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Baltazar Rendon Espiritu, MC.
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RESUMEN GENERAL
Se analizaron microbiologicamente 30 muestras de cdlices frescos de Jamaica,
variedades “Criolla de Ayutla” y “Coneja”, de acuerdo a las normas oficiales
mexicanas NOM-112-SSA1-1994 y NOM-114-SSA1-1994”, para determinar la
presencia de Escherichia coli y Salmonella, y a su vez la cuantificacion de coliformes
totales y fecales presentes en el filoplano del céliz. Se encontraron unidades
formadoras de colonias de coliformes totales y fecales en las muestras, variando la
densidad entre muestra y muestra, no se encontrd la presencia de Salmonella ni de
Escherichia coli. Por otro lado, se evaluaron In vitro un total de 64 aislamientos
bacterianos obtenidos del filoplano del caliz fresco de Jamaica para determinar su
capacidad de inhibir el crecimiento de Corynespora cassiicola patégeno foliar y de
calices de la Jamaica. Ensayos cualitativos en confrontacion dual, resultaron en la
selecciébn de 6 aislamientos bacterianos con el mayor potencial antagénico para
Corynespora cassiicola. Los aislamientos se identificaron molecularmente mediante
secuenciacion parcial del gen 16s ADNr. Las cepas con mayor grado de antagonismo
fueron identificados dentro de los géneros Bacillus y Pseudomonas. La
caracterizacion en la produccion de metabolitos potencialmente involucrados en la
actividad antagonica mostré que las cepas expresan actividad lipolitica, proteolitica,
solubilizaciéon de fosfato mineral y producciéon de sider6foros. Este representa el

primer estudio de bacterias nativas del filoplano del caliz de Jamaica.



HEALTH QUALITY AND MICROORGANISMS ANTAGONISTS TO Corynespora
cassiicola IN FRESH CHALICES OF ROSELLE (Hibiscus sabdariffa L.)
Baltazar Rendén Espiritu, MC.

Colegio de Postgraduados, 2014.

GENERAL ABSTRACT
We did a microbiological analysis on 30 samples of fresh calyxes of roselle flower
of the varieties “Criolla de Ayutla” and “Coneja”, according to the Mexican official
norms NOM-112-SSA1-1994 y NOM-114-SSA1-1994, to determine the presence
of Escherichia coli and Salmonella, and to quantify total and fecal coliforms in the
calyx phylloplane. We found forming units of colonies of total and fecal coliforms in
the samples, which density varies across samples, and we did not find the
presence of neither Salmonella nor Escherichia coli. We did an in vitro evaluation
of 64 bacterial isolates from the phylloplane of the fresh calyx of Jamaica to
determine their capacity to inhibit the growth of Corynespora cassiicola, a roselle’s
pathogen. Dual confrontation qualitative test yielded to a selection of 6 bacterial
strains with the greatest antagonistic potential for such a fungus. Bacterial strains
were molecularly identified using partial sequencing of the 16s ADNr gen. Strains
with the greatest degree of antagonism belong to the Bacillus and Pseudomonas
genera. The characterization of the production of metabolites potentially involved in
the antagonism activity showed that the strains showed In vitro lipolytic and
proteolytic activity, mineral phosphate solubilization, and production of
siderophores. This research represents the first study on native bacteria of the

calyx phylloplane of the roselle flower.
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l. INTRODUCCION GENERAL

1.1 DESCRIPCION DE LA JAMAICA (Hibiscus sabdariffa L.)

La Jamaica (Hibiscus sabdariffa L.) es una planta malvacea anual que puede
alcanzar de 1 a 3 metros de altura. La flor cuenta con 4 o 5 pétalos y tiene una
forma conica. Se reproduce por semilla, sus raices son radiculares y superficiales.
Es una planta con un fotoperiodo alto (mayor de 11-12 horas luz).

El color y el tamafio de la flor varia segun la variedad, actualmente en México se
cuentan con diferentes variedades que van desde blanca (Alma blanca) hasta rojo

negraceo (Sudan), (SIAP, 2008).

Cuadro 1. Clasificacion taxondmica de la Jamaica.

Reino: Plantae
Division: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Subclase: Dilleniidae
Orden: Malvales
Familia: Malvaceae
Subfamilia: Malvoideae
Género: Hibiscus
Especie: Hibiscus sabdariffa L. (1753)

El origen de la Jamaica se ubica entre India y Malasia, donde es comunmente
cultivada; fue llevada a Africa y ha sido distribuida en los tropicos y subtrépicos de
ambos hemisferios (SIAP, 2008).

La Jamaica es una de las plantas con presencia de compuestos antimicrobianos,

en calices deshidratados (Wong et al., 2007).


http://es.wikipedia.org/wiki/Reino_%28biolog%C3%ADa%29
http://es.wikipedia.org/wiki/Plantae
http://es.wikipedia.org/wiki/Divisi%C3%B3n_%28biolog%C3%ADa%29
http://es.wikipedia.org/wiki/Magnoliophyta
http://es.wikipedia.org/wiki/Clase_%28biolog%C3%ADa%29
http://es.wikipedia.org/wiki/Magnoliopsida
http://es.wikipedia.org/wiki/Dilleniidae
http://es.wikipedia.org/wiki/Orden_%28biolog%C3%ADa%29
http://es.wikipedia.org/wiki/Malvales
http://es.wikipedia.org/wiki/Familia_%28biolog%C3%ADa%29
http://es.wikipedia.org/wiki/Malvaceae
http://es.wikipedia.org/wiki/Malvoideae
http://es.wikipedia.org/wiki/G%C3%A9nero_%28biolog%C3%ADa%29
http://es.wikipedia.org/wiki/Hibiscus
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Las propiedades antimicrobianas presentes en las plantas se ven influenciadas
por varios factores como genotipo, el ambiente, época de cosecha, el
almacenamiento, procedimiento de extraccion de sustancias, ubicacion geografica
y la altitud entre otros (Brandi et al., 2006).

Existen una gama de fitoquimicos presentes en los calices de Jamaica con
propiedad antimicrobianas, en general los polifenoles (Tajkarimi et al., 2010), entre
ellos algunos &cidos fendlicos (Beuchat, 2001). Ademas de flavonoides (Cushnie y
Lamb, 2005) y proantocianidinas como catequinas y epicatequinas (Kuete et al.,

2008).

1.2 PANORAMA ECONOMICO DE LA JAMAICA

1.2.1 PRODUCCION MUNDIAL

La produccion mundial de la Jamaica alcanzé cerca de las 100,000 toneladas (t)
en el afio de 1999 (SIAP/SIACON, 2009). Los principales paises productores son
China, Sudéan, Taiwan, Tailandia e India. (FAO, 2009); en este contexto México
ocupa el séptimo lugar.

Actualmente los paises que mas demandan este producto son Japon, Estados
Unidos, Francia y Alemania, quienes tienen un consumo per capita de 2.5 kg de
Jamaica al afio y es muy probable que con los descubrimientos de sus
propiedades curativas aumenten los mercados para este producto (FAO, 2009).
Particularmente, las exportaciones mexicanas de Jamaica en todas sus
presentaciones aumentaron 94.5 % del afio 2000 al 2005, debido a la demanda
internacional y a una mejor cotizacion del precio de este cultivo. Las exportaciones
de Jamaica en el afio 2000 ascendieron a 16.6 millones de dolares y para el 2005

2



llegaron a los 32.4 millones de dolares. En México existen empresas exportadoras
de Jamaica en flor (calices), jarabes y licores, quienes envian sus productos

principalmente a Estados Unidos de América (SIAP/SIACON, 2009).

1.2.2 PRODUCCION NACIONAL

En México el consumo de Jamaica es de alrededor de 14,000 t al afio, de las
cuales aproximadamente el 50% es importada para satisfacer esta demanda. Los
paises que exportan mayores volumenes de Jamaica a nuestro pais son China y
Sudan (SAGARPA, 2010).

Durante el afio 2009, la superficie cosechada promedio a nivel nacional fue de
19,000 ha en 11 estados de la republica mexicana, registrdndose una tasa de
crecimiento anual del 67%. Del total de la superficie, 99.9% corresponde al
sistema de temporal, mientras que el 1% a riego (SIAP/SIACON, 2009).

México, es reconocido entre los principales paises productores de Jamaica, el
95% de la produccion se comercializa en una presentacion de célices
deshidratados, y el resto es ofertado en presentaciones de extracto y mermelada
(SAGARPA, 2009)

Los principales estados productores son Guerrero, Oaxaca, Michoacan y Nayarit.
La produccion e industrializacion de la Jamaica, genera 2, 470,000 jornales, con
un rendimiento por hectarea de 300 kg a una tonelada segun la zona de cultivo. El
valor de la produccion se calcula en mas de 100 millones de pesos (SAGARPA,

2010).



1.2.3 PRODUCCION DEL ESTADO DE GUERRERO

Durante los afios 2001 a 2005, el estado de Guerrero se ha mantenido como el
mayor productor de Jamaica en México (SIAP/SIACON, 2009). La superficie
cultivada en el 2008 fue de 14,883 ha, en la regién de “Costa Chica” la mayor
superficie, se localiza en los municipios de Acapulco, Juan R. Escudero,
Tecoanapa, Ayutla, Florencio Villarreal, San Marcos, San Luis Acatlan,

Cuajinicuilapa y Azoyu. (SAGARPA, 2009).

1.2.4 PARAMETROS DE CALIDAD DE LA JAMAICA
En México existen dos normas mexicanas que hacen referencia al cultivo de la
Jamaica: La primera es la norma mexicana (NMX-F-601-NORMEX-2002), en ella
se establecen las especificaciones de calidad y requisitos de etiquetado que debe
cumplir el producto denominado “té y sus variedades” que se comercializan en
territorio nacional. Y la recientemente aprobada norma mexicana (NMX-FF-115-
SCFI-2010) que constituye la definicidn y la clasificacién que se utiliza para la flor
(caliz) deshidratada proveniente de la planta de Jamaica (Hibiscus sabdariffa L.),
en donde se establecen las caracteristicas de calidad y pureza que deben cumplir
los célices de Jamaica para consumo humano que se comercializa en el territorio

nacional, asi como los métodos de evaluacion.

1.3 PROBLEMATICA DEL CULTIVO DE JAMAICA

La inestabilidad del mercado y la incidencia de plagas y enfermedades, son los

principales problemas que afectan a la Jamaica.



1.3.1 MERCADO

El precio de este producto estad siendo afectado con el ingreso de Jamaica de
otros paises productores, como: China y Sudan; la competencia internacional ha
dejado rezagados a los productores nacionales que cuentan con tecnologia
incipiente para el desarrollo de sus cultivos, ademas de las cada vez mas estrictas
regulaciones internacionales para la exportacion de productos inocuos.

