en el caso de comidas, uso de antiacidos,

gastritis atréfica o pacientes gastrectomizados (Ossa, 2000).

Los procedimientos de desinfeccibn que eliminan bacterias, pueden ser
ineficientes para eliminar Salmonella spp en brotes o en hojas, lo que sugiere que
estas bacterias se encuentran localizadas en un microhabitat protegido (Cooley et
al., 2003).

Se han realizado investigaciones sobre control biologico de Salmonella spp., en
las cuales se ha publicado que la micro flora nativa establecida en el alimento
puede tener caracteristicas inhibitorias contra la contaminacion por patdégeno
establecidos en los alimentos por competencia o antibiosis, contra el patégeno
(Anderson, et al., 2002; Leistner y Gorris, 1995; Schuenzel y Harrison, 2002;
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Leverentz et al., 2006). En este sentido, algunas bacterias, tales como las del
género Pseudomonas, asi como levaduras, se han identificado y comercializado
para el control de hongos en las frutas postcosecha (Janisiewicz y Korsten, 2002).
Las levaduras pueden controlar el decaimiento del producto postcosecha
ocasionado por hongos que se internan en el tejido lesionado (Janisiewicz 1987;
Wilson y Wisniewski, 1989; Jijakli et al, 1993; Janisiewicz 1998; Droby et al, 1998;
Leverentz et al., 2000). Aunque los mecanismos moleculares involucrados en el
proceso no estan todavia, completamente elucidados, la secrecion de enzimas
degradadoras de pared celular, la competencia por nutrientes potenciada por la
secrecion de una matriz extracelular, y las toxinas producidas, constituyen
posibles mecanismos de lucha biolégica. Con respecto al uso de levaduras,
existen escasos informes sobre su aplicacibn en alimentos, como agentes de
control para patégenos humanos bacterianos (Janisiewicz, 1987; Deak y Beuchat,
1996; Liao y Fett, 2001). Algunos sefalan inclusive que hay levaduras que
exacerban el crecimiento del patdgeno en el producto procesado, esto debido al
incremento del pH (Wade et al., 2003). Cabe resaltar que seleccionando por su
inocuidad algunas levaduras y bacterias con actividad antagonista hacia
patégenos, pudieran ser Utiles para aplicarse para la seguridad alimentaria (Deak
y Beuchat, 1996; Janisiewicz et al., 1999; Leverentz et al. 2002; Leverentz et al.,
2006). De igual manera los microorganismos sefalados, pueden disminuir la
capacidad de crecimiento del patégeno en los alimentos, mediante la competencia
por ellos (Liao, 1999; Campo et al., 2001).

Otros mecanismos que se han sefialado para controlar patdgenos en los
alimentos incluyen la reduccion del pH (Brashears y Durre, 1999), asi como en el
uso de bacterias que producen como metabolito al 4cido lactico o que compiten
por sustrato y espacio (Geisen, 1999; Spadaro et al., 2002; Spadaro et al., 2004).
Los lactobacilos también producen sustancias inhibitorias de bacterias
denominados bacteriocinas (Ganzle et al., 1999; Laukova et al., 2000) los cuales
son péptidos o estructuras proteicas y pueden actuar como agentes de biocontrol
(Reuter, 2001). De igual forma se ha reportado el uso de bacteriofagos como
método de control de patégenos humanos presentes en vegetales frescos
(Leverentz et al., 2002; Leverentz et al., 2006). Sin embargo, el efecto inhibitorio

de estos microorganismos utilizados como agentes de competencia bioldgica,
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llega a ser evidente a partir de 2 a 5 dias de almacenaje y solamente actian en la
superficie de los vegetales, (Leverentz et al., 2006), mientras que los
microorganismos patdgenos podrian encontrarse residiendo en el interior,

protegidos ya por las estructuras vegetales.

1.3 Microorganismos endoéfitos

Los microorganismos endofitos comprenden a los hongos y bacterias que viven
sin causar dafio en el interior de células o tejidos de plantas superiores durante
una parte de su ciclo de vida (Quispel, 1992; Kado, 1992; Kobayashi y Palumbo
2000).

El primero en observar microorganismos residiendo en el interior de las plantas
fue Pasteur en 1870 determinando que cursaban en forma asintomatica para su
huésped (Hallman et al., 1997). La palabra endoéfito se deriva del griego endon,
gue significa dentro y phyte que significa planta. De Bary fue el primero en utilizar
este término, en el afio 1866, (Petrini, 1986) al referirse a hongos viviendo dentro

de los tejidos de una planta.

En la década de 1940, se obtuvieron numerosos informes del aislamiento de
bacterias endodfitas de diversos tejidos vegetales, entre los cuales destacan;
semillas, 6vulos, tubérculos, raices, tallos, hojas y frutos. Sin embargo en la
década de 1950 aun se publicaban trabajos en los que se concluia que su
existencia era el resultado de una mala desinfeccion superficial (Hallman et al.,
1997).

A través de los afos, se han propuesto diferentes definiciones para las bacterias
enddfitas, sin embargo se coincide en que aun colonizando tejidos internos de los
vegetales les son asintomaticas (Petrini 1991; Hallmann et al., 1997; Schulz y
Boyle, 2006), y que ademas pueden ser aisladas en la superficie de los vegetales

desinfectados o de su interior (Hallmann et al., 1997).



Las bacterias enddfitas entran en el tejido vegetal sobre todo en la zona de la
rizosfera (Agarwal y Shende, 1987; Gagne et al., 1987; Sevilla y Kennedy, 2000);
sin embargo, también pueden penetrar (Kobayashi y Palumbo, 2000) por las
aperturas naturales aéreas de plantas, tales como flores, tallos, cotiledones,
estomas (Roos y Hattingh 1983), o a través de dario foliar (Leben et al., 1968).

Habitualmente, las bacterias entran en tejidos a través de las grietas que se
forman en los puntos de emergencia de las raices laterales, colonizando las
radiculas, asi como las uniones de las raices principales y secundarias,
posteriormente los espacios intercelulares de la raiz, el parénquima y células
corticales, algunos penetrando al cambium para alcanzar al tejido vascular

incluyendo al de hojas y tallos (James et al., 2002).

Dentro de una planta, las bacterias enddfitas se localizan cerca del punto de
entrada o dispersas dentro de ella (Hallmann et al., 1997), ya que se han aislado
de toda la planta incluyendo las semillas (Posada y Vega, 2005). Las preferencias
de ubicacion en sitios especificos, parece ser caracteristico de compatibilidad

especie-cepa (Hallmann et al., 1997).

