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RESUMEN

El melon cantaloupe posee un epicarpio rugoso, que reduce la eficacia de los
procesos de desinfeccion para eliminar patdgenos causantes de enfermedades
transmitidas por alimentos (ETAS). La superficie de frutos y hortalizas hospeda
microorganismos inocuos, como las bacterias acido lacticas (BAL), capaces de
inhibir el crecimiento de patdgenos. Esta capacidad antagonica es estimulada
por la fermentacion de carbohidratos complejos. Por lo que el objetivo de este
estudio fue aislar BAL del epicarpio de melon cantaloupe y evaluar su actividad
antagonica, in vitro e in vivo, contra Salmonella Typhimurium, asi como
determinar el efecto estimulante de dicha actividad mediante la adicion de
oligosacaridos especificos. Para ello, primero se aislaron 43 cepas de BAL
antagonistas del epicarpio de melon cosechados en las temporadas otofio-
invierno (2014) y primavera-verano (2016), de los cuales se seleccionaron
nueve cepas con la mayor actividad inhibitoria contra S. Typhimurium (halo de
inhibicion >1cm). Posteriormente, se determind la capacidad de las cepas
seleccionadas para metabolizar oligosacaridos de pectina (OP) y de acido
poligalacturénico (OAPG) mediante los pardmetros cinéticos DOmax Y tasa
especifica de crecimiento (h™). Las cepas 45, 70, 77, 102, 170 y 210, y la cepa
175 fueron seleccionadas con el tratamiento de OAPG y con OP,
respectivamente, (por presentar parametros cinéticos superiores al del
patdgeno). El efecto estimulante del antagonismo se evalud in vitro en agar
MRS enriquecido con 1 % de oligosacaridos. Se observéo que los OP
estimularon la actividad inhibitoria in vitro de la cepa 175, mientras que los
OAPG estimularon a las cepas 45 y 170, mostrando un incremento significativo
(P<0.05) de 3.3, 2.1 y 1.35 veces, respectivamente. La identificacion molecular
de las cepas, indicd que el aislado 45 corresponde a Enterococcus faecalis y los
aislados 170 y 175 a Pediococcus pentosaceus. En ensayos in vivo, se observo
que la cepa de P. pentosaceus redujo el nimero de UFC/cm? de S.
Typhimurium en presencia de OP al 1 % (P<0.05). Estos resultados sugieren
que la composicién de carbohidratos de los OP al 1 % tiene efecto estimulante

Xii



in vitro e in vivo, de la capacidad antagonica de P. pentosaceus en contra de S.

Typhimurium en frutos de meldn cantaloupe.

Palabras clave: Cucumis melo L; antagonismo; microbiota natural; patégenos

transmitidos por alimentos, inhibicion.
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ABSTRACT

Cantaloupe melon has a rough epicarp, which reduces the effectiveness of
disinfection processes to eliminate pathogens that cause foodborne diseases.
The surface of fruits and vegetables hosts innocuous microorganisms like lactic
acid bacteria (LAB), capable of inhibiting the growth of pathogens. This
antagonic capacity is stimulated in LAB by the fermentation of complex
carbohydrates. Therefore, the aim of this study was to isolate LAB from
cantaloupe epicarp and to evaluate their in vitro and in vivo antagonistic activity
against Salmonella Typhimurium, as well as to determine the stimulatory effect
of specific oligosaccharides on such antagonism. Forty three LAB isolates were
first obtained from cantaloupe epicarp harvested during the autumn-winter and
spring-summer seasons, where nine with the higher inhibitory activity over S.
Typhimurium (inhibition halo >1cm) were selected for further studies. BAL
isolates’ ability to metabolize pectic oligosaccharides (PO) and poligaracturonic
acid oligosaccharides (OAPG) was determined based on the kinetic parameters
DOmax and specific growth rate (h™). The strains 45, 70, 77, 102, 170 and 210
with OAPG treatment and the strain 175 with PO treatment were respectively
selected by their higher DOmax or h™ than the pathogen. The stimulatory effect
on the antagonism of LAB isolates was evaluated in vitro using MRS agar
enriched with 1 % oligosaccharides. PO significantly enhanced the in vitro
inhibitory activity of strain 175, while strains 45 and 170 were stimulated by
PGOA, increasing 3.3, 2.1 and 1.35 times respectively, compared to control
(P<0.05). The molecular identification of strains indicates that isolate 45
corresponds to Enterococcus faecalis, and isolates 170 and 175 to Pediococcus
pentosaceus. For the in vivo assays, P. pentosaceus reduced the CFU/cm?
number of S. Typhimurium in the presence of 1 % PO (P<0.05). These results
suggest that carbohydrates from PO have an in vitro e in vivo stimulant effect on
P. pentosaseus antagonic activity against S. Typhimurium on cantaloupe fruit.

