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Resumen

El objetivo de este trabajo fue determinar la diversidad de enterobacterias presentes en suelo y tomates
provenientes de tres invernaderos de fertirrigacion. Estos sistemas de cultivo son una alternativa importante de
produccidon en agricultura protegida, sin embargo, existe escasa informacién acerca de la calidad
microbiolégica de los frutos y su relacion con las caracteristicas quimicas del suelo. Las evaluaciones del
suelo consistieron en analizar el contenido de materia organica y pH. En los analisis microbioldgicos se
aislaron e identificaron enterobacterias en muestras compuestas de suelo y frutos con diferentes grados de
madurez (0, 50 y 100%), utilizando medios de cultivo selectivos, diferenciales y pruebas confirmatorias con el
sistema VITEK. Los patogrupos de Escherichia coli enteropatogena (EPEC) y enterotoxigénica (ETEC) se
caracterizaron genotipicamente mediante la técnica de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR),
amplificandose los genes bfpA y IngA. Con las especies identificadas se calcularon los indices de diversidad
Simpson (D) y Shannon-Wiener (H) y estimador de Chao (Scna1). Las especies Enterobacter cloacae,
Citrobacter freundii y C. brakii presentaron mayor frecuencia de aislamiento, EPEC y ETEC fueron
identificadas en muestras de suelo y en frutos con 100% de madurez. En suelo, los porcentajes de materia
organica se correlacionaron positivamente con los indices H". En fruto, aunque H" y D reflejaron comunidades
bacterianas menos diversas, el aislamiento de ETEC y Shigella boydii sobre la superficie del fruto
comprometen su inocuidad debido a que habitualmente se consume en forma cruda.

Palabras clave: Enterobacterias, indices de diversidad, materia organica, suelo, tomate.

Abstract

The aim of this study was to evaluate the diversity of Enterobacteriaceae present in soil and tomato fruits
from three greenhouses with fertirigation system. These crop systems are an important alternative for
production in protected agriculture; however, there is little information about the microbiological quality of
the fruit and its relationship with chemical soil characteristics. Soil evaluations consisted of analyzing organic
matter content and pH. In the microbiological analysis were isolated and identified enterobacterias organisms
from composite samples of soil and fruits at different stages of maturity (0, 50 and 100%). Culture media used
was selective, differential and confirmatory testing with VITEK system. Enteropathogenic E. coli (EPEC) and
enterotoxigenic E. coli (ETEC) were characterized genotypically, amplifying the IngA and bfpA genes by the
technique of polymerase chain reaction (PCR). Diversity index (Simpson (D), Shannon-Wiener (H') and Chao
estimator (SChaol) were calculated with the identified species. The species Enterobacter cloacae, Citrobacter
freundii and C. brakii had a higher frequency of isolation, EPEC and ETEC were identified in soil samples
and in fruits with 100% maturity. In soil, H' indices were positively correlated with the highest organic matter
percentages. In fruit, although H ‘and D showed less diverse bacterial communities, the isolation of ETEC and
Shigella boydii on the fruit surface compromise their safety because they are usually consumed raw.

Keywords: Enterobactericeae, diversity indices, organic matter, soil, tomato.

* Autor para correspondencia

Email: adah@colpos.mx (A. Delgado-Alvarado). 161


http://www.sci-agropecu.unitru.edu.pe/

M. Luna-Guevara et al [ Scientia Agropecuaria 2(2012) 161 - 169

1. Introducién

El consumo de tomate (Licopersicum
esculetum Mill) en forma fresca se
reconoce por su aporte en compuestos
“bioactivos” como vitaminas, flavonoides
y licopeno (Leonardi et al., 2000; Raffo et
al., 2002; Willcox et al., 2003). Las
propiedades  antioxidantes de  estos
compuestos se encuentran asociadas con la
prevencion de enfermedades de tipo
carcinogénicas y cardiovasculares (Brandt
et al., 2006; Juroszek et al., 2009); sin
embargo, la ingesta segura de este fruto
crudo puede verse afectada por la
presencia de microorganismos patdgenos
tales como: Listeria monocytogenes,
Salmonella entérica serovar Montevideo y
los patogrupos de Escherichia coli. Estas
especies se han asociado con multiples
brotes de enfermedades gastrointestinales
(Escartin, 2000; Beuchat, 2002; Harris et
al., 2003; Smith y Fratamico, 2005; Berger
et al.,, 2010; Iturriaga et al., 2007) y
pueden coexistir con la microbiota autocto-
na del fruto, conformando con ello una
comunidad bacteriana diversa (Begon et
al., 1990). Cabe mencionar que estos
microorganismos tienen la capacidad de
alojarse tanto en la parte externa como
interna del fruto (Guo et al.,, 2001);
reduciendo con ello la eficacia de los
procesos de lavado y desinfeccidn previos
al consumo (Luna et al., 2006).