Las bacterias endofitas se localizan principalmente en la zona cortical de la raiz
de la mayoria de las plantas, ya sea de manera latente o0 activa; pueden
localizarse en los espacios intracelulares, intercelulares o en el tejido vascular
(Fig. 1) (Quispel, 1992; Reinhold y Hurek, 1998; Bacon et al., 2001). La asociacion
de las bacterias endofitas con su hospedero puede ser mutualista y llegar hasta el

umbral de un organismo patégeno en estado de latencia (Strobel y Long, 1998).
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Figura 1. Bacterias endéfitas. Micrografia de raiz primaria donde se observan
bacterias residiendo en el interior de plantas. A) Demuestra su organizacion en
epidermis moviéndose hacia adentro a la corteza (c) y finalmente en el estele (s).
B) Seccidn de la figura A agrandada para demostrar las bacterias (flecha)
situadas sobre la epidermis y bacterias situadas dentro de los espacios
intercelulares de la corteza. C) Demuestra la localizacion intercelular de las
células bacterianas, flechas. D) Las células del estele muestran bacterias en la
flecha al lado de las células primarias del floema (p) apenas debajo de los

endodermis (tomado de Bacon et al., 2001).

Las bacterias enddfitas han sido aisladas de una gran diversidad de plantas (Sturz
y Matheson., 1996), donde se han encontrado tanto endoéfitos bacterianos Gram
positivos como Gram negativos aislados de diferentes tejidos. Ademas, diversas
especies bacterianas se han aislado de una sola planta (Kobayashi y Palumbo,
2000; Strobel et al., 2004).
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1.4 La asociacion bacteria-planta

Existen alrededor de 300,000 - 500,000 variedades de plantas superiores, por lo
que la cantidad de hongos y bacterias asociadas a ellos debe estimarse en
valores superiores, con una extensa diversidad de bacterias endéfitas (Strobel y
Long, 1998) con posibilidad de ser empleados en agrobiotecnologia. Especies de
los géneros Pseudomonas, Enterobacter, Bacillus, Erwinia y Xanthomonas han
sido aislados frecuentemente de diversos vegetales (Mufioz y Caballero en
Martinez y Martinez 2001).

Sobre el empleo de bacterias para controlar patégenos del suelo, se han realizado
muchos trabajos y resiumenes (Chang y Kommedahl, 1968; Cooksey y Moore,
1982; Liang et al., 1982; Geels y Schippers, 1983; Weller, 1988; Cook, 1990;
Gutterson, 1990; De Freitasy Germida, 1991; De la Cruz et al., 1992; Laville et
al., 1992; Lemanceau et al., 1992;). Desde 1965 el interés y la investigacion en
esta area se ha incrementado (Cook y Baker, 1983; Baker, 1987) como se refleja
en el numero de libros (Baker y Cook, 1974; Papavizas, 1981; Chet, 1987; Weller,
1988;) y revisiones acerca del tema (Baker, 1968; Brown, 1974; Moore, 1979;
Papavizas y Lumsden, 1980; Schroth y Hancock, 1981; Schroth y Hancock, 1982;
Suslow, 1982; Burr y Caesar, 1984; Jatala, 1986). Actualmente ha cambiado la
opinién sobre el control bioldgico y su importancia en la agricultura del futuro y
esto ha motivado el desarrollo de programas para la busqueda de
microorganismos para ese fin. Este renovado interés en el uso de la lucha
bioldgica para combatir plagas se debe en parte a la preocupaciéon publica sobre

los efectos nocivos asociados al uso de plaguicidas quimicos.

De entre los microorganismos asociados a los vegetales, los que crecen en la
rizosfera son ideales para usarse como agentes controladores, puesto que es en
dicha zona donde se ubica la linea frontal de defensa para las raices, contra la
invasion de microorganismos que habitan el suelo ademas de ser la fuente de
origen principal para las bacterias endofitas. En los ultimos 20 afios, varios
ejemplos de bacterias capaces de brindar un control substancial de las
enfermedades en campo han sido reportados. Estos recientes éxitos en el control
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bioldgico contrastan con los resultados obtenidos al principio del siglo pasado
(Weller, 1988), lo anterior en parte por el mayor conocimiento de la rizosfera y la

complejidad de las interacciones que en ella ocurren.

Las bacterias enddfitas forman parte de la gran cantidad de bacterias benéficas
presentes en la rizosfera, que favorecen el desarrollo de las plantas y las protegen
contra organismos del suelo que causan enfermedades (Weller, 1988; Hallmann
et al., 1997).

La diversidad y numero de bacterias rizoféricas es muy grande, lo cual ocasiona
gue en este ambiente exista una fuerte competencia por los nutrientes, en donde
su disponibilidad es limitada. Sobre esta base se ha considerado que las bacterias
enddfitas tienen ventajas sobre las bacterias rizosféricas, ya que la disponibilidad
de nutrientes es mayor en el interior de las plantas y el numero de
microorganismos enddfitos es menor que el de los rizosféricos (James, 2000). Por
otro lado, las bacterias enddfitas se encuentran mejor protegidas hacia
condiciones adversas en relacion a las rizosféricas, ya que aun siendo la rizosfera
un biotopo rico en nutrientes en relacion al suelo en general, estos son siempre

fluctuantes y heterogéneos (Reinhold y Hurek, 1987).

Por otra parte, las bacterias endoéfitas podrian brindar beneficios mas directos a su
hospedero al contrastarse con las bacterias rizosféricas. Por ejemplo, podrian
excretar fitohormonas en el interior de las plantas y protegerlas contra la accion
de los fitopatdgenos (Weller, 1988; Hallmann et al., 1997). Se ha demostrado que
algunas fitohormonas, como el acido indol acético, producido por los
microorganismos rizosféricos inducen un aumento de la superficie de la raiz,
permitiendo a la planta una mayor absorcion de nutrientes (Okon y Labandera,
1994).

También puede brindarse proteccion a través de la produccion de substancias
qgue inhiben el crecimiento de los patégenos (Muthukumarasamy et al., 2000) o
bien, por el desencadenamiento de una respuesta de defensa de la planta en
contra de patdégenos promovida por el enddfito, en forma similar a la que se

observa con algunas rizobacterias (Pieterse et al., 1999). Al respecto se han
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publicado trabajos demostrando que los microorganismos enddfitos pueden tener
la capacidad de controlar patégenos de las plantas (Sturz y Matheson, 1996; Duijff
et al., 1997; Krishnamurthy y Gnanamanickam, 1997), insectos (Azevedo et al.,
2000) y nematodos (Hallmann et al., 1997, 1998). Bacterias, que pertenecen
mayormente a los géneros Pseudomonas y Bacillus, son antagonistas de
importantes patdégenos de la raiz en muchos cultivos de importancia econémica
(Schroth y Hancock 1982; Hallmann y Berg 2006).