La importancia de que un producto sea inocuo en la competencia internacional de
productos agropecuarios es alta, debido entre otras cosas, a la creciente
incidencia de enfermedades transmitidas por alimentos contaminados con
microorganismos patdgenos, como: Salmonella sp., Escherichia coli y coliformes
fecales que pueden provocar enfermedades de tipo gastrointestinal (Francis &
O’Beime, 1999), consecuencia de las malas practicas agricolas o de manejo que
se aplicaron en su proceso productivo.

La calidad microbiolégica es un elemento de evaluacion de los requisitos
microbiolégicos que debe tener un producto, tanto desde el punto de vista
sanitario como comercial. En todo Control Microbiolégico de Calidad destacan dos

aspectos:

+ Calidad Higiénico-Sanitaria: que no se distribuyan microorganismos
patogenos para la salud humana.
» Calidad Comercial: Presencia de microorganismos, que alteren el producto

haciéndolo no comestible (aunque no sean patdgenos).



1.3.2 PLAGAS Y ENFERMEDADES

Las principales plagas que atacan a la planta son la hormiga arriera (Atta spp.) y
los pulgones o milecillas (Aphidae spp.). El cultivo es muy susceptible a
enfermedades de tipo fungosas, en especial en el follaje, tallo y raices, como es el
caso de Cercospora malvencis en follaje, y Pythium perniciosum H., Sclerotium
rolfsii S., Fusarium coeruleum L., y Phytophthora parasitica D. (Dempesey, 1975),
en tallo y raiz (Hallimatul et al., 2007).

En los ultimo afios la incidencia de Corynespora cassiicola en asociacion con otros
hongos, ha supuesto una nueva problemética de mayor relevancia al cultivo; el
patdgeno infecta tanto hojas como calices frescos, la principal parte comercial de
la planta. Se han estimado pérdidas de hasta el 100% en algunas localidades

(comunicacion personal).

1.4 OBJETIVOS

1.4.1 OBJETIVO GENERAL

Detectar la presencia de bacterias enteropatdgenas, y de bacterias antagonistas a

Corynespora en el filoplano del caliz fresco de Jamaica (Hibiscus sabdariffa L.)

1.4.1.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Cuantificar poblaciones de coliformes totales y fecales presentes en calices
frescos de Jamaica.
Detectar presencia de Escherichia coli y Salmonella spp. en célices frescos

de Jamaica.



Explorar e identificar poblaciones bacterianas nativas del filoplano del caliz

fresco de Jamaica con potencial antagénico a Corynespora cassiicola.

1.5 HIPOTESIS

El filoplano de los célices frescos de Jamaica pueden contener bacterias
enteropatdogenas como Salmonella spp., y Escherichia coli y otros coliformes dado

gue estan expuestas a un manejo postcosecha no inocuo.

En el filoplano del caliz fresco de Jamaica se encuentran bacterias nativas
con alto potencial antagonista a Corynespora cassiicola puesto que compiten con

el hongo por el mismo nicho ecolégico.



Il. CAPITULO I. “DETECCION DE Salmonella Y Escherichia coli EN EL
FILOPLANO DEL CALIZ FRESCO DE JAMAICA (Hibiscus sabdariffa
L.)”

2.1 INTRODUCCION

Salmonella y Escherichia coli (E. coli) enterohemorragica son causa de
importantes enfermedades transmitidas por alimentos, que han provocado un
problema de salud publica a nivel mundial (Arora, 1997).

Por lo general, se ha considerado que los alimentos con un bajo contenido de
humedad (tal es el caso de la Jamaica que se comercializa deshidratada),
presentan un bajo riesgo de transmision de enfermedades. En los alimentos con
bajo contenido de humedad la actividad de agua (humedad disponible) es
demasiado baja para sustentar el crecimiento microbiano. Sin embargo, en el
contexto de los célices frescos en la Jamaica, se ha determinado que poseen un
alto contenido de agua (FAO, 2008).

Probablemente existen multiples fuentes posibles de contaminacion por
Salmonella y Escherichia coli entero-hemorragicas, o coliformes totales en las
diferentes formas de manejo del céliz fresco de la Jamaica.

Sin embargo, es importante resaltar el hecho de que las propiedades
antimicrobianas que contienen los extractos de Jamaica en sus diferentes formas
de extraccion, pueden ser un factor de relevancia en la presencia o no de estas
poblaciones de bacterias patdogenas a humanos. Asi mismo, también es de
resaltar las propiedades antimicrobianas de los calices deshidratados, como

comunmente se comercializa, los cuales se han revelado en diversos estudios,



aunque hay una variable distinta, y es el contenido de humedad disponible, para
su medicion y/o deteccion de posibles cepas de estas bacterias en el filoplano del
caliz, que puedan provocar un riesgo de salud, y a su vez una barrera de mercado

en su distribucion.

2.1.1 Escherichia coli

Escherichia coli es un bacilo Gram negativo, anaerobio facultativo de la familia
Enterobacteriaceae, género Escherichia. Esta bacteria coloniza el intestino del
hombre pocas horas después del nacimiento y se le considera un microorganismo
de flora normal, pero hay cepas que pueden ser patdgenas y causar dafio
produciendo diferentes cuadros clinicos, entre ellos diarrea. (Gutiérrez, 2000).

E. coli se encuentra normalmente en el intestino del ser humano y de los animales
de sangre caliente. La mayoria de las cepas de E. coli son inofensivas. Sin
embargo algunas de ellas, como E. coli enterohemorragica (EHEC), pueden
causar graves enfermedades a través de los alimentos. La bacteria se transmite al
hombre principalmente por el consumo de alimentos contaminados, como
productos de carne picada cruda o poco cocida, leche cruda, y hortalizas y
semillas germinadas crudas contaminadas (FAO, 2008).

E. coli se puede aislar e identificar tradicionalmente con base en sus
caracteristicas bioquimicas o serologicas, en el cuadro 2 se muestra su

clasificacion cientifica.



Cuadro 2. Clasificacion cientifica de Escherichia coli

Clasificaciéon cientifica

Dominio Bacteria
Filo Proteobacteria
Clase Gammaproteobacteria
Orden Enterobacteriales
Familia Enterobacteriaceae
Género Escherichia
Especie E. coli ((E. freundi))

2.1.2 Salmonella

Salmonella es un género de bacterias que pertenece a la familia
Enterobacteriaceae, formado por bacilos Gram negativos, anaerobios facultativos,
con flagelos peritricos y que no desarrollan capsula (excepto la especie S. typhi) ni
esporas. Son bacterias moviles que producen &cido sulfhidrico (H.S). Emplean
glucosa por poseer una enzima especializada, pero no lactosa, y no producen
ureasa ni tienen metabolismo fermentativo. (Méndez, 2006)

El grupo Salmonella, comprende méas de 2000 variedades (serotipos).
Practicamente todos los serotipos de Salmonella podrian ser capaces de producir
una gastroenteritis en las personas, entre 6 a 48 horas después de la ingestion del
microorganismo. El que se produzca la enfermedad va a depender de la cantidad
de bacterias (densidad poblacional) presentes en el alimento, asi como de
condiciones propias del consumidor (edad, estado inmunoldgico y otros), (Insunza,

1998).
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La bacteria se puede aislar e identificar tradicionalmente con base en sus
caracteristicas bioguimicas o serolégicas, en el cuadro 3 se muestra la

clasificacion cientifica a la que pertenece Salmonella.

Cuadro 3. Clasificacion cientifica de Salmonella.

Clasificacién cientifica

Reino Bacteria
Filo Proteobacteria
Clase Gammaproteobacteria
Orden Enterobacteriales
Familia Enterobacteriaceae
Género Salmonella

2.2 MATERIALES Y METODOS

2.2.1 COLECTA DE LAS MUESTRAS VEGETALES.

Se colectaron 30 muestras de flor de Jamaica fresca de la variedad “Criolla” y
“Coneja”, de las localidades de Ejido de cotzaltzin, Cotzaltzin, San Antonio,
Tonala, Crucero de Tonal4, EI Mezén, Pozolapa, Cerro gordo, Tutepec, La
hacienda y Tlalapa, en el municipio de Ayutla de los Libres, Guerrero, el 09 de
diciembre de 2012. Las muestras se tomaron asépticamente y al azar, utilizando
bolsas de plastico estériles (Marca Ziploc® de 20 x 20 cms.), y se transportaron a
temperatura de refrigeracion (5° C) al laboratorio de Microbiologia de la
Universidad Autonoma Chapingo, en Texcoco, Estado de México, México, para su

analisis microbioldgico.
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2.2.2 RELACION DE TRATAMIENTOS.

El experimento consistio en 2 tratamientos (variedades; “criolla de Ayutla” y
“coneja”) con 15 repeticiones cada uno. La procedencia de cada variedad se
observa en los cuadros 5 y 6. Para la homogenizacién la variedad “criolla”
(tratamiento 1), se utilizaron calices frescos enteros en agua peptonada (1%) y
para la variedad “coneja” (tratamiento 2) los calices fueron triturados en agua

peptonada (1%) (cuadro 4).

Cuadro 4. Tratamientos realizados para el analisis microbioldgico de las muestras

de calices frescos de Jamaica.

TRATAMIENTO 1 HOMOGENIZADO CON CALIZ ENTERO
Var. Criolla de Ayutla FRESCO EN AGUA PEPTONADA AL 1%
TRATAMIENTO 2 HOMOGENIZADO CON TRITURACION
Var. Coneja DEL CALIZ FRESCO EN AGUA

PEPTONADA AL 1%

El proceso de analisis se basoé en el descrito en las normas oficiales mexicanas:

NOM-112-SSA1-1994 y NOM-114-SSA1-1994.
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Cuadro 5. Listado y origen de las muestras de Jamaica variedad “Criolla de

Ayutla”.
MUESTRA PROCEDENCIA

1 Ejido de Cotzaltzin
2 Cotzaltzin 1
3 San Antonio 1
4 Tonala 1
5 Zempazulco 1
6 Tonala 3
7 Crucero de Tonala 1
8 Tutepec 1
9 Crucero de Tonala 3
10 La Hacienda 1
11 El Mezon 1
12 San Antonio 2
13 El Mezdn 3
14 San Antonio 3
16 Tlalapa 2

Cuadro 6. Listado y origen de las muestras de Jamaica variedad “Coneja”.

MUESTRA PROCEDENCIA
16 Zempazulco 2
17 Tonala 2
18 El Mezon 2
19 La Hacienda 2
20 Crucero de Tonala 2
21 Tutepec 2
22 Cerro Gordo 1
23 Cerro Gordo 2
24 Pozolapa 1
25 Pozolapa 2
26 Pozolapa 3
27 S5an Miguel 1
28 San Miguel 2
29 Tlalapa 1
30 Cotzalizin 2
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2.2.3 PREPARACION DE LAS MUESTRAS.

Se pesaron asépticamente 25 g de calices frescos enteros de Jamaica de la
variedad “criolla de Ayutla” y se colocaron en un frasco con 225 mL de agua
peptonada estéril al 1% (Figura 1), el pH final fue de 5.29. De la misma manera se
procedié con los calices de la variedad “coneja”, excepto que las muestras se
trituraron a baja velocidad en una licuadora (Figura 1), y resultando en un pH final

de 3.1.