Entre las diversas fuentes potenciales de
contaminacién durante el cultivo y cosecha
del tomate que pueden poner en riesgo la
calidad microbioldgica del fruto se
encuentran: el agua de riego y suelos de
cultivo contaminados (Beuchat, 2002;
Iturriaga et al., 2007); practicas de cultivo
y recoleccion inadecuadas (Mukherjee et
al., 2006; Orozco et al., 2008).

Con base en los antecedentes menciona-
dos, esta investigacion se propuso como
objetivo determinar la diversidad de las
enterobacterias presentes en suelo y en
fruto de tomate con diferentes grados de
madurez cultivados en invernadero en
sistema de fertirrigacion. Los andlisis

microbiologicos  consistieron en el
aislamiento, identificacion y confirmacion
de enterobacterias presentes en los
ambientes estudiados, a partir de los cuales
se calcularon los indices de diversidad.

2. Materiales y métodos

El estudio se realizé en el Municipio de
Aquixtla, localizado en la parte noroeste
del estado de Puebla, México; cuyas
coordenadas geograficas corresponden a
los paralelos 19° 42' 42" y 19° 51' 54" de
latitud norte y meridianos 97° 49' 36" y 97°
54' 06" de longitud oeste, con una altitud
entre 1800 y 3100 msnm. El clima de
Aquixtla se identifica como templado sub
himedo, cuya temperatura media anual
oscila de 12 °C a 18 °C y un promedio de
precipitacion pluvial de 600-900 mm
(INAFED, 2007; INEGI, 2008).

Se seleccionaron tres invernaderos de
fertirrigacion durante el ciclo de cultivo
Otofio-Invierno del afio 2007, ubicados en
las localidades de Aquixtla (Invernadero:
1-11), La Loma (Invernadero: 2-12) y
Cuautieco (Invernadero: 3-13) del muni-
cipio en estudio. Los invernaderos selec-
cionados fueron tipo multitinel con un
area destinada para el cultivo de 1000 m?y
altura de 6 m, con cubierta de plastico
calibre 720 y ventilacion lateral (Figura 1).

La fertilizacion de los suelos consistio en
la incorporacién de abono organico
principalmente estiércol crudo, el cual se
aplico en cantidades que oscilaron entre 2
y 3 toneladas por 1000 m?

Toma de muestras de suelo y frutos

Se obtuvieron doce muestras compuestas
de suelo, en cuatro puntos diferentes de
cada invernadero y a una profundidad de
30 cm segun la NOM-021-SEMARNAT
(2000). En las plantas de las variedades
Reserva y Charleston se muestrearon los
frutos con tres grados de madurez (GM),
seleccionados segun la carta de color de la
USDA (USDA, 1991), con la siguiente
evaluacion visual: 0% (verde maduro),
50% (rosado) y 100% (rojo claro).
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Figura 1. Dimensiones y distribucion del invernadero tipo multitinel con fertirrigacion utilizado

para el cultivo de tomate.

Se colectaron 162 frutos de tomate, corres-
pondientes a un tamafio de muestra de seis
frutos por cada uno de los tres grados de
madurez, con tres repeticiones, consideran-
dose 54 frutos por cada invernadero en
estudio. Todas las muestras se colectaron
en bolsas de plastico estériles y se
transportaron en condiciones de refri-
geracion (12°C), para realizarles los
analisis correspondientes dentro de las 24 h
posteriores al muestreo.