Varios  patdogeno  bacterianos  oportunistas incluyendo  Burkholderia,
Enterobacteria, Herbaspirillum, Ochrobactrum, Pseudomonas, Ralstonia,
Stphyilococcus y Stenotrophomonas se han identificado como colonizadores de la
rizosfera de la planta (Berg et al., 2005). En la diversidad de los suelos se
encuentran muchos endofitos facultativos como especies rizosféricas o bacterias
adaptadas para vivir in planta, que pueden incluir patbgenos oportunistas de

humanos o animales.

Es importante mencionar que algunos patégenos humanos tales como Salmonella
spp han sido aislados como endofitos en brotes de alfalfa, desde 1995 en
Estados Unidos, Asia y Europa (Ponka et al., 1995). Se ha demostrado que
enteropatégenos como Salmonella enterica y Escherichia coli, pueden crecer
dentro de la planta (Taormina et al., 1999; Charkowski et al., 2002; Cooley et al.,
2003). Lo que explicaria en parte el que, tanto los métodos de desinfeccion
superficial como el cloro, el uso de bacterias antagonistas que crecen en la
superficie de vegetales (Leistner y Gorris, 1995; Anderson et al., 2002; Schuenzel
y Harrison; 2002; Leverentz et al., 2006), asi como el uso de bacteridfagos
(Leverentz et al., 2002; Leverentz et al., 2006), no sean eficientes para eliminar
enteropatdogeos presentes en vegetales que se consumen crudos ya que se

encontrarian protegidos por las estructuras vegetales.

1.5 El género Bacillus
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El género Bacillus incluye una amplia variedad de especies Gram-positivas,
innocuas para el hombre, con propiedades antagbnicas hacia otros
microorganismos. Son buenas secretoras de proteinas y metabolitos, faciles de
cultivar y altamente eficientes para el control de plagas y enfermedades (Berg y
Hallmann, 2006). Los mecanismos de accion de Bacillus spp incluyen
competencia por espacio y nutrientes (Handelsmann y Stabb, 1996), antibiosis
(Loeffler et al., 1986) e induccion de resistencia (Kloepper y Ryu, 2006). Ademas
son promotoras del crecimiento de los vegetales (Kloepper et al., 2004). La
capacidad de Bacillus spp de formar esporas que sobreviven y permanecen
metabdlicamente activas bajo condiciones adversas (Rodgers, 1989), las hace
apropiadas para la formulacion de productos estables a nivel de campo y asi
emplearlos en el control biolégico. B. subtilis es uno de los microorganismos mas
eficientes en este nicho ecoldgico, el cual exhibe actividad antagonica contra
varios hongos y bacterias fitopatégenos. Este antagonismo se ha atribuido a la
produccién de antibidticos y a la capacidad de colonizar diferentes microhabitats
en la planta (Loeffler et al., 1986; McKeen et al., 1986; Bochow y Gantcheva,
1995).

Para considerar un microorganismo endéfito como potencial agente para control
biolégico se requieren ciertas caracteristicas. En primer lugar, que no sea
patdgeno para los vegetales, hombre o animales. Debe tener una elevada
capacidad de colonizacion y reproduccion en los tejidos internos después de su
inoculacién en las plantas, ya que una poblacion que declina rapidamente tiene
una baja capacidad competitiva con la microflora presente en los cultivos
(Schippers et al., 1987; Weller, 1988; Lugtenberg y Dekkers, 1999). También es
muy importante que tenga la capacidad de reproducirse abundantemente en
condiciones in vitro para asegurar su reproduccion y conservacion (Cook, 1993;

Hernandez y Escalona, 2003).

1.6 La familia Solanaceae
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Las solanaceas (Solanaceae Juss.) conforman a una familia de plantas herbaceas
o lefiosas con las hojas alternas, simples y sin estipulas pertenecientes al orden
Solanales, de las dicotiledoneas (Magnoliopsida). Comprende aproximadamente
98 géneros y unas 2700 especies, con una gran diversidad de habito, morfologia
y ecologia. La familia es cosmopolita, distribuyéndose por todo el globo con la
excepcion de la Antértida. La mayor diversidad de especies se halla en América
del Sur y América Central (Olmstead et al., 1999; Olmstead y Bohs, 2007).

En esta familia se incluyen especies alimenticias tan importantes como la papa o
patata (Solanum tuberosum), el jitomate (Solanum lycopersicum), la berenjena
(Solanum melongena) y los ajies o pimientos (Capsicum). Muchas plantas
ornamentales muy populares pertenecen a las solanaceas, como Petunia,
Schizanthus, Salpiglossis y Datura. Las solanaceas incluyen muchos organismos
modelo para investigar cuestiones bioldgicas fundamentales a nivel celular,
molecular y genético, tales como el tabaco, la petunia y la papa (Olmstead et al.,
1999; Olmstead y Bohs, 2007).

Investigaciones moleculares, han demostrado que el jitomate y la papa estan
filogenéticamente muy relacionados y apoyan la inclusion del jitomate dentro del
género Solanum, que anteriormente habia sido controvertida, creando una nueva
denominaciéon Solanum seccion Lycopersicum (Spooner et al.,, 1993); en
consecuencia, la mayoria de los taxbnomos han adoptado a Solanum como el

nombre genérico del jitomate (Peralta et al., 2005).

La mayoria de las especies de las que fueron seleccionadas las plantas cultivadas
continlan sobreviviendo en condiciones silvestres, al igual que otras especies
estrechamente relacionadas con ellas. Este complejo silvestre constituye los
parientes silvestres de los cultivos, los cuales han evolucionado para sobrevivir a
condiciones adversas que comunmente causan dafios de importancia econémica
a los cultivos afines (Hoyt, 1992; Eigenbrode et al., 1993; Pérez et al., 1997).

Entre los parientes silvestres del jitomate en Michoacan se puede encontrar, el
tomate silvestre, Lycopersicon esculentum= Solanum lycopersicum var.