Key words: Cucumis melo L, antagonism, natural microbiota, foodborne

pathogens, inhibition.
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I. INTRODUCCION

El ndmero de brotes de enfermedades transmitidas por alimentos (ETA’s)
atribuibles al consumo de vegetales frescos se ha incrementado en los ultimos
afios (Harapas y col.,, 2010). Los brotes de ETA’s causan un considerable
namero de pérdidas de vidas y econémicas. En los Estados Unidos, en el afio
2008 se registro un brote de Salmonella spp. involucrando al consumo de
tomates y pimientos, infectando a 1,442 personas, de las cuales 273 fueron
hospitalizadas y dos fallecieron (CDC, 2008). En lo econémico, se han estimado
pérdidas de mas de 100 millones de dolares s6lo en el cultivo del tomate, sin
tomar en cuenta las pérdidas econdémicas por el pimiento infectado (Thompson,
2008). Por lo tanto, se tienen que tomar medidas necesarias para reducir el
numero de brotes de ETA’s relacionadas al consumo de productos agricolas
frescos.

Las frutas y hortalizas frescas pueden albergar una gran cantidad de
poblaciones bacterianas en su superficie como patdogenos contaminantes y
bacterias comensales (obicuas) (Badosa y col., 2008). Entre los
microorganismos comensales presentes se encuentran las bacterias acido
lacticas (BAL), se han identificado entre Pediococcus acidilactici, Enterococcus
faecalis, Leuconostoc mesenteroides y Weissella cibaria (Leff y Fierer, 2013).
Existen ademas, algunos microorganismos contaminantes que no son parte de
la microbiota natural, pero que pueden contaminar a las frutas y hortalizas,
como Listeria monocytogenes, Escherichia coli y Salmonella spp. (Badosa y
col., 2008). Cuyo crecimiento puede ser inhibido por algunas BAL, que actuan

de forma antagbnica contra los patdgenos humanos (Varo y col.,, 2009).



El antagonismo que ejercen las BAL sobre los patégenos podria no ser
suficiente para eliminarlos totalmente, por lo que es necesaria la busqueda de
alternativas para estimular e incrementar su efecto antagonista (Sharma y col.,
2009).

Los oligosacaridos son carbohidratos complejos que se caracterizan por su
estructura quimica, ya que no pueden ser absorbidos en el tracto
gastrointestinal (TGI), o que no son hidrolizados por las enzimas digestivas
(Conesa y col., 2004). Ademas de estimular efectos fisiologicos benéficos para
la salud, pueden estimular el antagonismo de las BAL en contra de los
patégenos humanos (Roberfroid y col., 2010). Los oligosacaridos no digeribles
pueden obtenerse por parte de algunos alimentos o ser adicionadas
intencionalmente. Una vez consumidos y al llegar al intestino, sirven como
fuente de carbono para las BAL presentes en la microbiota natural del tracto
gastrointestinal. Los oligosacaridos deben cumplir con ciertas caracteristicas
para poder ser utilizados como prebidticos (Mussatto y Mancilha, 2007). La
primer caracteristica es que no debe de ser absorbido ni hidrolizado en el TGI,
por lo que debe resistir la accion de los acidos géastricos y enzimas digestivas
(Roberfroid y col., 2010). Adicionalmente, el oligosacéarido debe ser fermentado
por bacterias benéficas que se encuentran en el TGI del hospedero. Ademas,
debe de estimular los efectos fisioldgicos necesarios para la salud. Es por esto,
gue aunque existen muchos tipos de oligosacaridos, no todos pueden ser

usados como prebioticos, pues no cumplen con estas tres caracteristicas.