Figura 2. Célices de Jamaica frescos triturados de la variedad “coneja” en agua peptonada al 1%
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2.2.4 ANALISIS MICROBIOLOGICO DE LAS MUESTRAS

2.2.4.1 CUANTIFICACION DE BACTERIAS COLIFORMES TOTALES.

De los homogenizados de ambas variedades se realizaron tres diluciones (107,
102, y 10®). Posteriormente para la prueba presuntiva se sembraron tubos con
caldo lauril sulfato triptosa, con campanas “durham” para detectar la presencia
(produccion) de gas (tubos positivos). La incubacion se realizé a 37° C por 48 h.
De los tubos positivos de la fase anterior se realiz6 la etapa de confirmacion, la
cual consisti6 en sembrar, con asa bacterioldgica tubos con caldo bilis verde
brillante fueron e incubados a 37° C por 48 h. Después de esta fase se calcul6 el

NMP mL™ en las tablas correspondientes para coliformes totales.

FIGURA 3. Tubos positivos para coliformes totales en la fase presuntiva.

2.2.4.2 CUANTIFICACION DE BACTERIAS COLIFORMES FECALES

De los tubos positivos de la fase presuntiva para coliformes totales, se sembraron

tubos con caldo EC y campanas “Durham” (Figura 4). Los cultivos se incubaron a
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44.5° C por 48 h en un bafio con circulacion de agua (GCA Corporation Mod.
66850). Después de ese tiempo se calculd en tablas el NMP mL™ para coliformes

fecales.

FIGURA 4. Tubos de Caldo bilis verde brillante para confirmacién de coliformes totales y tubos con medio EC

para confirmacion de coliformes fecales.

2.2.5 DETECCION DE Escherichia Coli.

De los tubos positivos de confirmacion para coliformes fecales se sembraron
placas con agar Eosina Azul de Metileno (EMB), que se incubaron a 37° C por 24
h. De las colonias tipicas (colonias verdes con brillo metalico) para coliformes se
sometieron a tincion de Gram para determinar la morfologia y el tipo de Gram.
Finalmente, la identificacion de E. coli se realizO mediante las pruebas IMViC
(Cuadro 7), que incluyen:

Indol: Se determina si la bacteria posee una enzima (triptofanasa). La triptofanasa

hidroliza el triptéfano en indol y alanina. El indol se detecta empleando un reactivo
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especifico (Reactivo de Kovacs). El triptéfano forma parte de las peptonas del
medio.

Rojo de metilo: Detecta la fermentacion acido-mixta. Se acumulan acidos
(acético, férmico, etc.), relativamente fuertes y bajan el pH del medio hasta 4-5.
Dicho cambio de pH se detecta afiadiendo un indicador (rojo de metilo) al cultivo.
Se inocula el medio Klark Lubs y luego se le afiade el rojo de metilo.

Voges Proskawer: Detecta la fermentacion butanodidlica. En esta fermentacion
se producen menor cantidad de acidos que en la fermentacién acido-mixta, y una
gran cantidad de butanodiol. Mediante un reactivo, (alfa-naftol y KOH al 40%), se
detecta la presencia de un precursor del butanodiol (acetilmetilcarbinol o
acetoina). La acetoina en presencia de oxigeno se oxida a diacetilo. El diacetilo
origina una coloracién roja al reaccionar con los restos guanidicos de algunos
aminoacidos de la peptona del medio.

Citrato de Simmons: se determina la utilizacién del citrato como Unica fuente de
carbono y energia. La prueba emplea un medio definido con citrato como Unica
fuente cabonatada (se detecta turbidez). Alternativamente se utiliza el medio de
Simmons: utiliza un medio sélido con citrato sodico y un indicador &cido-base (azul
de bromotimol). En este caso se detecta la alcalinizacion del medio por el
consumo del citrato.

Las pruebas anteriores (IMVIC) se emplean fundamentalmente para la
identificacion de Enterobacterias (bacilos Gram negativos, anaerobios facultativos
con metabolismo fermentador). Dependiendo de las condiciones, las

enterobacterias, pueden realizar un metabolismo aerobio, realizar una respiracion
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anaerobia y distintas fermentaciones (http://www.ugr.es/-pomif/pom-bac/pb-v/pb-v-

3-imvic.htm).

Cuadro 7. Combinacion de pruebas IMVIiC para Escherichia coli.

Indol +

Rojo de metilo +
Voges proskauer -
Citratos -

Fuente: NOM-112-SSA1-1994

2.2.6 DETECCION DE Salmonella.

2.2.6.1 PRE-ENRIQUECIMIENTO

El pre-enriquecimiento se define como el paso donde la muestra es enriquecida en
un medio nutritivo no selectivo, que permite restaurar las células de Salmonella
dafiadas a una condicion fisiologica estable.

El pre-enriguecimiento se llevé en primera instancia al hacer la homogenizacién de

los calices en sus diferentes tratamientos con agua peptonada al 1%.

2.2.6.2 ENRIQUECIMIENTO SELECTIVO.

A partir de los frascos de la fase de pre-enriquecimiento se inocularon (1 mL) dos
tubos con caldo selenito cistina y dos de caldo tetrationato suplementado con yodo

yoduro se incubaron a 37° C por 48 h.
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2.2.6.3 AISLAMIENTO EN MEDIOS SELECTIVOS Y DIFERENCIALES.

A partir de los tubos de Caldo Selenito Cistina y Caldo Tetrationato se sembraron
placas con medio Agar XLD, Agar Entérico Hektoen (AEH), Agar Sulfito Bismuto
(ASB) y Agar Salmonella Shigella (ASS) (Figura 5). Las placas se incubaron a 37°
C por 24 h. Posteriormente, las colonias sospechosas para Salmonella se
sometieron a tincion de Gram. En base a estas caracteristicas se seleccionaron 6

cepas y fueron sometidas a diferentes pruebas bioquimicas.
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Figura 5. Proceso de siembra e incubacion de las bacterias en los medios selectivos.

2.2.6.4 IDENTIFICACION BIOQUIMICA.

Para la identificacion de Salmonella se prepararon tubos por duplicado de los

siguientes medios de cultivo: Triple Sugar Iron (TSI), Agar Hierro Lisina (LIA), se
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sembraron mediante estria y puncion, y se incubaron a 37° C por 24 h (Figura 6).

Los tubos con caldo urea se incubaron por 12 h a 37° C.

Figura 6. Medios de cultivo para pruebas bioquimicas. A) TSI B) LIA C) Urea

2.3 RESULTADOS

PRESENCIA DE COLIFORMES TOTALES Y FECALES EN MUESTRAS DE
CALICES FRESCOS DE JAMAICA.

Después de realizar el analisis de NMP para determinar la presencia de coliformes
fecales y totales en los calices frescos de Jamaica, se obtuvieron los siguientes
resultados:

Los resultados para la cuantificacion de coliformes totales en calices enteros de

Jamaica variedad criolla de Ayutla se muestra se muestra en el cuadro 8.
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Cuadro 8. Presencia de coliformes totales en calices frescos de Jamaica variedad

“Criolla de Ayutla”.

Muestra NMP* /g o ml

1 43

2 <3

3 <3

4 14

S 4

6 3

7 4

8 4

9 3
10 >2 400
11 1100
12 240
13 240
14 >2 400
15 4

*NPM, nimero mas probable, coliformes por gramo o mililitro; confianza del 95%.

Se realizé un analisis de varianza (ANOVA) mediante el programa SAS de los
datos obtenidos para determinar las diferencias entre las muestras. El valor de alfa

(a) es menor a 0.05 lo que indica que existen diferencias entre las muestras
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procesadas, por lo que se realizé un estudio de Tukey, como se muestra en el

cuadro 9.

Cuadro 9. Estudio de Tukey para Coliformes Totales en la variedad “Criolla de

Ayutla”.

Grupos

Valores Tratamientos

A

m O O O W >

n

QO O O O

2400 14

240 13
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La prueba de Tukey defini6 7 grupos diferentes de muestras, de los cuales el
grupo Ay B (A: muestras 10 y 14, B: muestra 11) se encuentran dentro de un
rango de 1100 a méas de 2400 coliformes totales, y los demés grupos del C al G
estan en el rango de 3 a 240. Se puede observar que la mayoria (1-9, 12,13, y 15)
de las muestras de Jamaica de la variedad “criolla de Ayutla” tienen un nivel bajo
de coliformes totales, por lo tanto aceptable seguin la NOM-112-SSA1-1994, y no
representan un riesgo para la salud humana.

Las muestras 10, 11 y 14, tiene un resultado considerablemente alto de 1 100
coliformes por g en adelante, lo que representa un riesgo importante de
contaminacion por coliformes totales.

A continuacion se muestra cuadro 10 la cuantificacion de coliformes fecales en

calices enteros de Jamaica variedad “Criolla de Ayutla”:

Cuadro 10. Presencia de coliformes fecales en calices frescos de Jamaica

variedad “Criolla de Ayutla”.

Muestra NMP*/g o ml
1 43
2 <3
3 <3
4 4
S 4
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6 3

7 4

8 4

9 3
10 >2 400
11 1100
12 240
13 9
14 >2 400
15 4

*NPM, nimero més probable, coliformes por gramo o mililitro.

Se realiz6 un andlisis de varianza y prueba de “Tukey” (Cuadro 11) para agrupar
las muestras de acuerdo a sus semejanzas en cantidad de coliformes fecales por

gomL.

Cuadro 11. Estudio de Tukey para Coliformes Fecales en la Variedad “Criolla de

Ayutla”.
Grupos Valores Tratamientos
A 2400 10
A 2400 14
B 1100 11
C 240 12
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D 43 1
E 9 13
F 4 7
F 4 8
F 4 5
F 4 4
F 4 15
G 3 2
G 3 9
G 3 6
G 3 3

La prueba de Tukey defini6 7 grupos diferentes de muestras, de los cuales el
grupo Ay B (A: muestras 10 y 14, B: muestra 11) se encuentran dentro de un
rango de 1100 a mas de 2400 coliformes total, y los demas grupos del C al G
estan en el rango de 3 a 240. Se observa una situacion similar que en el cuadro
10. Las muestras 10, 11 y 14 representan un riesgo de contaminacion por
coliformes fecales de acuerdo con la NOM-112-SSA1-1994.

A continuacion en el cuadro 12 se muestran los resultados de la cuantificacion

coliformes totales en calices enteros de la variedad “Coneja”.
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Cuadro 12. Presencia de coliformes totales en calices enteros de la variedad

“Coneja”.

Muestra NMP* por g o ml
16 93
17 15
18 1100
19 15
20 3
21 4
22 3
23 <3
24 8
25 4
26 3
27 4
28 <3
29 <3
30 <3

*NPM, nimero mas probable, coliformes por gramo o mililitro.