Caracterizacion quimica del suelo

Las mediciones de pH se realizaron en un
potenciémetro en los sobrenadantes de las
mezclas suelo y agua en una relacion 1:2,
respectivamente (NOM-021-SEMARNAT
2000). La materia organica (%MO) se
determind a través del contenido de
carbono organico (%C) de acuerdo con el
método de Walkley y Black (1947),
multiplicando el %C por el factor 1.724.

Aislamiento e ldentificacion de entero-
bacterias presentes en suelo y fruto

Para el aislamiento de la microbiota
presente en suelo y fruto se utilizaron los
siguientes medios de cultivo selectivos y

diferenciales para enterobacterias: Mac
Conkey, Salmonella-Shigella, Verde Bri-
llante y Xilosa — Lisina — Desoxicolato
(Bioxon Becton Dickinson, México), con
incubacion a 35 — 37°C durante 24 h. Para
la identificacion de las enterobacterias, se
seleccionaron las morfologias coloniales y
se realizaron pruebas bioquimicas basicas
IMVIC (Prueba de Indol, Rojo de Metilo,
Voges Proskauer y Citrato). Las pruebas
confirmatorias se llevaron a cabo con el
sistema automatizado VITEK (BioMérieux
Inc. Missouri, USA), con tarjetas para la
identificacion de microorganismos Gram
negativos GNI (BioMérieux Inc. Missouri,
USA).

Especificamente la caracterizacion
genotipica de las cepas de E. coli se realiz6
mediante la reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR), identificAndose los
genes bfpA y IngA para los patogrupos E.
coli enterotoxigénica (ETEC) y E. coli
enteropatogena (EPEC), respectivamente.
Se siguieron los protocolos reportados por
Ibenyassine et al. (2006) y Chavez et al.
(2007), con algunas modificaciones; para
la extraccion del &cido desoxirribonucleico
(ADN) las bacterias se sembraron en Agar
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Luria Bertani (LB) y se incubaron a 37°C
durante toda la noche. Se obtuvo una
suspension bacteriana y el ADN se libero
por ebulliciéon a 95°C durante 5 minutos; 5
ML de este extracto crudo se utilizé como
molde en las diferentes reacciones de
amplificacion. La amplificacion se realizo
en un volumen final de 25 pL con Go Taq
Green Master Mix (Promega M7122), 0.5
uM de cada oligonucleétido y 5 pL del
extracto crudo del ADN molde. Las
condiciones de amplificacion fueron: un
paso inicial de desnaturalizacion a 95°C
durante 5 minutos seguido de 35 ciclos a
94°C por 3 minuto, 47°C por 50 segundos
y 72°C por 2 minutos. Se realizd una
extension final a 72°C por 10 minutos,
utilizdndose un termociclador Mastercycler
— Eppendorf. Los productos de amplifica-
cion se separaron por electroforesis en
geles de agarosa al 1.5% y se tifieron con
bromuro de etidio en una concentracién de
1 pg/mL, para observar las bandas de 326
pb correspondiente al gen bfpA y de 708 pb
para el gen IngA, en un transiluminador de
luz UV.

Calculo de los indices de diversidad de
la microbiota

Una vez aisladas e identificadas las
especies de enterobacterias presentes en las
muestras de suelo y frutos de tomate, se
realizo el calculo de los indices de
diversidad (Tabla 1). Los indices son
expresiones matematicas que consideran
dos componentes de la estructura de una
comunidad: la riqueza (cantidad total de
especies  presentes) 'y  equitatividad
(uniformidad en la distribucion de los
individuos entre las especies) (Shannon y
Weaver, 1949; Chao, 1984; Yuan et al.,
2010).

El indice de Simpson (D) toma en cuenta
la abundancia y la riqueza, a partir de cada
especie que contribuye al total de la
muestra (Begon et al., 1990; Hughes et al.,
2001). Asimismo, el Indice de Shannon-
Wiener (H) mide la distribucion de la
abundancia de las especies (Shannon y
Weaver, 1949) y el Estimador de Chao

(Schaol) evalua “la riqueza total” de
acuerdo con el numero de especies
observadas (Chao, 1984; Chao y Lee,
1992).