Cerasiforme es conocido como “Tinguaraque” el cual se desarrolla bajo
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condiciones adversas de humedad, y presumiblemente es tolerante a plagas y
enfermedades (Eigenbrode y Trumble, 1993; Pérez et al., 1997; Sanchez-Pefa et
al., 2006). Por lo que puede constituir una buena fuente de bacterias endofitas

gue le ayuden a tolerar estas adversidades.

1.7 La planta de papa como modelo de investigacion

La papa, al igual que el jitomate, es originaria de América del Sur y es cultivada
en todo el mundo por sus tubérculos comestibles. S. tuberosum es una planta
herbacea, tuberosa, perenne a través de sus tubérculos, caducifolia (ya que
pierde sus hojas y tallos aéreos en la estacion fria), de tallo erecto o semi-

decumbente, que puede medir hasta 1 m de altura (Dimitri, 1987).

Las hojas son compuestas, con 7 a 9 foliolos (imparipinnadas), de forma
lanceolada y se disponen en forma espiralada en los tallos. Son bifaciales, ambas
epidermis estan compuestas por células de paredes sinuosas en vista superficial.
Presentan pelos o tricomas en su superficie, en grado variable dependiendo del
cultivar considerado. Los tricomas pueden ser uniseriados, glandulares y con una
cabeza pluricelular mas o menos esférica. Presentan tres tipos de tallos, uno
aéreo, circular o angular en seccion transversal, sobre el cual se disponen las

hojas compuestas y dos tipos de tallos subterraneos: los rizomas y los tubérculos.

Después del éxito de Morel, alrededor del afio 1965, en la multiplicacion de
orquideas in vitro, se incremento el interés por las técnicas de cultivo de tejidos
como alternativas para la propagacion asexual de plantas de importancia
econdmica. Esta premisa hizo que la papa llegara a establecerse como una de las
especies tradicionales de multiplicacion por medio de estas técnicas. La obtencion
de plantas libres de patdégenos y con una alta pureza varietal, que asegura a los
productores un incremento en el rendimiento y una buena calidad del producto,

fueron las razones mas importantes para la implementacion del cultivo in vitro en
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esta especie (CIAT, 1991; Flores et al., 2002). Las mismas caracteristicas hacen

que ademas sea muy utilizada para la investigacion.

La papa es una importante planta modelo. A pesar de que otras plantas no
cultivadas, tales como Arabidopsis thaliana, ofrecen ciertas ventajas para la
investigacién, tales como presencia de genomas simples, pequefios y ciclo de
vida corto, no pueden ofrecer respuestas para las preguntas mas pertinentes
desde el punto de vista de la agricultura. En este contexto, la papa presenta
varios aspectos biologicos que la hacen un modelo muy atractivo para su estudio.
Como muchos otros cultivos tales como el maiz, el trigo o la soya, la papa es un
poliploide. El efecto de la poliploidia sobre la productividad de los cultivos todavia
no ha sido determinado, pero su prevalencia entre las especies cultivadas indica
gue debe presentar evidentes ventajas. (The NSF potato genome project 2008).
Otros aspectos que hacen ideal a la papa como modelo de investigacion son: sus
requerimientos nutricionales béasicos, su rapido crecimiento y la posibilidad de

trabajar in vitro en condiciones de asepsia.

Por todo lo anterior el objetivo del presente trabajo fue demostrar que la
introduccién de bacterias aisladas de Lycopersicon esculentum= Solanum
lycopersum var. Cerasiforme “Tinguraque” puede impedir el establecimiento de

Salmonella sp. en Solanéceas utilizando la papa como modelo de investigacion.
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2. OBJETIVO

Demostrar que la introduccion de bacterias del género Bacillus sp. puede impedir
el establecimiento de Salmonella sp. dentro de los tejidos radiculares de

solanaceas utilizando la papa cultivada in vitro como planta modelo.

Objetivos particulares

Confrontar in vitro bacterias del género Bacillus sp. aisladas de Lycopersicon
esculentum=Solanum lycopersicum var. Cerasiforme “Tinguaraque”, con
Salmonella  sp. para seleccionar a las de mejores caracteristicas de
antagonicidad hacia el patdgeno.

Identificar las colonias aisladas.

Realizar pruebas de asociacién tanto de Bacillus sp. como de la Salmonella sp.

con las plantulas de papa in vitro para demostrar que pueden colonizar la planta.

Determinar si la inoculacion de Bacillus sp. impide el establecimiento de la

poblacion de la enterobacteria seleccionadas.
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3. MATERIAL Y METODOS

Las cepa bacteriana del género Salmonella fue proporcionada por el Instituto
Nacional de Referencia y Epidemiolégicos (INDRE); esta se cultivd en cajas Petri
con medio Agar-papa-dextrosa (PDA) (apéndice I) a 36° C durante 24 h y fueron
almacenadas en refrigeracion a 4°C, para posteriormente realizar las pruebas de
confrontacidbn con bacterias enddfitas aisladas de las plantas silvestres

colectadas.

3.1 Aislamiento de bacterias del género Bacillus sp. antagonistas
a Salmonella sp.

Las bacterias del género Bacillus sp. antagonistas fueron aisladas de plantas
ubicadas en la region Ciénega de Chapala localizada entre los estados de
Michoacan y Jalisco. La cual esta integrada por una zona plana, originada en
parte por la desecacion parcial del lago de Chapala . Su precipitacion promedio
anual es de 728 mm, iniciAndose la época de lluvias en mayo y finalizando en
octubre. Su temperatura media es de 14.9°C y actualmente en dicha region se

practica la agricultura.

Los especimenes vegetales muestreados conocidos regionalmente como
“Tinguaraque” se obtuvieron retirando del suelo plantas completas, cuidando de
retener el suelo adherido a la raiz, fueron trasladadas al laboratorio en bolsas de
plastico para el aislamiento de bacterias, proceso realizado mediante tres
diferentes técnicas inmediatamente después del arribo de las muestras al

laboratorio.
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Primera técnica

La técnica fue realizada en condiciones de asepsia dentro de una campana de
flujo laminar de la siguiente manera: con suelo rizosférico, extendido sobre una
hoja de papel limpio se realizé la técnica de la impronta, en la cual se emple6 un
cilindro de esponja estéril de 2 cm. de diametro, por 5 de longitud. Se tomé con la
esponja a manera de sello, un poco del suelo. Las particulas de suelo colectadas
en la esponja se descargaron 4 0 5 veces en cada caja sin encimar sobre medio
agar papa-dextrosa (medio PDA). Las cajas se incubaron a 21° C por al menos 4
dias, para después aislar las colonias bacterianas que formaron halos de
inhibicibn a su alrededor, sobre los microorganismos que se desarrollaron

conjuntamente.