Del mismo modo que en los casos anteriores se realizd un analisis de varianza
con y prueba de “Tukey” para agrupar las muestras de acuerdo a sus semejanzas

en cantidad de coliformes fecales por g o mL.
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Cuadro 13. Estudio de Tukey para Coliformes Totales en la variedad “Coneja”.

GRUPOS VALORES TRATAMIENTOS
A 1100 18
B 93 16
C 15 17
C 15 19
D 8 24
E 4 21
E 4 27
E 4 25
F 3 22
F 3 20
F 3 26
F 3 23
F 3 28
F 3 29
F 3 30

La prueba de Tukey definio 6 grupos (A, B, C, D, E y F) diferentes de muestras, de
los cuales solamente el grupo A (solamente la muestra 18) tiene una diferencia
considerable respecto a las otras 6 y que representa un peligro serio de
contaminacion de coliformes totales (1100 coliformes totales por g o mL), los

demas grupos del B al F no representan un peligro, al colocarse en un rango de 3
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a 93 coliformes totales por g o mL. Se puede observar cdmo se comportaron las
muestras 16 a 30 de la variedad “coneja”, todas con mucha semejanza, no
representando ningldn riesgo para la salud humana segun la NOM-112-SSA1-
1994; salvo la muestra 18 que de acuerdo a la tabla del nUmero mas probable
tiene una cantidad de 1100 coliformes totales por g, lo que representa un riesgo
para la salud.

En el cuadro 14 se muestran los resultados de las muestras 16 a 30 y contienen la
cuantificacion de coliformes fecales en célices enteros de Jamaica de la variedad

coneja:

Cuadro 14. Presencia de Coliformes Fecales en calices frescos de Jamaica de la

variedad “Coneja”.

Muestra NMP por g o ml
16 93
17 15
18 1100
19 7
20 3
21 4
22 3
23 <3
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24 7
25
26 3
27 4
28 <3
29 <3
30 <3

*NPM, nimero més probable, coliformes por gramo o mililitro.

El analisis determin6 que al igual que los otros tres cuadros hay una variabilidad
significativa entre las muestras analizadas, y se realizo la prueba de Tukey para
agrupar dichas muestras en conjuntos de muestras similares, como se observa en

el cuadro 15:

Cuadro 15. Estudio de Tukey para Coliformes Fecales en la variedad “Coneja”.

GRUPOS VALORES TRATAMIENTOS
A 1100 18
B 93 16
C 15 17
D 7 19
D 7 24
E 4 21
E 4 27
F 3 22
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F 3 20
F 3 29
F 3 26
F 3 23
F 3 28
F 3 30
G 0 25

Se observan 7 grupos (A, B, C, D, E, F y G) diferentes entre las 15 muestras
procesadas, 6 de ellos (B-G) no representan un riesgo al estar dentro del rango O
a 93 coliformes totales por g o mL, sin embargo, el grupo A que contiene
solamente a la muestra 18 representa un riesgo importante de contaminacién por
coliformes fecales al presentar 1100 por g o mL. La muestra 18 representa un
riesgo de salud al contener 1100 coliformes fecales por g de acuerdo a la tabla del
ndamero mas probable y la NOM-112-SSA1-1994, el resto de las muestras estan

dentro del nivel permitido y no significan ningan riesgo.

RESULTADOS DE PRUEBAS BIOQUIMICAS PARA Escherichia coli.
De las placas con medio EMB inoculadas, los resultados obtenidos se muestran
en el cuadro 16 para el tratamiento 1 (Homogenizado con célices enteros) y en el

cuadro 17 (Homogenizado con célices triturados).
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Cuadro 16. Crecimiento de colonias sospechosas de E. coli en medio EMB del

tratamiento de homogenizado con céliz entero (Tratamiento 1).

MUESTRA DILUCION EMB

1 10 +
+

+

8 107 +
+

107 +

+

10 107 +
+

+

11 107 +
+

+

12 107 +
+

+

Tabla 17. Colonias sospechosas de E. coli en medio EMB del tratamiento de

homogenizado con trituracion del caliz (Tratamiento 2).

MUESTRA DILUCIONES EMB

16 107 +
+

+

0= +

+

17 107 +
+

+

18 107 +
+

+

10~ +

+

+

10 +

+

19 107 o5
10™ +

24 107 +
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Del total de placas con medio EMB, se identificaron colonias sospechosas de E.
coli en las muestras 1, 8, 10, 11, 12, 16, 17, 18, 19 y 24. En la figura 10 se

observan las caracteristicas de crecimiento de colonias sospechosas para E. coli

en el medio de cultivo EMB.

Figura 7. Placa con crecimiento de colonias verdes con brillo metalico sospechosas de E. coli en medio de

cultivo EMB.

A partir de las tinciones de Gram se concluye la forma bacilar alargada (forma de

barra) y un Gram negativo (Figura 8) y se procedio a las pruebas IMViC.

Figura 8. Tincion de Gram negativa y morfologia de las células sospechosas de Escherichia coli vistas al

microscopio compuesto (40X), aisladas de calices frescos de jamaica
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Los resultados de la caracterizacion en las pruebas IMVIC (figura 9) fueron
negativas para la identificacion de E. coli, en el cuadro 18 se muestran los

resultados.

Tabla 18. Resultados de las pruebas IMViC.

Indol

Rojo de metilo
Voges proskauer
Citratos

+ + + |+

Figura 9. Pruebas IMVIiC: A) Rojo de Metilo B) Indol C) Voges Proskauer D) Citratos E) Testigo

De acuerdo con Roger Stanier en su libro de “Microbiologia”, la identificacion
positiva para E. coli mediante la caracterizacion con los medios IMVIiC debe ser:
Indol (+), Rojo de metilo (+), Voges proskauer (-) y Citratos (-), que son una
indicacion indirecta de la forma de fermentacion de azuUcares. Los resultados
obtenidos en la caracterizacién de las cepas sospechosas de E. coli aisladas de

los calices frescos de Jamaica en ambas variedades mostraron una respuesta
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positiva para Voges Proskauer y Citratos; por lo anterior, las colonias aisladas de
todas las muestras analizadas no corresponden a Escherichia coli, sino a otras
bacterias del grupo de los coliformes, que comparten algunas caracteristicas
similares. Sin embargo, a partir de los resultados anteriores, podemos inferir que si
existen las condiciones necesarias para el desarrollo de E. coli en el filoplano de
los calices de estas dos variedades y posiblemente en otras més, ya que fue

posible aislar bacterias similares de ellas.

RESULTADOS DE PRUEBAS BIOQUIMICAS PARA Salmonella.

De todos los medios diferenciales que se utilizaron solamente se obtuvo
crecimiento de colonias con morfologia tipicas de Salmonella en los medios Sulfito
Bismuto y Salmonella Shigella.

Estas colonias se caracterizaron mediante la prueba de tincién de Gram, dando
como resultado que todas fueron Gram negativas y las células redondeadas y muy
pequefias (Figura 10), resultados que no concuerdan con la morfologia descrita

para Salmonella.

Figura 10. Tincién de Gram negativa y morfologia de las células sospechosas de Salmonella vistas al

microscopio compuesto (40X), aisladas de calices frescos de jamaica
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Sin embargo, aun con estos resultados, se procedid entonces a realizar las

pruebas bioquimicas confirmativas para Salmonella, y el resultado fue negativo.

Figura 11. Resultados negativos de pruebas bioquimicas: A) LIA B) TSI C) TESTIGO

Los tubos con el medio LIA no cambiaron a ningun color, se mantuvieron en color
purpura.

Los tubos con el medio TSI cambiaron a color amarillo y rojo.

Los tubos con el medio Caldo urea, se mantuvieron en color rojo y otros tubos
cambiaron a color amarillo.

De acuerdo a los resultados de tincion de Gram y observaciones de la morfologia
de las colonias en microscopio, y de los resultados de las pruebas bioquimicas se
concluye que las bacterias analizadas no corresponden a ninguna del género

Salmonella.

35



2.4 DISCUSION.

De acuerdo con los resultados obtenidos en el 86.7% de las muestras hay una
baja cantidad de coliformes totales y fecales, las cuales no representan un riesgo
para la salud humana de acuerdo con la norma NOM-112-SSA1-1994.

El otro 13.3% (Muestras 10, 11, 14 y 18, que corresponden a los sitios de
muestreo de La Hacienda (10), EI Mez6n (11 y 18) y San Antonio (14)) si
representa un riesgo, obteniendo valores de 1100 coliformes totales o fecales por
g en adelante.

La muestra 10 se colect6 en la localidad de La Hacienda, la muestra 11 y 18 en la
comunidad de El Mezon, la muestra 14 en la comunidad de San Antonio.
Investigaciones previas han demostrado que los célices deshidratados de
Jamaica, que es la forma més comin de comercializacion, puede inhibir el
crecimiento de bacterias Gram negativas, entre las que se encuentran los
coliformes totales y fecales, por la presencia de etanol, acidos organicos,
compuestos fendlicos, pro antocianidinas, flavonoles, flavones, isoflavonas y
antocianinas (Morales et al., 2013); Sin embargo, también es cierto que los célices
frescos contienen un alto contenido de humedad, situacion que es favorable para
el crecimiento y supervivencia de bacterias del grupo de los coliformes y también
de Salmonella (FAO, 2012).

No se encontraron indicios de la presencia de Escherichia coli ni de Salmonella
en los calices frescos de Jamaica de las variedad de criolla de Ayutla y Coneja,

aunque hubo crecimiento de otras bacterias del grupo coliforme, esto podria
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indicar que el filoplano de los célices de Jamaica fresca pueden constituir un
sustrato adecuado para el crecimiento de E. coli y Salmonella.

Los calices frescos de Jamaica constituyen un sustrato adecuado para albergar
una carga microbiana, tanto nativa, como, adquirida; ya que es posible el
aislamiento de coliformes totales y fecales a partir del filoplano de los calices.

Un mal manejo postcosecha puede es un factor determinante para la adquisicion
de carga microbiana nociva y de riesgo para la salud humana, tal es el caso de
bacterias pertenecientes al grupo de los coliformes o de Salmonella (FAO, 2012).
La puesta en marcha de Buenas Practicas de Manejo y de Buenas Précticas
Agricolas, ayudara a disminuir la carga microbiana nociva para la salud humana,
al no poner en contacto el producto con zonas de riesgo de infeccion (FAO, 2012).
El pH es un factor fundamental en los extractos de plantas, debido a que puede
afectar de manera directa a la actividad antimicrobiana de estas (Brandi et al.,
2006). Abu-Tarboush (1994), concluyé que el grado de inhibicion que presentan
los extractos de Jamaica se debe principalmente a su bajo pH, ademas de otros
compuestos inhibidores presentes, pero aun no se han confirmado con claridad.
Sin embargo, la presencia de estos inhibidores puede ser afectada por el pH. Un
ejemplo, de lo anterior son las antocianinas, las cuales son estables a pH inferior a
3 (Brouillard, 1982). Por otro lado, muchas bacterias no soportan pH inferior a 3,
tal es el caso de Salmonella que su intervalo de pH para su crecimiento se
encuentra entre 4.1 y 9.0 (Francis & O’Beirne, 1999; Cheng-Hsun et al., 2002).