Tabla1

Célculo de los indices de diversidad a partir de
las enterobacterias aisladas en muestras de
suelo y fruto.

indice de Diversidad Ecuacion
indices de a2
Simpson (D) D=l
indice de Shannon- s
Wiener (H") H =-Xpi (Inpi)

i=1

Estimador de Schaol= Sops + (N1%n22)

Chao (Schaol)

Donde: pi = Proporcion de individuos de la especie i
respecto al total, s = NUmero de especies, Sgps =
NUmero de especies observadas, n1= NUmero de
especies observadas i, n2= NUmero de especies
observadas dos veces.

Andlisis estadistico

Considerando que el enfoque de este
estudio fue comparar la diversidad de las
enterobacterias albergadas en suelo y fruto,
el andlisis de los resultados se realizo en
forma de porcentajes de frecuencia de
aislamiento, para cada una de las especies
presentes en los ambientes estudiados. Para
determinar el grado de asociacion entre las
variables de las caracteristicas quimicas
del suelo (%MO y pH) y los indices de
diversidad (H", D y Scna), S€ realizaron
andlisis de correlacion valiéndose del
coeficiente de Pearson (r).

3. Resultados y discusion

Frecuencia de aislamiento de enterobac-
terias presentes en suelo y fruto

Los resultados obtenidos en las frecuencias
de aislamiento de las enterobacterias
presentes en suelo y fruto se muestran en
las Figuras 2y 3.

Entre las enterobacterias aisladas de suelo
con mayor frecuencia destacan
Enterobacter cloacae, Citrobacter freundii
y Escherichia coli (Figura 2). Las colonias
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de E. coli correspondieron al patogrupo
enteropatogénica (EPEC), considerado
como el principal causante de diarrea
infantil en paises en desarrollo (Torres,
2009). Este mismo patogrupo se puede
relacionar con el consumo de vegetales
crudos contaminados (Norazah et al.,
1998). La presencia y sobrevivencia de
EPEC en un ambiente extra intestinal,
podria explicarse si se considera al suelo
como un ecosistema en el que se
encuentran los nutrientes en concentra-
ciones adecuadas que favorecen su
crecimiento (Ibenyassine et al., 2006).

25

20

15

10

Frecuencia (%)

Figura 2. Frecuencia de aislamiento en
enterobacterias presentes en muestras com-
puestas de suelo.

Enterobacter y Citrobacter fueron los
géneros que se aislaron con mayor
frecuencia en los frutos analizados, los
cuales podria suponerse forman parte de la
microbiota autéctona de los tomates. Entre
estas especies, E. cloacae se aisld en los
tres GM (0, 50 y 100%) mientras que C.
freundii y C. brakii solamente se aislaron
en frutos con GM de 50%. Al respecto
Sela y Fallik (2009) reportan gue especies
de la microbiota autdctona de vegetales
crudos, pueden ser capaces de secretar
enzimas degradativas tipo pectinasas,
celulasas y proteasas que favorecen la
disponibilidad de nutrientes y propician el
desarrollo de las poblaciones microbianas.
La accion de estas enzimas estd relacio-
nada con la maduracion y pérdida de
firmeza, parametros que son decisivos en
la calidad de productos vegetales como el
tomate (Tucker et al., 1980; Kulia y Gupta,

2006). Los enteropatdgenos Shigella
boydii y E. coli enterotoxigénica (ETEC)
se identificaron en frutos con 100% de
madurez, estadio mas cercano al grado
Optimo de consumo (Figura 3).
Particularmente el patogrupo ETEC, es
causa comun de diarrea del viajero por
consumo de ensaladas que involucran
vegetales como tomate, cebolla, vy
pimientos (Beuchat, 1996). Este mismo
autor relaciona ambos microorganismos
con la falta de calidad sanitaria de
vegetales crudos  (Beuchat, 2002).
Adicionalmente existen diferentes trabajos
que documentan la capacidad que tienen
los enteropatégenos para internalizarse,
crecer dentro de la planta y migrar al fruto.
Esta capacidad endofitica les permite
resistir los tratamientos de lavado y
desinfeccion, previos al consumo del fruto
(Guo et al., 2001; Solomon et al., 2002;
Iturriaga et al., 2003).
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Figura 3. Frecuencia de aislamiento en entero-
bacterias presentes en frutos de tomate con tres
grados de madurez: 0% (verde maduro),
[150% (inicio pintén) y m100% (rojo claro).