Segunda técnica

En esta técnica se usaron fragmentos de tejido de las plantas colectadas. Para
ello, inicialmente se elimind el exceso de suelo en la planta mediante un lavado
con agua jabonosa y posterior enjuague con agua corriente. Posteriormente las
plantas se sometieron a un proceso de aseptizacién dentro de una campana de
flujo laminar. Primeramente se obtuvieron cortes de 5 mm a partir de la base del
tallo y hacia abajo tomando mas de la mitad de esta estructura y se sumergieron
en una solucion de alcohol al 50% durante un minuto, seguidos de una inmersion
en hipoclorito de sodio comercial (NaOCI) al 50% por 5 minutos, finalmente se
enjuagod en cinco ocasiones con agua destilada estéril, por alrededor de un minuto
para eliminar el exceso de cloro. Los cortes seleccionados se sembraron de
manera aséptica en cajas de Petri con medio PDA, las cuales fueron incubadas a

20° C durante una semana.

Tercera técnica

La tercera técnica consistié6 en maceracion de hojas lavadas y aseptizadas de la
manera antes descrita, dentro de un homogenizador en 5 ml de agua peptonada
y la siembra directa en la superficie del medio PDA para su incubacién bajo las

condiciones ya descritas.
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3.2 Identificacién del género Bacillus.

En las placas obtenidas con cualquiera de las técnicas empleadas, siempre se
busco la presencia de colonias con la morfologia colonial tipica del género
Bacillus, es decir colonias de color blanquecino, borde lobulado, de superficie
rugosa, mate a la luz reflejada y traslucida a la luz transmitida y de consistencia

cremosa.

En el diagrama de flujo que se presenta a continuacion (Figura 2 ) se esquematiza
el procedimiento aplicado en el laboratorio para la identificacion del género
Bacillus (Schaad 1988).

Las bacterias que presentaron esta morfologia, fueron confrontadas con las cepas
bacterianas enteropatégenas sembrandolas simultdneamente en cajas de Petri
con medio PDA. Se realizaron tres repeticiones por planta con cada género

bacteriano.

Las cepas del género Bacillus que inhibieron a Salmonella sp. fueron aisladas en

cajas Petri con medio PDA y almacenadas a 4° C para su uso posterior.
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3.3 Propagacion de papa (Alfa) in vitro

En condiciones de asepsia se propagaron plantulas de papa variedad “Alfa” a
partir de una linea establecida en el CIIDIR Michoacan. Para ello se eligieron
plantas sanas, se aseptizaron con hipoclorito de sodio comercial al 50%, se
enjuagaron en cinco ocasiones con agua destilada estéril por alrededor de un
minuto para eliminar el exceso de cloro, se eliminaron las hojas y se realizaron
cortes de tallos con dos entrenudos de longitud. Posteriormente se sembraron
cinco cortes en frascos para cultivo de tejidos (Figura 3) conteniendo 20 ml de
medio Murashige-Skoog (apéndice Ill) y se incubaron a 21°C manteniendo en
fotoperiodo de 18 horas de luz por 6 de oscuridad dejando crecer hasta observar

el desarrollo de raices (14 dias) asi como el crecimiento de la planta.

Figura 3 Propagacion in vitro de la planta de papa.
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3.4 Suspension bacteriana para inoculacion en plantas

Las cepas bacterias (tanto Bacillus como Salmonella) se hicieron crecer en
diferentes matraces con 50 ml de medio Infusién papa dextrosa PDI (apéndice
IV); en condiciones asépticas tomando 3 asadas; se colocaron las soluciones en
agitacion horizontal, a temperatura ambiente, durante 48 horas.

3.5 Prueba de asociacion bacteria-planta.

Para conocer la concentracion Optima de inéculo tanto de Bacillus sp. como de
Salmonella sp., asi como la mejor edad (estado de desarrollo de la planta), para
lograr esta asociacion, bajo la campana de flujo laminar se inocularon alicuotas de
1, 2, 4, 10 y 20 yL de las suspensiones que estuvieron en agitaciéon durante 48
horas y que alcanzaron concentraciones del orden de 1 x10° ufc ml?*, los
in6culos se agregaron directamente sobre el medio (Figura 4). Se realizaron 10
repeticiones por concentracion, empleando plantulas de papa con raices de al
menos 2 cm de longitud. Dichas plantas se mantuvieron en incubacién a 21° C y
fotoperiodo 18 horas de luz por 6 de obscuridad, durante 65 dias, efectuando
revisiones diarias, para observar el desarrollo de la planta y cuantificar la
poblacion bacteriana endofita. Esta ultima se realizo0 extrayendo la planta del
medio de cultivo, posteriormente se lavd con agua corriente y se sumergieron en
una solucion de alcohol absoluto al 50% durante un minuto, seguidos de una
inmersion en hipoclorito de sodio comercial (NaOCI) al 50% por 5 minutos,
finalmente se enjuagd en cinco ocasiones con agua destilada estéril, durante un
minuto para eliminar el exceso de cloro. Posteriormente, se maceraron en un
homogenizador en 5 ml de agua destilada y se sembrd todo ese volumen de
manera aséptica en cajas de Petri con medio PDA, las cuales fueron incubadas

durante 48 horas para su lectura.
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La asociacion bacteriana también se pudo apreciar Opticamente como una
pelicula adherida a las raices del la planta (plantas bacterizadas). Las pruebas de
asociacion se realizaron a diferentes tiempos (40, 45, 48, 50 y 55 dias) de la
propagacion in vitro para las dos cepas figura 4.

Figura 4 Prueba de asociacion bacteria-planta

3.6 Tratamientos para la prueba de inhibicion de establecimiento
de Salmonella sp.

Una vez establecidas las bacterias y para probar que las plantas asociadas con
Bacillus sp. podian impedir el establecimiento de Salmonella sp., en condiciones
de asepsia trasplantando plantulas de papa a tubos de ensaye conteniendo 20ml
de medio Murashige-Skoog (medio MS) (Murashige y Skoog 1962) (fig. 5) se

realizaron los siguientes tratamientos:
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TO.-Control Blanco.- 10 Plantulas sin inocular trasplantadas en medio MS. Conteo
de UFC en vertida en placa con medio PDA.

T1.- Control positivo para Bacillus sp..- 10 Plantulas inoculadas con Bacillus sp.

trasplantadas en medio MS. Conteo de UFC en vertida en placa con medio PDA.