Las suspensiones madre de los tratamientos dieron niveles de pH por arriba de 3,
Tratamiento 1 de calices enteros con agua peptonada de la variedad “Criolla de

Ayutla” tuvo un pH de 5.29 y el tratamiento 2 de calices triturados con agua
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peptonada de la variedad “Coneja” un pH de 3.1. Por lo anterior, podemos inferir
en que la cantidad de humedad en los calices y los niveles de pH en los célices
frescos son benéficos para el crecimiento de Microorganismos nativos y adquiridos
en el filoplano del caliz fresco de Jamaica, incluyendo coliformes, Escherichia coli
y Salmonella; y que las formas de postcosecha son de importancia para
contaminar el producto con microorganismos dafinos para la salud.

Los resultados de este estudio, resalta la necesidad de profundizar en la
investigacion y determinar la supervivencia de estas poblaciones bacterianas
patégenas al humano en el céliz fresco de la Jamaica, determinar cuantitativa y
cualitativamente los compuestos antimicrobianos presentes en los célices con
estas condiciones de humedad, ademas de estudios en los que se evallen las
diferentes técnicas de manejos postcosecha de estos célices y determinar el grado

de contaminacion presente en cada uno de ellos.
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. CAPITULO 1. “PQBLACI()N BACTERIANA NATIVA EN EL
FILOPLANO DEL CALIZ DE JAMAICA (Hibiscus sabdariffa L.) CON
POTENCIAL ANTAGONISTA CONTRA Corynespora cassiicola”

3.1 INTRODUCCION

En los dltimos afos, una de las principales limitantes para el optimo cultivo y
comercializacion de la Jamaica son las plagas y enfermedades. Se ha
documentado que la Jamaica es susceptible a diversos patdgenos, tanto en hojas,
raiz, tallo, semilla y fruto con diversos niveles de dafio: entre los que destacan
Phytophthora parasitica (pudricion del tallo); Botrytis cinérea (pudricion de la raiz);
Phoma sabdariffa (sintoma llamado “hoja fleck”); Rhizoctonia solani (pudricién de
semilla); Sclerotium rolfsii (podredumbre del tallo); Cercospora hibisci (mancha
foliar) (McClintock, 2004); Fusarium oxysporum (marchitez vascular) (Hallimatul et

al, 2007).

En los udltimos 2 afos, en la zona productora de Jamaica del estado de Guerrero,
se ha presentado con alta incidencia y severidad una enfermedad en los célices
del cultivo de Jamaica. Esta enfermedad, ha sido denominada por los productores
locales como “manchado de los calices”, la cual se caracteriza por manifestar
sintomas de manchas café-obscuras en los célices frescos, imposibilitando su
cosecha y comercializacion en el mercado. Resultados de investigaciones
recientes han demostrado que el agente causal de esta enfermedad es el hongo

Corynespora cassiicola (datos no publicados).

Corynespora cassiicola (Berk & Curt.) Wei ha sido reportado comunmente como

un hongo fitopatégeno foliar con un amplio rango de hospedantes dentro de areas
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tropicales y subtropicales (Farre et al., 1980; Holliday 1980; Romruensukharom et
al., 2005); ademas de ser un fitopatdogeno, en algunos hospedantes también se ha
reportado como endoéfito o saprofito (Collado 1999; Hyde et al., 2001;
Survanaravanan et al., 2002; Lumvong et al., 2003; Gong et al., 2007; Lee et al.,
2004; Promputtha et al., 2007;). Aunque la enfermedad que se le atribuye es
tipicamente folia, también puede causar pudriciones en frutos, tallos y raices
(Jones et al., 1991). Los sintomas de las enfermedades atribuidas a C. cassiicola
incluyen necrosis, frecuentemente rodeado de un halo amarillo, debido a la
produccién de una toxina hospedante-especifico llamada cassiicolina (Kurt, 2004;
Barthe et al.,, 2007). Es una Ascomycota perteneciente a Dothideomycetes
(Schoch et al., 2009), se encuentra en mas de 300 especies de plantas, entre ellas
albaca, frijol, pepino, papaya, soya, camote y jitomate, causando importantes
pérdidas  econ6micas (Base de datos de @ 2011, http://nt.ars-

grin.gov/fungaldatabases/). En EEUU ha sido reportado en ornamentales (EI-Gholl

and Shubert 1990; EI-Gholl et al., 1997); En India en ornamentales (Silva et al.,
2000); cucurbitaceas (Tsay and Kuo 1991; Yudin and Schlub, 1998), Jitomate
(Schlub and Yudin 2002) y chile (Kwon et al., 2001). En Brasil en ornamentales

(Leite and Barreto 2000; Pohitronieri, 2003; Da Silva et al., 2005).

La primera vez que se estudié este patdgeno fue en el arbol de caucho en 1936,
causando la enfermedad denominada “caida de hoja”, y que se encuentra entre
las principales enfermedades de este cultivo. A partir de entonces comenzé a
extenderse rapidamente en la mayoria de los paises productores de caucho,

causando epidemias esporadicas graves e importantes (Newsam, 1960).
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Aunqgue se ha reportado que C. cassiicola, es un patégeno, se ha demostrado que
las capacidades troficas de este hongo son muy diversas, reportando formas como
endotroficas y saprdfitas. En el arbol de caucho, C. cassiicola es conocido como
un patégeno necrotréfico que ataca a la planta mediante la produccion de un
compuesto fitotéxico, dando origen a sintomas que varian dependiendo del
hospedante y la raza especifica del hongo; lo anterior indica que existe variabilidad
genética en este patdgeno, lo que origina que las medidas de control a base de
fungicidas genere poblaciones resistentes del hongo con mayor facilidad (Breton
et al., 2000).

La enfermedad producida por la infecciébn de C. cassiicola esta relacionada a la
produccion de la toxina cassiicolina; una proteina glicosilada rica en cisteina (Déon
et al., 2012) compuesta de 27 aminoacidos con una estructura compacta unida por
tres puentes de disulfuro (Breton et al, 2000). El modo de accién de la toxina se
mantiene desconocido, aunque estd demostrado que se expresa en la fase
temprana de la infeccion (Déon et al, 2012).

La Jamaica es un cultivo altamente soluble y por lo tanto absorbente, lo que lo
hace sensible a la utilizacion de productos quimicos para el combate de
fitopatégenos, ya que se considera que la contaminacion quimica haria de la
Jamaica un producto altamente nocivo para la salud humana por su forma de
consumo. En los udltimos afios se ha incrementado el interés de los técnicos,
agricultores, instancias gubernamentales y de la sociedad en general sobre la
utilizacion de control bioldgico de plagas y enfermedades, como una alternativa de
bajo impacto ambiental y una herramienta segura para los productores y los

consumidores (Salas, 2003).
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El control bioldgico se define como “la reduccion de la cantidad de in6culo o de la
actividad productora de enfermedad de un patdgeno llevada a cabo por uno o mas
organismos diferentes al hombre”. La “actividad productora de enfermedad”
incluye el crecimiento, infectividad, agresividad, virulencia y otras caracteristicas
del patdégeno, o de los procesos que determinan la infeccion, el desarrollo de
sintomas y la reproduccion (Cook and Baker, 1983).

El control bioldgico, en su origen, se fundament6 en la relacion efectiva entre el
enemigo natural y su victima (hospedero o presa), de ahi que sea esencial la
identificacion correcta de las especies involucradas en esta relacion. La
interaccién en el biocontrol se presenta debido a una relacion mutualista con la
planta, mediante la cual le confieren proteccién contra factores bioticos y abiéticos
adversos (Carrol, 1990; Schulz and Boyle, 2006).

Es también fundamental determinar el lugar de origen de la plaga o enfermedad
en estudio, ya que los enemigos naturales mas efectivos de la misma se
encuentran generalmente en el centro de origen de la enfermedad como
poblaciones nativas de la planta (Van den Bosch et al., 1982). Por lo anterior, la
basqueda de microorganismos nativos en diferentes nichos ecoldgicos, cada vez
adquiere mayor atencion y relevancia para el desarrollo de modelos de control
biolégico; ya que son considerados microorganismos adaptados a un medio
ambiente, y consecuentemente, de mayor eficacia en la interaccion con la planta y
el patogeno.

Los cultivos agricolas, en cualquier sistema de produccion, se ven amenazados
constantemente por plagas y enfermedades, lo anterior implica la generacion de

medidas de control para su Optimo manejo; en la mayoria de los casos estas
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medidas implican el uso de productos quimicos, los cuales han contribuido de
forma masiva a la degradacion de los recursos naturales, la contaminacién del
medio ambiente, y la toxicidad a los consumidores (Salas, 2003).

Si se desea revertir la tendencia del uso masivo de productos quimicos, sintéticos,
es necesario utilizar métodos alternativos no contaminantes como lo es el control
biolégico, con ello disminuiria el impacto que implica la utilizaciéon de productos
quimicos en el medio ambiente. Cuando se usa en una forma adecuada un
programa de control bioldgico, puede resultar efectivo y econdémico, y no ocasiona
aumentos de las plagas de niveles inferiores a niveles superiores; no incrementa
la contaminacién ambiental ni deja residuos en el medio; no representa una
amenaza a los trabajadores que manejan los materiales biologicos, ni a los
consumidores de los productos alimenticios. Actualmente, cada vez aumenta la
demanda de productos alimenticios libres de residuos de insecticidas, por lo que el
uso de agentes de Control Bioldégico es una alternativa idonea para producir
alimentos con estas caracteristicas.

Diversas investigaciones se han realizado con microorganismos bacterianos para
su uso en sistemas de control biol6gico; en este contexto, especies incluidas en
los géneros Bacillus y Pseudomonas, se han destacado por su versatilidad como
eficientes agentes de biocontrol (Carrol, 1990; Schulz and Boyle, 2006).

El género Bacillus incluye una importante variedad de especies Gram positivas, no
patogénicas, con propiedades antagonistas. Producen un amplio rango de
proteinas y metabolitos, los cuales son altamente eficientes para el control de
plagas y enfermedades (Berg and Hallman, 2006). Los mecanismos de accion de

Bacillus spp. incluyen competencia por espacio y nutrientes (Handelsmann and
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Stabb, 1996), antibiosis (Loeffler et al., 1986) e induccion de resistencia (Kloepper
and Ryu, 2006). La capacidad de Bacillus spp. de formar esporas que sobreviven
y permanecen metabdlicamente activas bajo condiciones adversas (Rodgers,
1989), las hace apropiadas para la formulacién de productos viables y estables
para el control biolégico. B. subtilis es uno de los mas eficientes agentes de
biocontrol, el cual exhibe actividad antagonista contra varios hongos y bacterias
patogénicos. Este antagonismo se ha atribuido a la produccion de antibiéticos y a
la capacidad de colonizacion en la planta (Loeffles et al., 1986; Bochow and
Gantcheva, 1995).