Los sistemas de reduccion de riesgos de contaminacion de los productos
agricolas frescos contemplan varias medidas de control para reducir o eliminar
la contaminacion biologica de los diferentes cultivos. La aplicacion de las
buenas practicas agricolas en la cadena completa de produccion, es reconocida
como la mejor forma de prevenir la contaminacion de los productos agricolas
frescos (Garmendia y Méndez, 2006). En la actualidad existen diversos
métodos para reducir o eliminar la contaminacion de las frutas y hortalizas

frescas, como el uso de agua potable en el manejo poscosecha, la desinfeccion



de producto con el propoésito de reducir los brotes de ETA’s en este tipo de
alimentos, cuidado en la higiene del trabajador agricola (Martinez-Téllez y col.,
2007), y dada las diferentes medidas de control, no se ha encontrado una que
sea eficaz para erradicar el problema. Por lo tanto, estos métodos actualmente
utilizados s6lo son de ayuda para tener una mayor eficacia en la erradicacion de
los microorganismos. Es por esto, que los agricultores buscan que sean mas
eficaces, practicos, seguros para los consumidores y de bajo costo (Garmendia
y Méndez, 2006).

La importancia de encontrar nuevas alternativas, que cumplan con los
parametros descritos, invita a evaluar nuevos meétodos para reducir la incidencia
de ETA’s por el consumo de vegetales frescos. Por lo que este trabajo propone
aislar BAL del epicarpio del meldn cantaloupe y evaluar su actividad antagénica
contra Salmonella Typhimurium, asi como determinar el efecto estimulante de
dicha actividad mediante la adicion de oligosacaridos especificos para potenciar
el efecto antagonico en contra de patégenos que generan brotes de ETA’s, esto

con fines de inocuidad agroalimentaria.



II. ANTECEDENTES

1.1 Inocuidad Alimentaria: Reto a Vencer a Nivel Mundial

La inocuidad alimentaria comunmente se describe como las acciones y
condiciones necesarias para que se preserve la calidad en los alimentos y asi
poder evitar contaminaciones del tipo fisicas, quimicas o microbioldgicas, esto
tendra como resultado una disminucion de las enfermedades transmitidas por
los alimentos (ETA’s), con lo cual se podran prevenir millones de casos de
enfermedades a nivel mundial (OMS, 2016). Ademas, existen organizaciones
no gubernamentales a nivel mundial que trabajan para fortalecer las
reglamentaciones para mejorar el control en los alimentos y asi evitar casos de
contaminaciones que tengan como consecuencias enfermedades y retiros de
alimentos del comercio (FAO, 2016). Aunque existe reglamentacién al respecto
a nivel mundial, ain se han reportado miles de casos en donde se ve
comprometida la inocuidad de los alimentos, con lo que se evidencian las

deficiencias de las reglamentaciones impuestas (OMS, 2016).

Por lo anterior, el 4 de enero del 2011 el gobierno de los Estados Unidos de
Ameérica aprobo6 la Ley de Modernizacion de la Inocuidad de los Alimentos
(FSMA, por sus siglas en inglés), mediante la cual se desarrollan y se
implementan mayores regulaciones en la inocuidad alimentaria, que tiene como
objetivo el tener un enfoque preventivo a diferencia de un enfoque correctivo en
los problemas de inocuidad de alimentos (FDA, 2015). Esta Ley amplia la
autoridad de la Administracion de Alimentos y Medicamentos (FDA, por sus
siglas en ingles) para vigilar la inocuidad alimentaria de todos los alimentos,

incluidos los importados, que abastecen el mercado estadounidense.



Al mismo tiempo, establece nuevas obligaciones y disposiciones a todos los
establecimientos estadounidenses y extranjeros, asi como a los importadores
estadounidenses. (FDA, 2016; SENASICA, 2011).