T2.- Control positivo para Salmonella sp.- 10 Plantulas inoculadas con Salmonella
sp. trasplantadas en medio MS. Conteo de UFC en vertida en placa con medio
EMB (Agar Eosina y Azul de Metileno).

T3.- Planta inoculada con Bacillus sp vs Salmonella sp..-10 Plantulas inoculadas
con Bacillus sp. trasplantadas en medio MS, el cual, fue inoculado con 5 ml (1
x10%, ufc mI™*) de Salmonella sp. Conteo de UFC en vertida en placa con medio
PDA.

T4.- Planta inoculada con Salmonella sp. en Bacillus sp. vs Salmonella sp.10
Plantulas inoculadas con Bacillus sp. trasplantadas en medio MS, el cual, fue
inoculado con 5 ml (1 x103, ufc mI™ )de Salmonella sp. Conteo de UFC en vertida

en placa con medio EMB.

T5.- Planta inoculada con Salmonella sp. vs Bacillus sp vs .-10 Plantulas
inoculadas con Salmonella sp. trasplantadas en medio MS, el cual, fue inoculado
con 5 ml (1 x10%, ufc mI'*)de Bacillus sp. Conteo de UFC en vertida en placa con
medio PDA.

T6.- Planta inoculada con Salmonella sp. vs. Bacillus sp.10 Plantulas inoculadas

con Salmonella sp. trasplantadas en medio MS, el cual, fue inoculado con 5 ml (1
x103, ufc mI™*) Bacillus sp. Conteo de UFC en vertida en placa con medio EMB.
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Fig.5 Trasplante de plantulas de papa en tubos de ensaye conteniendo medio

Murashige-Skoog con los diferentes tratamientos inoculados en el medio

Posteriormente se llevaron a fotoperiodo en las mismas condiciones de la primera

inoculacién observandose a diario para verificar el desarrollo bacteriano.

Las cajas con medio PDA se incubaron a 25°C y las cajas con medio EMB a

37°C. Se observaron para cuantificacion a las 24, 48 y 72 hrs.

3.7 Analisis estadistico

Andlisis de resultados se realiz6 mediante la contrastacion de medias por la

prueba de Tukey
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4. RESULTADOS

4.1 Aislamiento de bacterias antagonistas a enteropatégenos

De las tres técnicas utilizadas para la obtencidon de bacterias antagonicas a
enteropatdgenos (impronta, corte de tallo y maceracion de hoja) el aislamiento a
partir del corte en tallo permitid obtener la cepa perteneciente al género Bacillus
sp. que mostraba efecto de inhibicién de crecimiento de Salmonella sp. en forma

de halos de inhibicion.

4.2 Suspension bacteriana

De las concentraciones probadas de las cepas bacterianas de Salmonella sp. y
Bacillus sp., para apreciar Opticamente la asociacion bacteria-planta, la
concentracion éptima se obtuvo a las 48 hrs de incubacién bajo las condiciones
sefialadas, en la que se alcanzé una concentracion del orden de 1X10° ufc ml™.
Siendo el in6culo minimo, para lograr la infeccion bacteriana de las plantulas de
papa por esta técnica el de 2 pL para ambas bacterias, detectandose la presencia
del género Bacillus sp. en el interior de las plantulas después de 3 dias de
inoculacion y para Salmonella sp.con esta concentracion después de 7 dias en la

prueba por vertida en placa en el medio PDA.

4.3 Prueba de asociacion bacteria-planta.

Las cepas de Salmonella sp. y Bacillus sp. inoculadas in vitro se asociaron a la
raiz de la plantula de papa, observandose el desarrollo en la periferia de la raiz.

Salmonella sp. al igual Bacillus sp que no tuvo ninguna complicacion para
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asociarse, la edad de la planta 6ptima para apreciar los mejores resultados fue la

de las plantulas cultivadas in vitro de 48 dias de edad.

4.4 Tratamientos para la prueba de inhibicion de establecimiento
de Salmonella sp.

En todos los tratamientos se observd desarrollo de colonias bacterianas en el

medio aproximadamente a los 18 dias del trasplante excepto para el control.

4.5 Prueba de inhibicién de establecimiento de Salmonella sp.
mediante maceraciéon de plantas.

Los resultados de la prueba de inhibicion de establecimiento de Salmonella sp. se

muestran en el siguiente cuadro:
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Cuadro 1 Prueba de establecimiento de indculos bacterianos en plantas de papa

in vitro en diferentes medios y con distintos tratamientos.

TO | T1 T2 T3 T4 T5 T6

SD | 4.33X10° | 7.65X10° | 2.23X10° | 53x10* | 1.08Xx10% | 2.49X107
SD | 3.74X10% | 3.97X10° | 1.73x10* | SD 2.20X10% | 6.67X107?
SD | 7.73X10° | 2.53X10° | 3.37X10° | SD 3.14X10° | 1.55X107
SD | 3.92X10% | 6.24X10° | 3.62X10° | SD 2.23X10° | 7.25x10°
SD | 5.64X10° | 3.88X10% | 1.54x10° | 8X10® | 4.27X10%*| 2.44X10?
SD | 6.54X10% | 2.93X10° | 2.34x10* | SD 1.28X10° | 1.43X10°
SD | 3.87X10° | 1.83X10° | 1.86X10° | SD 1.14X10% | 3.52X10?
SD | 6.89X10° | 6.62X10% | 1.27X10° | 41X10' | 3.60%x10%* | 1.61X10?
SD | 5.46X10° | 2.87X10° | 3.82X10° | SD 3.23X10° | 1.64X10°
SD | 3.27X10° | 7.86X10° | 1.93X10* | SD 3.32X10%*| 3.25X10°

Media
SD | 3.86X10° | 1.40X10%* | 7.77Xx10° | 1 xa0* | 1.65x10*| 1.11x10°

Como se puede ver en el Cuadro 1 las plantas control (TO) no presentaron
crecimiento bacteriano, lo que confirma las condiciones asépticas en las que se

desarroll6 el trabajo.