El género Pseudomonas ha sido estudiado como importantes agentes de
biocontrol por su capacidad de inhibir el crecimiento de ciertos patdgenos, como
bacterias, hongos, nematodos y virus, mismos que podrian llegar a reducir
considerablemente el rendimiento en los cultivos establecidos tanto en
invernadero como en campo. Estos organismos ejercen ciertos mecanismos de
accion antagonista que involucran la produccién de metabolitos, como sideréforos,
acido cianhidrico (HCN) y antibioticos (Loper, 1988; Hamdan et al., 1991, Mazzola
et al., 1992; Thomashow and Weller, 1995; Haas and Défago, 2005; Berg and
Hallman, 2006). Ademas se ha comprobado que en algunos casos inducen un
sistema de resistencia en las plantas que hace que puedan tolerar el ataque de
diversos patogenos del suelo (Weller and Cooke, 1983; Kloepper and Ryu, 2006).
Por lo anterior, Bacillus y Pseudomonas spp. constituyen poblaciones microbianas
con alto potencial para ser utilizados como agentes de biocontrol. La presente
investigacion tiene como objetivo aislar e identificar poblaciones microbianas

nativas y buscar en forma selectiva poblaciones de Pseudomonas y Bacillus en el
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filoplano de los calices frescos de Jamaica con potencia antagonista contra C.

cassiicola.

3.2 MATERIALES Y METODOS

3.2.1 ORIGEN DEL MATERIAL VEGETAL

En enero de 2013, se obtuvieron muestras de célices frescos y sanos de Jamaica
de las variedades “China Roja”, “Criolla de Ayutla” y “Sudan”, en las comunidades
de Tutepec y San Miguel en el municipio de Ayutla de los libres, Guerrero. Los
calices fueron recolectados de manera aséptica y transportadas en bolsas de
plastico (Marca Ziploc ® de 20 x 20 cm) a temperatura de refrigeracion (4° C), para
su andlisis en el laboratorio de bacteriologia del Colegio de Postgraduados,

campus Montecillo, en Texcoco, Estado de México.

3.2.2 EXTRACCION DE POBLACIONES BACTERIANAS TOTALES.

La extraccion de las poblaciones bacterianas totales se realiz6 a partir de calices
completos frescos. Se prepard una suspension madre en 60 mL de agua destilada
estéril con un caliz entero de Jamaica, evitando cortar el caliz para no inducir la
liberacion de compuestos fendlicos en la solucion que pudieran interferir en el
crecimiento bacteriano (Garcia et al., 2006). Las suspensiones se agitaron durante
10 minutos en un agitador orbital (Figura 12) y de cada suspension se realizaron
tres diluciones seriadas (10, 102y 10®) de cada dilucién se inocularon (200 pL)
en microplacas con 98 pocillos (Shiva, 2007) con 200 puL de medio de cultivo caldo
soja triptona (TSB), que contiene g ™ : bacto tryptona 17 g, bacto soytone 3.0 g,

glucosa 2.5 g, cloruro sédico 5.0 g, fosfato dipotasico de hidrégeno 2.5 g
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Las microplacas se incubaron durante 72 horas a una temperatura de 28° C y
posteriormente se inocularon 10 pL de cada dilucion a placas Petri con medio
agar nutritivo (AN); Las placas se incubaron a 28° C por 48 horas. El crecimiento

bacteriano fue purificado y preservado.

3.2.3 EXTRACCION DE POBLACIONES BACTERIANAS DEL GENERO
Pseudomonas ASOCIADAS A CALICES FRESCOS DE JAMAICA.

Para la extraccion de bacterias cultivables pertenecientes al género
Pseudomonas, se utilizé el mismo método descrito anteriormente para las
poblaciones totales, sustituyendo el medio TSB por el medio 1/3 B de King (1/3
BDK) (g™): Proteosa peptona 20.0 g, K,HPO,4 1.5 g, MgSO47H,0 1.5 g, Glycerol 15
mL, suplementado con cicloheximida, ampicilina y cloranfenicol (Landa, et al.,
2006).

Las microplacas se incubaron durante 72 h a una temperatura de 28° C.
Posteriormente, se transfirieron 10 pL de cada dilucion a medio BDK agar, sin
antibiotico e incubados por 48 h a 28° C. El crecimiento bacteriano fue cuantificado

y purificado para su preservacion.

3.2.4 EXTRACCION DE POBLACIONES BACTERIANAS DEL GENERO
Bacillus ASOCIADAS A CALICES FRESCOS DE JAMAICA.

La extraccion de poblaciones bacterianas del género Bacillus se realizé en una
suspension del caliz entero en 60 mL de buffer fosfatos (solucion amortiguadora).
Posteriormente, las soluciones fueron sometidas a agitacion por 10 minutos
(Figura 12). Después, los tubos con la suspension madre se sometieron a 60°C de

calor durante 10 minutos en “bano maria”, para estimular la liberacion de
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endoesporas de bacterias pertenecientes al género Bacillus. Se tomaron 100 pL

de cada solucion y se sembraron en medio de cultivo BDK agar y se incubaron a

28° C por 24-48 h.

Figura 12. Agitacion de la suspension madre de célices de 3 variedades de Jamaica (Criolla de Ayutla, China

roja y Sudan).

Para la extraccibn de todas las poblaciones bacterianas anteriormente
mencionadas se utilizaron calices de tres variedades (Criolla de Ayutla, China roja
y Sudan) y cada una de ellas con 3 diluciones (107, 102 y 10°) a partir de la
solucién madre (cuadro 19).

Cuadro 19. Extraccion de poblaciones bacterianas totales. Pseudomonas y

Bacillus en 3 variedades de Jamaica (Criolla de Ayutla, China roja y Sudan).

Poblacién Medio/Técnica Selectiva Medios de transferencia
bacteriana para purificacion
Bacterias Medio TSB

Totales Agar Nutritivo
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Pseudomonas
Medio 1/3 BDK suplementado con
cicloheximida, ampicilina y cloranfenicol BDK agar

Bacillus Bafio Maria (60° C/10 min) BDK agar

3.2.5 PURIFICACION DE LAS POBLACIONES BACTERIANAS

A partir del cultivo en placa de la dilucién 10 de cada poblacion, se cuantificaron
y se seleccionaron colonias bacterianas con base en sus diferencias morfol6gicas
(forma, color, velocidad de crecimiento). Lo anterior permitié la agrupacién de 61
morfotipos bacterianos diferentes, los cuales se transfirieron a placas del mismo

medio de cultivo mediante la técnica de punto para su purificacion (Figura 13).

. Figura 13. Purificacién de las bacterias por la técnica de punto en medio BDK y Agar Nutritivo.
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3.2.6  ANTAGONISMOS In vitro DE LAS BACTERIAS ASOCIADAS A
CALICES FRESCOS DE JAMAICA CONTRA Corynespora
cassiicola.

Se evalud el antagonismo In vitro de los 64 morfotipos seleccionados de los
calices frescos de Jamaica contra el hongo patégeno Corynespora cassiicola. La
cepa del hongo fue aislado de plantas con sintomas del manchado de calices en el
estado de Guerrero. La patogenicidad de la cepa del hongo se evalué mediante
inoculaciones artificiales en calices y hojas en plantas de Jamaica bajo
condiciones de invernadero. El antagonismo de las bacterias In vitro se realizé
mediante confrontacién dual en el medio de cultivo “Waksman” agar g L™: agar 20
g, glucosa 10 g, KH,PO,41.0g, MgSO, 0.5 g, peptona 5.0 g, pH 6.8),

Las bacterias se incubaron por 48 h a 28° C en microplacas de 96 pocillos con 300
uL de caldo nutritivo. Se preparé una suspension de conidios de Corynespora
cassiicola a una concentracion de 37,000 conidios por mL™, utilizando la cdmara
de Neubauer para su conteo.

Para la primera confrontacion dual, se utilizaron placas Petri de 120 x 120 mm;
inoculando 300 pL de la suspension de conidios del hongo, y distribuyendo en
toda la superficie del medio con una asa de Digralsky. Las placas se mantuvieron
por 3 h para poder permitir la completa absorcién de la suspension de conidios del
hongo en el medio de cultivo, antes de la inoculacién de las bacterias.

64 bacterias fueron inoculadas simultdneamente con ayuda de un inoculador
multipunto (Boekel®, microplate replicator 98 puntos). Las placas se incubaron a

28° C por 48-72 h. El ensayo de confrontacion dual se realizO con tres
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repeticiones. Posteriormente se seleccionaron las bacterias que mostraron

inhibicion del crecimiento miceliar del hongo (Figura 14).

FIGURA 14. Antagonismo In vitro de bacterias nativas del céliz de Jamaica frente a Corynespora cassiicola

en medio Waksman agar.

De esta primera confrontacion dual con los 64 morfotipos bacterianos diferentes se
seleccionaron un total de 38 bacterias que estuvieron involucradas en la zona de
inhibicion. Con estas 38 bacterias, se realizé otra evaluacion de antagonismo In
vitro con el mismo protocolo, pero cada cepa bacteriana se sembrd en punto con
una separacion de 2.4 cm entre ellas. Posterior al periodo de incubacion, el grado
de antagonismo se determind midiendo el halo de inhibicion (mm), permitiendo la
seleccion de 6 cepas bacterianas con los valores mas altos de antagonismo In
vitro contra Corynespora cassiicola.

Las 6 cepas bacterianas seleccionadas se evaluaron en otra fase de antagonismo
In vitro contra C. cassiicola, utilizando solamente el sobrenadante de metabolitos
de las bacterias. Para lo anterior, las bacterias se inocularon en tubos con 200 pL

de caldo nutritivo y se incubaron por 48 h a 28° C, posteriormente, se
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centrifugaron a 13,000 rpm durante 5 minutos. 20 pL del sobrenadante se
utilizaron para la confrontacion dual contra el hongo Corynespora cassiicola en
medio Waksman agar. El grado de antagonismo se determind midiendo el halo de
inhibicién (mm).

3.2.7 AMPLIFICACION Y SECUENCIACION DEL GEN 16s ADNr DE LAS
CEPAS BACTERIANAS.

Las bacterias antagonistas fueron identificadas mediante la amplificacion del gen
16S ADNr con los iniciadores universales 8F (5 AGAGTTTGATCCTGGCTCAG 3’)
y 1492R (GGTTACCTTGTTACGACTT (Baker et al., 2003).