Ademas en México en 2007, se modificé la Ley de Sanidad Vegetal, que
confiere autoridad a la Secretaria de Agricultura, Ganaderia, Desarrollo Rural,
Pesca y Alimentacion (SAGARPA) para la vigilancia de los sistemas de
reduccion de riesgos de contaminacion, los cuales buscan, de igual manera,
prevenir, controlar o erradicar peligros de contaminacién en los productos
agricolas frescos y asi lograr que los productores que exportan frutas y
hortalizas a EUA implementaron las Buenas Practicas Agricolas (BPA) y las
Buenas Préacticas de Manejo (BPM) (SENASICA, 2015).

Estas legislaciones y regulaciones tienen gran relevancia ya que México es uno
de los principales exportadores de frutas y hortalizas hacia los Estados unidos
de América, por lo que estas medidas son aplicadas para cualquier hortaliza
cosechada en México. Entre los principales productos cosechados en campo
mexicanos se encuentran: Tomate, chile verde, cebolla blanca, esparrago y
pepino. En Sonora uno de los principales frutos de hortalizas cosechados son
calabazas, pepinos, sandias y melones, por lo tanto es aqui donde radica su
importancia (SAGARPA, 2011).

[1.2 Melén Cantaloupe (cucumis melo L.)

El melon cantaloupe es uno de los principales frutos de hortaliza en México que
se exporta hacia los EUA, siendo Coahuila el estado con mayor produccion,
seguido por Guerrero y el estado de Sonora (SENASICA, 2010). En el 2013, en
Sonora se sembraron cerca de 2,948.50 Ha, en las cuales se obtuvo una

produccion de cercana a las 102, 234.23 ton (SIAP, 2014). Es por esto que el



Estado de Sonora es posicionado en el tercer lugar dentro de los estados
productores de Mel6n Cantaloupe.

Los melones se han caracterizado por ser frutos que se han visto involucrados
en casos de brotes de Enfermedades transmitidas por alimentos (ETA’S)
registrados en EUA (Castillo y col., 2009). La contaminacién de estos frutos
puede ser por diversos factores como el suelo, el agua, los equipos utilizados
durante su produccion y por las personas que los manipulan (Beuchat, 1996;
Castillo y col.,, 2009). La contaminacion puede llevarse a cabo durante las
diferentes etapas de produccion, por ejemplo, durante el desarrollo del fruto, la
poscosecha, el empaque, el transporte, o por contaminacion cruzada en
contacto con carne cruda o utensilios de cocina que no estén lavados y

desinfectados (Parnell y col. 2005).

Sin embargo, aun siguiendo las normas y regulaciones, asi como las BPA, BPM
y los sistemas de reduccién de riesgos, se han registrado un considerable
namero de brotes de enfermedades provocadas por Escherichia coli 0157:H7,
Campylobacter, norovirus y diferentes serotipos de Salmonella, relacionados al
consumo de vegetales y frutos frescos (Chapman, 2005). Otro ejemplo se
presenta en la Tabla 1 donde se muestran casos de brotes de ETA’s

provocados por Salmonella, en el consumo de melén cantaloupe.



Tabla 1. Casos de brotes de ETA’s relacionados al consumo de meldn
cantaloupe en EUA y Canada en el periodo 2000 al 2013.

Afo Patogeno No. casos Localidad

2000 Salmonella Poona 43 U.S.Ay Canada

2001 Salmonella Poona 51 U.S.Ay Canada

2001 Salmonella Anatum 15 U.S.A (varios estados)
2002 Salmonella Poona 43 U.S.A (varios estados)
2008 Salmonella Litchfield 51 U.S.A (varios estados)
2011 Salmonella Panama 20 U.S.A (varios estados)
2012 Salmonella Typhimurium 228 U.S.A (varios estados)
2012 Salmonella Newport 33 U.S.A (varios estados)

Fuente: CDC, 2013.

El melon es especialmente aprovechado por los patdgenos como vehiculo, ya
que en su epicarpio 0 cascara tiene caracteristicas que le confieren proteccion a
estos microorganismos. El epicarpio del melén cantaloupe es rugoso, tiene un
tipo de malla que puede favorecer la adhesion bacteriana y puede obstaculizar
su desprendimiento (Castillo y col., 2009). Ademas, estas estructuras pueden
proporcionar un gran numero de espacios céncavos (Figura 1), que pueden
servir como sitios de unién para las bacterias, en los cuales se dificulta el

contacto entre las bacterias y los desinfectantes liquidos que son utilizados para

erradicar este tipo de microorganismos (Annous y col., 2005).