Relaciones de pH, contenido de materia
orgéanica con indices de diversidad de la
microbiota presente en suelo

En la Tabla 2 se presentan los valores de
pH, porcentaje de materia organica
(%MO), indices de diversidad microbio-
légica (Simpson (D) Shannon-Wiener (H")
estimador de Chaol (SChaol) y la
microbiota aislada de muestras obtenidas
de suelo provenientes de los tres
invernaderos bajo estudio. Los valores
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obtenidos de pH y %MO son importantes
porque ambas caracteristicas quimicas
inducen el crecimiento de la microbiota
presente en suelo de cultivo (Abdul-Raouf
et al., 1993). En esta investigacion, el pH
detectado oscilo entre 5.6 y 6.6, valores
gue favorecieron el crecimiento de una
gran variedad de enterobacterias (Tabla 2).
Segun Kolwzan et al. (2006) el pH es una
caracteristica quimica decisiva para la
solubilidad de los nutrientes presentes en el
suelo y su posterior aprovechamiento por
la planta. También reportan que el pH
6ptimo en suelo para el crecimiento bacte-
riano es el que se encuentra en un intervalo
de 6.5 a 8.0. En este estudio los valores de
pH registrados fueron ligeramente mas
acidos, sin embargo en el invernadero 12 se
detectd la presencia del patogrupo EPEC
cuyo suelo presentd6 un pH de 5.6. La
sobrevivencia de EPEC en las condiciones
citadas evidencia la relacion del suelo
como posible fuente de contaminacion
microbiolégica (Beuchat, 2002).

En cuanto al %MO, Ibarra et al. (2007)
refieren que suelos que contengan valores
de 3 a 4% de MO se consideran suelos
ricos. Esta caracteristica de fertilidad

Tabla 2

contribuye al buen desarrollo de la planta y
eleva la productividad de los cultivos. De
acuerdo con los %MO detectados en el
suelo del 12 se presentaron valores medios
de 3.67%, a partir de los cuales se
categoriza como un suelo rico. Esta
variable quimica estd correlacionada
positivamente (r=0.7 y r=0.9) con la
microbiota presente y sus ID mas altos H’
y SChaol: 1.55 y 15.12, respectivamente.
La tendencia anterior coincide con lo
reportado por Mader et al. (2002), quienes
obtuvieron valores mayores de H' en
suelos con mayor fertilidad. Enlos I11e I3
los %MO difirieron en comparacién con
12, estas diferencias se atribuyen a la falta
de una fertilizacion homogénea por parte
de los agricultores de la region estudiada
(Luna, 2011).

En relaciobn con las enterobacterias
halladas en los suelos de los tres
invernaderos, destaca el estudio realizado
por Baurer y Mathesius (2004), quienes
refieren la capacidad de algunos
enteropatégenos de coexistir y competir
con los demas integrantes de la comunidad
bacteriana presente en la rizésfera de la
planta.

Valores medios de pH, %MO, indices de diversidad y microbiota analizados en suelo.

Invernadero pH %MO

I D L
Microbiota aislada

D SCHAOl

11 5.87+0.68

2.3+1.27 1.32

E. cloacae

E. hormaechei
C. braakii

C. freundii
A.hydrophila
E. intermedium

3.55 8.16

12 5.65+0.11

3.67+£0.46  1.55

E. cloacae

E. coli (EPEC)
C. braakii

C. freundii

E. intermedium
Y. kristensenii

1.0 15.12

13 6.64+0.47

2.33£1.60  0.67

C. braakii

1.0 50 C. freundii

ID: indice de Diversidad, H": Shannon-Wiener, D: Simpson, Scna:: Estimador de Chao y %MO: % de Materia

Organica.
significativos que se discuten en el texto.

I11: Invernadero 1, 12: Invernadero 2, 13: Invernadero 3. En negrita se indican los valores
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indices de diversidad de la microbiota
presente en fruto

Los indices de diversidad calculados a
partir de la microbiota aislada en frutos
colectados en los tres invernaderos en
estudio de detallan en el Tabla 3.