En el tratamiento T1 (Planta inoculada con Bacillus sp. vertida en medio PDA) se
aprecia una buena asociacion con la planta modelo con promedio del orden de
1x10° UFC, lo cual puede reflejar el establecimiento favorable de la simbiosis

entre ambos organismos.
El tratamiento T2 (Planta inoculada con Salmonella sp. vertida en medio EMB) por

su parte, mostré una menor capacidad para establecer la simbiosis con la planta
1x10°.
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En el tratamiento T3 se observan los conteos de las UFC, de ambas colonias
compitiendo por un biotopo (el interior de una plantula de papa) con un promedio
de UFC préximo a 1X103,

El Tratamiento T4, Planta inoculada con Bacillus sp., trasplantada en medio
inoculado con Salmonella sp., aseptizada y macerada la planta y después vertida
en medio EMB, muestra la accion inhibitoria de Bacillus sp ya establecido
endofiticamente sobre la cepa de Salmonella sp. que estaba desarrollandose en
el medio, con una diferencia altamente significativa entre las medias

poblacionales, (P<0.01).

Los tratamientos T5 y T6, indican que cuando Salmonella sp. penetra antes que
el Bacillus, este, aunque logra establecerse ya no logra eliminar la implantacion
de Salmonella sp. aunque el crecimiento de Salmonella sp. es perceptiblemente
menor que el control (T2), tratamiento control de Salmonella sp., corrobordndose

el efecto antagonico de Bacillus sp. Sobre el enteropatdgeno.

4.6 Contrastacion de medias

De los tratamientos anteriores contrastamos los valores obtenidos para las
cuentas de UFC en el interior de las plantulas de papa, en los tratamientos T2
contra T4 es decir las poblaciones enddfitas de Salmonella sp, presentes cuando
se les inocula y se les deja penetrar libremente y por otro lado cuando se les
inocula después de que Bacillus sp. ha infectado e invadido el interior de las
plantulas de papa. Los resultados analizados mediante la prueba de Tukey,
indican que existe un valor altamente significativo entre estas medias

poblacionales, (P<0.01).
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5. DISCUSION

La contaminacién de las hortalizas generada durante o después de la cosecha, es
un hecho bien documentado, en especial con las bacterias S. enterica y E. coli
0157 H7 las cuales tienen la capacidad de sobrevivir y crecer en los vegetales
durante su vida de anaquel (Brandl et al., 2002; Carmichael et al., 1999; Guo et
al., 2002; Wachtel et al., 2002). Es importante sefialar que la presencia de estas
enterobacterias en alimentos, no siempre puede asociarse al surgimiento de la
enfermedad. Se considera que para que de inicio un brote epidémico, la carga
bacteriana ingerida por el humano debe exceder el umbral de 1x10” UFC/ g de
peso fresco del alimento analizado (Charkowski et al., 2002; Taormina et al.,
1999).

El cloro por décadas ha sido el desinfectante empleado para desinfestar alimentos
que se consumen en crudo, sin embargo, Bartz (1988), publicé que la incidencia
de patdégenos asociada al cultivo del jitomate regado con agua contaminada,
puede ser reducida pero no eliminada agregando 50 a 100 ppm de cloro al agua,
evidenciando que el tratamiento con cloro no es totalmente eficaz, para eliminar a
la amplia gama de microorganismos que pueden estar presentes en los cultivos
tanto en el campo, como al momento de empacar los frutos. Zhuang, (1995)
reporta que la inmersién de tomates en una solucion que contenga 60 o 110 ppm
de cloro durante 2 minutos, reduce significativamente la poblacion de Salmonella
sin embargo, el tratamiento en una solucion que contiene 320 ppm de cloro no
dio lugar a la inactivacion completa, también sefiala que la poblacién bacteriana
se mantiene sin cambios al almacenarse a temperatura de 5 ° C durante 216 h (9
dias), pero aumenté significativamente después de un almacenamiento de 22 o

96 horas a 30 o0 20° C respectivamente.

Asi mismo, se ha probado que al desinfectar la superficie de las plantas con

diversos agentes aun teniendo resultados heterogéneos (Taormina et al., 1999),
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siempre se ha corroborado que cuando las bacterias se encuentran dentro del
tejido vegetal, la desinfeccion externa no es eficaz (Itoh et al., 1998; Solomon et
al., 2002; Takeuchi y Frank 2000; Wachtel et al., 2002).

Muthukumarasamy et al., (2000), reportan que es posible obtener bacterias
endodfitas inocuas para €l hombre y estas pueden poseer propiedades
antagonicas a fitopatdgenos; algo similar a lo reportado por Sturz y Matheson
(1996), Duijff et al., (1997), Krishnamurthy y Gnanamanickam (1997); Azevedo et
al., (2000) quienes reportan que este tipo de bacterias pueden tener un efecto
antagénico a insectos y Hallmann et al., (1997, 1998) quienes lograron

antagonismo a nematodos.

Al demostrarse en este trabajo que podemos introducir bacterias del género
Salmonella a plantulas de papa; resultado que, ligado a los obtenidos por
Charkowski et al., (2002), Taormina et al., (1999), Cooley et al., (2003), en los que
demuestran que Salmonella puede crecer dentro de la planta; se remarca la
relevancia de emplear un método que antagonice con este patdégeno en el interior

de los tejidos vegetales.

Otros ensayos donde se ha usado agentes biologicos para abatir bacterias,
siempre se ha conseguido una desinfeccion superficial, ejemplos los tenemos con
el uso de bacterias antagonistas que se establecen en la superficie del los
vegetales, (Anderson et al., 2002; Leistner y Gorris, 1995; Schuenzel y Harrison,
2002; Leverentz et al., 2006), asi como el uso de bacteriéfagos (Leverentz et al.,
2001; Leverentz et al., 2003) los que por no penetrar a los tejidos no pueden ser

suficientes para eliminar a estas bacterias.

En este trabajo se aisldé una cepa bacteriana perteneciente al género Bacillus sp.
de una planta silvestre comestible Lycopersicon esculentum= Solanum
lycopersicum var. Cerasiforme conocida como “Tinguraque”, esto para asegurar la
inocuidad hacia el humano. Dicha bacteria presento la propiedad biologica de
inhibir al género Salmonella sp., al confrontarlas in vitro asi como impedir el
establecimiento en el interior de la plantula de papa. Lo anterior se comprobé al

introducir a este Bacillus sp. a través de la radicula y posteriormente confrontarla
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con poblaciones de Salmonella sp. del orden de 1x10” UFC/ml en el medio de
cultivo las cuales no pudieron penetrar o establecerse en el interior de los tejidos
del vegetal. En cuanto al empleo a la técnica de la impronta para el aislamiento
de rizobacterias, es decir bacterias que viven en la periferia de la raiz y no en su
interior, esto se hizo por que regularmente las bacterias que se aislan de esa
zona, se pueden introducir a huéspedes que se cultivan in vitro. Ademas de que la
técnica de la impronta es la que mas rapido sefiala en donde existe un
microorganismo antagonico a la biota que le rodea, aunque en este caso no se

identificé ningun Bacillus antagénico a Salmonella sp.