La PCR se llevo a cabo en un volumen de 25 pL, usando 1 pL de los iniciadores a
una concentracién de 50 uM; amortiguador para PCR a concentracion final de 1 X;
MgCl,, a 1.8 mm; dTP’s a 200 uM (Thermo Scientific, Lituania); 1.5 U de Taq
Polimerasa (Invitrogen, Brasil) y 1 pL de ADN. Las condiciones de PCR
consistieron de una desnaturalizacion inicial a 95 °C durante 5 minutos, 30 ciclos
de 95 °C por 1 minuto, alineamiento a 54 °C durante 45 segundos y extensién a 70

°C por 1 minuto; y 8 minutos a 70 °C para la extension final.

Las reacciones se llevaron a cabo en un termociclador Mastercycler modelo Nexus
gradient (Eppendorf, Alemania). Los productos de la PCR se visualizaron
mediante electroforesis en gel de agarosa al 1.2 % y visualizando en un

fotodocumentador ChemiDoc XRS (Bio-Rad, California, E. U. A.)

La secuenciacién de los productos de PCR amplificados se realiz6 en Macrogen

(Korea), y se compararon con la base de datos del GenBank del NCBI (National
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Center for Biotechnology Information) usando la herramienta BLAST (Basic Local

Aligment Search Tool) 2.2.29+ (Altschul et al., 1997).

3.2.8 CARACTERIZACION DE ANTAGONISMO In vitro.

Las 6 cepas antagonistas con el mejor grado de antagonismo fueron
caracterizadas para la produccion de enzimas y metabolitos secundarios que
potencialmente pudieran estar involucrados en el antagonismo In vitro contra

Corynespora cassiicola.
PRODUCCION DE ACIDO INDOL ACETICO (AIA)

Para medir la produccion de acido indol acético se utilizé el método descrito por
Sawar y Kremer (1995). El cultivo bacteriano se realiz6 en medio Caldo Soja
Triptona (TSB) en microplacas de 96 pocillos. Las bacterias fueron inoculadas e
incubadas por 24 h a una temperatura de 28° C. Posteriormente, se agregaron 3
pL de reactivo de Kovac; Un cambio a una coloracion roja en el caldo de cultivo

indico la produccion de AlA por las bacterias.
ACTIVIDAD LIPOLITICA

Para medir la actividad lipolitica se utiliz6 el medio Tween 80 agar (Sigma, St.
Louis, Mo) pH 6.8 (Chernin et al. 1995). Se utilizaron placas Petri de 120 mm x
120 mm, las bacterias se sembraron en punto con palillos estériles, y se incubaron
por 10 dias a una temperatura de 30°C. La formacién de un halo turbio alrededor

de la colonia inoculada, fue indicativo de la actividad lipolitica.
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ACTIVIDAD PROTEOLITICA

La actividad proteolitica se determind mediante el protocolo descrito por Chernin et
al., (1995): 50 mL de leche descremada estéril mezclada con 50 mL de 1/5 de
caldo soja triptona (TSB) y 4 g de agar en placas Petri de 120 mm x 120 mm. Las
bacterias se sembraron en punto con palillos estériles y se incubaron por 72 h a
una temperatura de 28° C.

La formacion de un halo hialino alrededor de la colonia bacteriana indic6 la
actividad proteolitica.

PRODUCCION DE SIDEROFOROS

Para determinar la produccion de sideroforos se utilizd el protocolo desarrollado
por Schwyn y Nelands (1987), el cual consiste en trabajar bajo condiciones
limitantes de hierro.

Se utilizé el medio CAS agar en placas Petri de 120 mm x 120 mm. Las bacterias
se sembraron por punto con palillos estériles y se incubaron a 28° C por 5 dias. La
formacion de un halo amarillo en el punto de inoculacion indica la produccién de
siderdéforos.

SOLUBILIZACION DE FOSFATOS MINERALES

La capacidad de solubilizar fosfatos minerales, se determiné con el medio TCP (g
L™Y): (Cas(PO4), 4 g, glucosa 10 g, NH4Cl 1 g, MgSO, 1, agar 20 g, con un pH
ajustado a 7.2) (Abou et al., 2007).

Se utilizaron placas Petri de 120 mm x 120 mm, las bacterias se inocularon en

punto con ayuda de palillos estériles y se incubaron a 28° C durante 5 dias. La
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formacién de un halo hialino alrededor de la colonia bacteriana indicé la

solubilizacién del fosfato mineral.

3.2.9 PRESERVACION DE BACTERIAS

Las colonias bacterianas fueron preservadas para futuras investigaciones por
liofilizacién y en cultivo criogénico en caldo nutritivo y glicerol al 40% (1:1) a -20°

C.

3.3 RESULTADOS

ANTAGONISMO In vitro CONTRA C. cassiicola.

A partir de los resultados de la confrontacion dual In vitro contra C. cassiicola, de
64 bacterias aisladas del céliz de 3 variedades de Jamaica (Criolla de Ayutla,
China roja y Sudan), se detectaron un total de 15 bacterias implicadas en el
antagonismo y la formacién de halos de inhibicion miceliar del hongo. De estas 15,
se seleccionaron Unicamente aquellas que producian individualmente un halo de
inhibicion > 1 cm, lo cual resultd en las seleccion de 6 cepas bacterianas con el
mayor grado de antagonismo In vitro contra C. cassiicola. El antagonismo de estas
6 cepas fue evaluado mediante la inoculacion de masa bacteriana y por la
produccion de metabolitos en caldo nutritivo. Los resultados de inhibicion In vitro

de las 6 cepas seleccionadas se muestran en el cuadro 20.

Cuadro 20. Halos de inhibicion de 6 cepas bacterianas aisladas del caliz de

Jamaica con el mayor grado de antagonismo In vitro contra C. cassiicola.

CODIGO DE HALO DE INHIBICION CON HALO DE INHIBICION CON
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BACTERIA METABOLITOS SECUNDARIOS  MASA BACTERIANA (cm)

(cm)
38 1.6 2.3
32 2.9 2.3
44 3.6 3.3
H1 3.0 6
H2 2.5 6.6
H3 2.3 6.6

AMPLIFICACION Y SECUENCIACION DEL GEN 16s ADNr

Con los indicadores 8F y 1492R, mediante PCR se obtuvo una ampliacién de un
fragmento de 1500 pares de bases del gen 16S ADNr. LA secuenciacion de este
fragmento y la comparacién de estas secuencias en el banco de genes del NCBI,
identificaron las cepas antagonistas con un 99% de identidad. Los resultados de la
identificacion mostraron que de las 6 cepas con el mayor grado de antagonismo
contra C. cassiicola son: 66.6 (4 cepas) Bacillus subtilis; 16.7% (1 cepa) Bacillus

amyloliquefaciens y 16.7% (1 cepa) Pseudomonas sp. (Cuadro 21).

Cuadro 21. Identificacion de las bacterias antagonistas a Corynespora cassiicola

mediante la amplificacion y secuenciacién del gen 16s ADNr.

Cédigo Nombre
32 Pseudomonas sp.
38 Bacillus amyloliquefaciens
44 Bacillus subtilis
H1 Bacillus subtillis
H2 Bacillus subtillis
H3 Bacillus subtillis

Estos resultados identifican a 2 géneros bacterianos (Bacillus y Pseudomonas)

gue se encuentran habitando en forma nativa célices frescos en 3 variedades de
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Jamaica, los cuales han sido intensamente investigados como agentes de
biocontrol con una alta eficiencia en diferentes interacciones bacteria-planta-
patdégeno.

CARACTERIZACION BIOQUIMICA DE METABOLITOS

ACIDO INDOL ACETICO (AIA)

De las 6 bacterias antagonistas, Unicamente la bacteria 38 (Pseudomonas sp.),
tuvo la capacidad de producir AIA. Estos resultados concuerdan con las
caracteristicas citadas para diversas especies del género Pseudomonas, refiriendo
a la capacidad que tiene de metabolizar el triptéfano, lo cual le confiere una
caracteristica importante de considerar como agente de control biolégico de
enfermedades (Carrefio et al., 2000).

ACTIVIDAD LIPOLITICA

La bacteria 38 (Pseudomonas sp.) y 32 (Bacillus amyloliquefaciens) presentaron
actividad lipolitica. Se sugiere que estas bacterias tienen capacidad antagoénica, ya
que podrian competir con el patégeno al alimentarse de lipidos o degradando las
membranas celulares de estos (Coca, et al., 2001).

Los lipidos presentes en el medio de cultivo, son componentes que se encuentran
en la estructura de las membranas celulares (lecitina y lipidos), la cual es
necesaria para las células vivas (Rivera and Garcia, 2007).

ACTIVIDAD PROTEOLITICA

Las 6 cepas antagonistas mostraron actividad proteolitica, lo cual les confiere la
capacidad de poder degradar paredes celulares por la accion de proteasas,
expresando asi actividad antagonista hacia patégenos fungosos (Bonants et al.,

1995).
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SOLUBILIZACION DE FOSFATOS

De las 6 cepas bacterianas, Unicamente la bacteria 38 (Pseudomona sp.) mostro
la capacidad de solubilizar fosfatos In vitro; caracteristica que indica el potencial
de incrementar la disponibilidad de fésforo en la interaccion con su hospedante y
qgue le confiere una alta capacidad de competencia por este elemento con otros
microorganismos.

PRODUCCION DE SIDEROFOROS

Las 6 cepas caracterizadas produjeron sideréforos In vitro. La sintesis de
sideréforos por microorganismos bacterianos es de un enorme interés por su
relacion en la promocion del crecimiento vegetal y suprimir el crecimiento de
patdgenos de raiz (Kloepper et al., 1980; Loper and Schroth, 1986).

La produccion de sideroforos les confiere una alta capacidad de competencia,
secuestran el hierro del ambiente y disminuye la disponibilidad de este para
patégenos que ocupan el mismo nicho ecoldgico y desplaza a la demas microbiota
(Kloepper et al., 1980; Farias et al., 1990, 1997).

Los resultados de la caracterizacion, en la produccion de metabolitos involucrados
en el antagonismo In vitro de las 6 cepas se muestran en el Cuadro 22.

Cuadro 22. Caracterizacion en la produccion de metabolitos In vitro de las cepas

antagonistas a C. cassiicola.
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COMGO Ebpaci FLOURESCENCIE  GRAM  Ald ACTMDAD ACTMDAD SOLUBILIZACIKON  SIDEROFOROS
LIFOLIMICA  PROTEOLITICA DE FOSFATOS

36| Psgudomonas sp. + - + + + + +
32 Bagillus - + - + + - +
e
44 | Bacillus subtilljs, - + - - + - -
H1 | Bacillus subtilljs, - + - - + - +
HZ2 | Bacillus subfillis - + - - + = -
H3 | Bacillus subfillis - + - - + - +
3.4 DISCUSION

En esta investigacion se seleccionaron 6 cepas bacterianas aisladas del filoplano
de célices frescos de 3 variedades de Jamaica, las cuales mostraron el mayor
grado de antagonismo in vitro contra el patégeno foliar Corynespora cassiicola. Se
caracterizaron para la produccién de metabolitos potencialmente involucrados en
el antagonismo y se identificaron mediante la secuenciacion del gen 16S ADNr. En
el 66.6% (4 cepas) se identifico a Bacillus subtillis; el 16.7% (1 cepa) Bacillus

amyloliquefciens 'y 16.7% (1 cepa) Pseudomonas sp

Diversas investigaciones previas han documentado que Pseudomonas y Bacillus
son géneros de bacterias que poseen caracteristicas con alto potencial para ser
utilizados como agentes de biocontrol y eficaces contra diversos hongos

fitopatogenos.