Figura 1. Epicarpio de mel6n infectado con Salmonella Poona. Tomado de
Annous y col. (2009)

[1.3 Microorganismos Presentes en la Superficie de Frutos y Hortalizas, y Su
Actividad Antagonista

Estudios realizados han demostrado que existe una gran variedad de
microorganismos en frutas y hortalizas que son parte de la microbiota natural,
se demostr6 que los tipos de microorganismo en cada producto fueron
significativamente distintos entre ellos, aunque en algunos como las espinacas,
coliflor, lechugas, tomates y pimientos, existe similitud, ya que presentan
bacterias de la familia Enterobacteriaceae, en comparacion con otros productos
como la manzana y uvas, que la mayoria de los microorganismos pertenecian a

Bacteroidetes, Firmicutes y Proteobacteria (Leff y Fierer, 2013).

En meldn cantaloupe se encontr6 que existe una gran cantidad de
microorganismos, entre ellos mesoéfilos, psicrotrofos, coliformes y BAL,
demostrando que algunas de estas bacterias ejercen un efecto antagdnico
contra Salmonella Saintpaul y Escherichia coli, siendo el grupo de BAL las que

presentaron mayor poder antagénico y un mayor numero de aislados



bacterianos con esta caracteristica (datos no publicados) (Martinez-Téllez y
col.,, 2014). Tras la fermentacion carbohidratos las bacterias acido lacticas
producen sustancias antimicrobianas como el acido lactico, acido acético,
peréxido de Hidrogeno y péptidos de bajo peso molecular, llamados
bacteriocinas (Casas y Dobrogosz, 2000). Estas sustancias pueden generar un
cambio en la microbiota intestinal por la inhibicion de patdégenos.

Las BAL son un grupo de microorganismos de diferentes especies, pero con
caracteristicas similares. Se caracterizan por ser Gram Positivos, no formadores
de esporas, pueden se cocos o bacilos de tamafio variable (0.5-0.8 pm), no
tienen movilidad y carecen de catalasa (Ekinci y Gurel, 2008; Savadogo y col.,
2006). Las BAL son un grupo de alrededor de 20 géneros distintos, entre los
cuales se encuentran: Lactococcus, Streptococcus, Lactobacillus, Leuconostoc,
Weisella, Aerococcus y Carnobacterium que son los principales géneros dentro
del grupo (Parra, 2010). Lactobacillus es el mas grande de estos géneros, que
ademas es reconocido por su habilidad fermentativa por lo que es consideraba
benéfica por tener un papel protector (Maldonado y col., 2005).

Weissella confusa es una BAL que ha sido aislada de vegetales frescos,
productos carnicos y lacteos fermentados (Cock y col., 2012). Al igual que otras
BAL, este género posee actividad antimicrobiana por la produccion de
diferentes acidos y bacteriocinas. Las cuales, son compuestos naturales con
capacidad de influir en la inocuidad por el poder antimicrobiano que poseen.
Aun asi, las bacterias Gram negativas en su mayoria no son sensibles a las
bacteriocinas, en contraste, las Gram + son mas susceptibles a algun dafio
provocado por las bacteriocinas (Riaz y col., 2010). En general, el modo de
accion de las bacteriocinas es a nivel de la membrana citoplasmatica, donde
actuan formando poros en la membrana, causando con esto el desequilibrio de
iones, afectando la sintesis de ATP y el transponte de proteinas, entre otras
funciones (Cotter y col., 2005). ElI dafo dependera del tipo y cantidad de
bacteriocinas producidas por las BAL, pero en su gran mayoria se tendra como

consecuencia la muerte del microorganismo (Rosa y Franco, 2009).