Sin embargo mediante la técnica aséptica de los cortes transversales de los
tallos de “Tinguaraque”, para aislar a las bacterias que residen en su interior si se
realiz6 el hallazgo de bacterias del género Bacillus que tuvieron antagonicidad
hacia Salmonella sp. y limitd6 su establecimiento en las plantulas de papa, esto
cuando se aplicé previamente a la inoculacién de la enterobacteria al sustrato
qgue soportaba a la planta'y no mostrd efecto inhibidor al ser introducido cuando
la bacteria Salmonella sp. se establecié previamente, lo cual indica que para una

posible aplicacién en campo, este método deberia ser preventivo.

Es importante sefialar que en este trabajo, se empled una técnica para demostrar
que las bacterias endofitas, pueden inhibir el establecimiento de bacterias
enteropatdogenas del género Salmonella sp. dentro de los tejidos vegetales
fisiologicamente activos, no obstante lo anterior, hay que mencionar que la
metodologia aqui empleada, no es la Unica util para inocular bacterias a los
cultivos (se han aplicado a través de semillas, asperjadas al follaje, inoculadas al
sustrato) y esto puede permitir imaginar muchas mas posibilidades para el uso de
estos microorganismos benéficos y aplicacion dentro del proceso productivo

agricola sustentable.

Con referencia al in6culo minimo, que se requirié para infectar a las plantulas de
papa nuestro dato de 2uL, de la suspensiéon bacteriana tanto para Bacillus sp.
como para Salmonella sp. el dato difiere del aportado por Dong et al en el afo
2003 para Klebsiella pneumoiae 342 especie bacteriana perteneciente también a

la familia Enterobacteriaceae, la cual inoculd6 a diversas plantas tanto
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dicotiledoneas como monocotiledéneas y en todas encontré que con inéculos tan
pequefios como 1 UFC mL™ , se podia establecer la infeccién interna de los
vegetales cultivados in vitro. Esta diferencia pudiera deberse a caracteristicas de
las especies para establecer la relacion huésped parasito o a las diferentes
metodologias empleadas, ya que los autores citados, marcaron a las bacterias
con proteinas fluorescentes y para localizarlas emplearon microscopia confocal
de barrido.

Y al contrastar estadisticamente el efecto de la inoculacion de Bacillus sp., sobre
el establecimiento del género Salmonella sp. se demuestra estadisticamente que
el abatimiento de estos patdégenos es altamente significativo a un nivel de

significancia de (P<0.01).
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6.-CONCLUSIONES.

En este trabajo se describe una metodologia para impedir el establecimiento de la
bacteria enteropatdégena Salmonella sp. dentro de los tejidos de la plantula de

papa, mediante el uso de bacterias endofiticas.

Se rescatan bacterias del género Bacillus sp. a partir de la rizosfera de
Lycopersicon esculentum= Solanum lycopersicum var. Cerasiforme “Tinguraque”,
jitomate silvestre que se consideran relictos de la agricultura mesoamericana y
estos microorganismos benéficos se pueden introducir a la produccién agricola

actual.

Se demuestra que el” Tinguaraque” es fuente de bacterias rizosféricas y
endofiticas, con caracteristicas biolégicas dominantes, las que incluso pueden
inhibir le desarrollo de bacterias patdgenas del hombre, en este caso el género

Salmonella.
Se sefiala la existencia de asociacion e introduccion a la papa de las bacterias

del género Bacillus sp. aisladas de solanaceas, asi como también de las

enterobacterias del género Salmonella.
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Apendice |
PDA Agar papa dextrosa

Medio rico en nutrientes Gtil para crecer cualquier microorganismo

Materiales y método

Balanza granataria matraz Erlenmeyer 1 |
Mechero Fisher

Rayador

Embudo

gasa

Horno de microondas
Probeta de 1l

autoclave

agua destilada

2009 de papa

159 de agar bacteriolégico
20g de dextrosa

En el matraz se colocan 200gr de papa rayada inmersos en 500ml de agua
destilada se llevan a ebullicién a la llama del mechero durante 15 min. La infusion
es filtrada hacia otro matraz a través de la gasa, se le afladen 200 ml de agua
destilada, 15 g de agar bacteriolégico y 20 gr de dextrosa, se agita se deja
disolver y se deja reposar por 10 min para la hidratacién del agar. Se clarifica en
el horno de microondas, se deja que baje su temperatura para aforar a 1L, se
esteriliza a 121°C en la autoclave por 15 minutos.
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Apéndice I

PDI Infusion papa dextrosa

Medio liquido utilizado para el crecimiento de microorganismos como bacterias y

algunos hongos

Materiales y método

Balanza granataria
Matraz Erlenmeyer 1L
Mechero Fisher
Rayador

Embudo

Gasa

Horno de microondas
Probeta de 1L
Autoclave

Agua destilada

200gr de papa

20gr de dextrosa

En el matraz se colocan 200grs de papa rayada inmersos en 500ml de agua
destilada se llevan a ebullicion a la llama del mechero durante 15 min la infusion
es filtrada hacia otro matraz a través de la gasa se le afiaden 200 ml de agua
destilada y 20 gr de dextrosa, se agita se afora a 1L se esteriliza a 121°C en el

autoclave por 15 minutos.
Al enfriarse los matraces son inoculados con la sepa de bacillo y de salmonella

bajo condiciones de asepsia utilizando para esto la campana de flujo laminar

posteriormente se incuban en agitacion a temperatura entre 28- 30°C.
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Apéndice llI
Medio EMB Agar Eosinay Azul de Metileno

El Agar Eosina y Azul de Metileno es un medio utilizado para el aislamiento y
diferenciacion de bacilos entéricos Gram negativos. Este medio también es

conocido como Agar EMB por sus siglas en inglés.

Materiales y método:

Digerido Pancreatico de Gelatina 10.0 Lactosa 5.0
Sacarosa 5.0 Fosfato Dipotasico 2.0

EosinaY 0.4 Azul de Metileno 0.065

Agar Bacteriologico 15.0

pH 7.2+ 0.2

Suspender 36 g del medio en un litro de agua purificada. Calentar con agitacion
suave hasta su completa

disolucion y hervir durante un minuto. Esterilizar en autoclave a 121°C (15 libras
de presion) durante 15

minutos. Dejar enfriar a una temperatura entre 45-50°C y vaciar en placas de Petri

estériles.
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