Un gran numero de especies de Bacillus se han utilizado como agentes de
biocontrol en diversas especies de plantas. Son considerados microorganismos
seguros para la salud de humanos y medio ambiente, son habitantes naturales del

suelo y en diversos medio ambientes como la rizosfera, endosfera, o filosfera e
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incluso semillas (Correa et al., 2009; Liu et al., 2009). Poseen un alto grado de
diversidad metabdlica, los cuales son ecolégicamente relevantes ya que les
permite habitar diversos nichos en diferentes agroecosistemas (McSpadden-
Gardener, 2004; Vargas-Ayala et al., 2004). Su actividad como agente de
biocontrol se ha asociado a la promocién del crecimiento y nutriciébn de la planta
huésped, estimulacion de los mecanismos de defensa de las plantas (Choudhary
and Johri, 2009), produccién de antibidticos (Kinsinger et al., 2003; Bais et al.,
2004; Liu, et al., 2009), produccion de lipopéptidos antimicrobianos y bacteriocinas
(Biazini et al., 2005; Cazorla et al., 2007) e induccion de resistencia sistémica en la

planta (Choudhary et al., 2007; Choudhary and Johri, 2009).

Los resultados de esta investigacion, identificaron al antagonista Bacillus subtilis
como el mas abundante en el filoplano de los calices de Jamaica, obteniendo los
mejores promedios de inhibicién in vitro contra C. cassiicola (5.6 cm) y a Bacillus
amyloliquefaciens con un promedio de 2.9 cm. Es de resaltar que tanto B. subtilis
como B. amyloliquefaciens son dos especies con alta versatilidad metabdlica, la
cual ha sido revelada mediante la secuenciacion del genoma completo de algunos
de los representantes utilizados como agentes de biocontrol; en los cuales,
resaltan la presencia de genes que contribuyen al establecimiento de una
interaccién altamente especifica con las plantas y a un alto potencial para la
produccion de metabolitos secundarios, principalmente antibidticos y péptidos
antimicrobianos, bacteriocinas y la sintesis de diversos compuestos esenciales en

la colonizacion y antagonismo (Stein, 2005; Chen et al., 2007).
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Lo anterior podria explicar que en esta investigacion, Bacillus amyloliquefaciens
mostrd actividad lipolitica, proteolitica y produccion de siderdforos; mientras que
Bacillus subtillis, mostré actividad proteolitica y sideroforos; ambos con menos
expresiones de actividad metabdlica en el antagonismo In vitro que Pseudomonas
sp. quien produjo el 100% de las actividades metabolicas evaluadas. Sin embargo,
ambas especies de Bacillus fueron los de mayor grado de antagonismo contra
Corynespora cassiicola, destacando Bacillus subtilis con el mayor potencial de
inhibicién. Lo anterior puede ser debido a que el antagonismo fue expresado por la
produccién de antibiéticos, péptidos antimicrobianos u otro metabolito no

caracterizado en esta evaluacion.

Pseudomonas sp. obtuvo un promedio de 2.6 cm de radio del halo de inhibicion

Las especies del género Pseudomonas han sido objeto de estudio en mdltiples
interacciones con diferentes especies de plantas y cultivos agricolas. Se
caracterizan por ser bacterias aerébicas, Gram-negativas, cosmopolitas en suelos
agricolas y de alta especializacion y capacidad de adaptacion para colonizar la
rizosfera y el filoplano. Poseen atributos como promotores de crecimiento,
requerimientos nutricionales muy simples y de crecer rapidamente en condiciones
in vitro, lo cual facilita su producciéon en forma masiva. De acuerdo a nuestros
resultados en la caracterizacion de la produccién de metabolitos, la cepa aislada
del filoplano de célices de Jamaica, mostré un amplio espectro de antagonismo
(actividad proteolitica, lipolitica, solubiliza fosfatos y produccion de sider6foros),

ademas de ser la Gnica de las 6 cepas que produjo acido indol acético.
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Muchas especies bacterianas utilizadas en el control biologico tienen la capacidad
de producir fitohormonas, como ejemplo: acido giberélico, citoquininas y &cido
indolacético (AIA). El AIA es una de las mas comunmente asociadas a muchas
especies de bacterias de los géneros Pseudomonas y esta estrechamente ligada a
la induccion de un sistema de respuestas de defensa en la planta conocida como
Resistencia sistémica Inducida y/o promocién del crecimiento en las plantas (Van
Loon et al., 1998; Sorensen and Sessitch, 2007). Lo anterior resalta la importancia
de esta cepa nativa del filoplano de los célices de Jamaica como un buen
candidato con potencial como agente de biocontrol de Corynespora cassiicola en
el cultivo de Jamaica, mediante el mecanismo de induccién de resistencia a través
de la produccion de AIA. Se ha citado que especies dentro del género
Pseudomonas son capaces de producir esta auxina (Patten and Glick, 1996),
metabolizando el triptéfano (Diaz et al., 2005; Garcia et al., 2007), al mismo
tiempo que participa en las rutas de sintesis de fitohormonas, teniendo funciones

fungistéticas (Aoki et al., 2005).

Entre otras caracteristicas destacables encontradas en este estudio,
Pseudomonas sp. tienen la capacidad de producir acidos organicos que
solubilizan fosfatos. Los acidos organicos incrementan la disponibilidad de
micronutrientes, como Fe, Zn y Mn, en el suelo al disminuir el pH en la rizésfera o

por la quelacién de estos micronutrientes (Paredes y Espinosa, 2010).

Muchos aislados de Pseudomonas fluorescentes producen sideroforos, tales como
pyochelina, pyoverdina, pseudobactina y ferribactina, los cuales han demostrado

ser altamente eficientes para la adquisicion de hierro, micronutriente esencial para
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el desarrollo de los microorganismos; y como consecuencia de esta interaccion
poder ejercer asi su capacidad de control biolégico contra una amplia gama de

patogenos (Raaijmakers et al., 1995).

Diversos estudios han documentado la versatilidad y eficiencia de Bacillus y

Pseudomonas como agentes de biocontrol.

Las bacterias pertenecientes al género Pseudomonas y Bacillus son
frecuentemente antagonicas a insectos, hongos y nematodos, produciendo

metabolitos especificos (Knaak et al., 2007; Snook et al., 2009).

Las pseudomicinas producidas por las bacterias del género Pseudomonas son
metabolitos capaces de contrarrestar a microorganismos patégenos (Strobel and
Rodriguez, 2005), inhibiendo el crecimiento y deteriorando su desarrollo (Cook,

1993).

Por otro lado, el género Bacillus es sin duda un agente protagénico en el control
bioldgico, sus caracteristicas morfolégicas y fisiolégicas han hecho de este género
un agente exitoso en la naturaleza (Chatterjee et al., 2007; Carreras et al., 2008),
pudiendo contrarrestar de manera efectiva patologias vegetales causadas por

hongos (Sosa et al., 2006; Reinoso, 2007).

Bacillus tiene muchas formas antagonicas que contrarrestan agentes patdgenos,
como son: antibiosis, competencia de nutrientes, sitios de exclusion e infeccién,
parasitismo y/o resistencia (Kloepper et al, 2004). Sin embargo, la antibiosis, ha
sido el motivo mas extenso de estudio, cuya sintesis ha generando antibiéticos
tales como: bacilomicina, fungimicina, micosubtilina y zwittermicina (Pal and
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Gardener, 2006; Leelasuphakul et al., 2008), bacitracina, polimixina, tirocidina,

gramicidina y circulina (Bernal, 2002).

Se han reportado pruebas de In vitro ante Fusarium utilizando bacterias del género
Bacillus, B. subtilis, B. sp., y B. amyloliquefaciens con resultados eficientes y
prometedores en la confrontacion, esto gracias a la capacidad de estas bacterias
de secretar lipopéptidos, el cual inhibe el crecimiento micelial y la esporulacién, al
actuar sobre la permeabilidad de la membrana y la composicion lipidica de la

célula (Wang, et al., 2006; Romero, et al., 2007).

Pseudomonas sp. combate de forma eficiente a Oomycetes como Pythium spp. en
Loto (Lotus corniculatus L. ) mostrando alto nivel de antagonismo y promoviendo
el crecimiento vegetal (Pérez et al., 2000); Bacillus amyloliquefaciens es un
organismo potencial para el biocontrol de Fusarium oxysporum (Zhao et al., 2014)
y Bacillus subtilis combate de forma eficiente a Colletotrichum gloesporioides en

chile (Capsicum annuum L.) (Ashwini et al., 2013).

En conclusion en el filoplano de céalices de Jamaica, es posible aislar bacterias
nativas con potencial como agente de biocontrol. Las bacterias aisladas y
seleccionadas en este estudio, mostraron un alto numero de mecanismos de
antagonismo, por lo que deben ser considerados para futuros analisis como
potenciales agentes de biocontrol contra Corynespora cassiicola en el cultivo de

Jamaica.

V. CONCLUSIONES

Las conclusiones de la presente investigacion son:
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1) En los célices frescos de Jamaica de las variedades “Criolla de Ayutla y
Coneja”, no se encontraron indicios de la presencia de Escherichia coli ni de
Salmonella, aunque si se detectaron colonias de coliformes totales o fecales en el
13.3% de las muestras, variando en densidad entre eltotal de las muestras

analizadas.

2) En los sitios de muestreo de “La Hacienda”, “El Mez6n” y “San Antonio”, los
valores de coliformes totales o fecales por gramo, se encuetran por arriba del

limite permitido por la norma NOM-SSA!-112-1994, lo cual representa un riesgo de

salud humana.

3) En el filoplano de calices de Jamaica, existen poblaciones nativas de bacterias
con alto potencial antagonista In vitro contra el patdogeno fungoso Corynespora

cassiicola

4) Bacillus y Pseudomonas, son los géneros con el mejor perfil como antagonistas
contra C. cassiicola entre las bacterias cultivables del filoplano de calices de

Jamaica

5) De las cepas antagonistas, Bacillus subtilis es la bacteria mas predominante en
los calices frescos de Jamaica, con el mayor grado de inhibicion In vitro y
potencial antagonista contra C. cassiicola; seguido de Bacillus amyloliquefaciens y

Pseudomonas sp.

6) Pseudomonas sp. fue la Unica que produjo acido indol acético, lo cual merece

una investigacion mas profunda como potencial promotor de crecimiento e
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inductor de resistencia en Jamaica contra este y otros patégenos foliares y del

suelo.
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