Los indices H mostraron diferencias en la
diversidad de la microbiota presente en los
frutos de los invernaderos 11 y 13, sin
embargo el patogrupo ETEC fue capaz de
coexistir en ambas comunidades micro-
biologicas. La presencia del enteropaté-
geno ETEC detectado en este trabajo
(Tabla 3), se relaciona con lo reportado por
Telias et al. (2011), quienes afirman que la
inocuidad del tomate se compromete ante
la existencia de las enterobacterias
mencionadas sobre la superficie del fruto.
Lo anterior debido a que el fruto de tomate
se consume habitualmente en forma cruda
incluyendo su pericarpio.

Con respecto a la evaluacion del indice de
diversidad “D” Brown y Bowman (2001),
refieren que los valores cercanos a 1
indican que son pocas las especies que
predominan en la comunidad bacteriana. El
comportamiento anterior se puede relacio-
nar con los valores de D obtenidos en los
tres invernaderos, como se observa en el
Tabla 3. Especialmente en el 12 se
presentaron los indices de D mas altos, los
cuales se vinculan con la existencia de los
géneros Enterobacter y Citrobacter. La
presencia de Citrobacter cobra importancia
de acuerdo con lo reportado por Abu-
Ghazaleh (2006) quien también detectd a
este género en agua de riego y suelo de
cultivo. Adicionalmente, Tschape et al.
(1995) y Pereira et al. (2010) sefialan que
los aislamientos de C. freundii estan
relacionados con factores de virulencia
homoélogos a los descritos por los
patogrupos de E. coli; asociando a C.
freundii con casos esporadicos de diarrea
infantil.

Para el estimador SChao, Escalante (2003)
sugiere que el indice depende de la
abundancia de ciertas especies en la
microbiota. En este estudio se pudo

advertir una mayor abundancia de E.
cloacae en frutos de los tres invernaderos
(Tabla 3 y Figura 3); cuya incidencia se
asocié notablemente con la maduracion
firmeza y del fruto.

Tabla 3

indices de diversidad y microbiota
asociada a frutos de tomate recolectados en
los invernaderos de estudio.

1D
H D

Microbiota
Aislada

Inv
SCHAOl

E. cloacae
S. boydii
E. coli (ETEC)

11 025 112 40

E. cloacae
C. braakii
C. freundii

12 041 142 33

E. cloacae
E. hormaechei
E. coli (ETEC)

13 040 1.0 21

Inv: Invernadero. ID: indices de diversidad: H’:
Shannon-Wiener, D: Simpson, Scps:: Estimador de
Chao. 11: Invernadero 1, 12: Invernadero 2, 13:
Invernadero 3. En negritas se indican los valores
significativos que se discuten en el texto.

4, Conclusiones

Los resultados obtenidos indican que la
presencia de diferentes especies de
enterobacterias en fruto y suelo determina
gue ambos sitios pueden significar
“nichos” idoneos para el crecimiento de
una microbiota diversa, tal como lo
reflejaron los indices de diversidad
Shannon-Wiener (H") y de Simpson (D).
Las bacterias identificadas con mayor
frecuencia, tanto en tomate y suelo, fueron
Enterobacter cloacae, Citrobacter freundii
y Escherichia coli con los patogrupos
enteropatogena y enterotoxigénica. Las
correlaciones  positivas  entre  los
porcentajes de materia organica y los
indices H™ reflejaron la riqueza de los
suelos. Sin embargo se pudo evidenciar
que la fertilizacidn de los suelos con abono
organico, llega a constituir una fuente de
contaminacién por algunos enteropat6-
genos. Los aislamientos de Shigella boydii
y E.coli en frutos con grado de madurez de
consumo, deben considerarse para el

-167-



M. Luna-Guevara et al [ Scientia Agropecuaria 2(2012) 161 - 169

desarrollo de estrategias, que estén
encaminadas a dar cumplimiento con los
requisitos de inocuidad de productos
frescos como el tomate. Finalmente con los
resultados de este trabajo no solo se
beneficia a la region de estudio, sino que
muestran en general la diversidad de las
enterobacterias que pueden llegar a
alojarse, bajo condiciones de cultivo de
tomate evaluadas.
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