Los acidos organicos producidos por las BAL poseen actividad inhibidora del
crecimiento bacteriano, donde los acidos no disociados tienen mayor
efectividad. Esto se debe a que al pasar al citoplasma se disocian y provocan
un dafio mayor por el incremento en la concentracion intracelular de protones.
El exceso de protones tiene que ser nivelado mediante su trasporte activo hacia
el exterior por la bomba de protones, lo que agota sus reservas energeéticas
(Requena y Pelaez, 1995). Sin la energia necesaria la bomba de protones se
detiene provocando un descenso del pH interno y causa la desnaturalizacion de
proteinas y de otros componentes estructurales, que a su vez interfiere con
funciones celulares como la translocacion de sustrato y fosforilacion oxidativa y

afecta la viabilidad (Vasquez y col., 2009).

Las BAL presentes en medio aerobios forman varios metabolitos del oxigeno
como peréxido de hidrogeno y radicales libres que provocan un efecto
bactericida (Vasquez y col., 2009). El peroxido de hidrégeno actia como
oxidante al estimular la produccion de radicales libres que atacan a lipidos,
proteinas y ADN. La acumulacién del peréxido de hidrogeno se debe a que las

BAL no poseen catalasa.

[1.4 Estimulacién del Poder Antagonista con Oligosacéaridos

Los carbohidratos no digeribles (oligosacaridos y polisacaridos), algunos
péptidos y proteinas, y ciertos lipidos (ésteres y éteres) son considerados como
fuente de carbono para algunas bacterias. Debido a su estructura quimica,
estos compuestos pueden ser utilizados como fuente de energia por distintos
microorganismos para llevar a cabo sus funciones principales. Sin embargo, no
se ha estudiado esta caracteristica en BAL en la superficie de vegetales. A
estos tipos de microorganismos (BAL) se les conoce por su actividad
antagonica frente a bacterias patégenas, por ejemplo, en ciertas especies de
Clostridium y de Enterobacteriaceae, las BAL presentan antagonismo gracias a

que producen acidos grasos de cadena corta (AGCC), disminuyen el pH,
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producen compuestos antimicrobianos, ademas de competir por el espacio y
nutrientes, asi como en el espacio de adhesion (Hudault y col., 1997; Lievin y
col., 2000).

Los compuestos hidrocarbonados pueden ser clasificados en dos grupos segun
el grado de polimerizacion (GP). Un grupo estd conformado por los
oligosacaridos que se caracteriza por tener un GP entre dos y 10 unidades de
monosacaridos. Mientras que el otro grupo estd compuesto por los
polisacaridos con un GP de mas de 10 monosacaridos (Conesa y col., 2004).
Aunque, segun Cummings y col. (1997), no existe ninguna relacién quimica o

fisiologica que respalde esta division.

Los oligosacaridos que pueden ser usados como fuentes de carbono se
clasifican segun sus componentes quimicos. Se pueden clasificar en
Galactooligosacaridos (GOS), Fructooligosacaridos (FOS), tran-
galactooligosacaridos (TOS) e Inulina (Morales-Koelliker y Vélez-Ruiz, 2013).
Estos oligosacaridos estan de forma natural en muchos alimentos, por ejemplo,
frutas, verduras, hortalizas, legumbres y leche. Estos pueden obtenerse de los
alimentos ya mencionados a través de métodos quimicos y enziméaticos
(Mussatto y Mancilha, 2007).

[1.5 Uso de la Inulina Como Oligosacéarido No Digerible

La inulina es un polisacarido compuesto por unidades de D-fructosa unidos por
enlaces B (1—2) que al final tiene un residuo de glucosa (Figura 2) (Causey y
col., 2000). El grado de polimerizacion varia de 2 a 65 unidades (Mussatto y
Mancilha, 2007). Lo cual hace que este compuesto hidrocarbonado pueda ser
utilizado como unica fuente de carbono, ademas, de que estd comprobado
mediante numerosos estudios en animales y de nutricion humana que la inulina

es un prebiotico (Li y col., 2015).
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Figura 2. Estructura de la Inulina. Modificado de Madrigal y Sangronis (2007).

Segun la longitud de la cadena o el grado de polimerizacién se les denomina
fructooligosacaridos (2 a 10 unidades) e inulina (11 a 65 unidades) (Delzenne y
Roberfroid, 1994). Por lo tanto, en diferentes trabajos se separa a los
fructooligosacéridos de la inulina, teniendo 2 términos diferentes, aunque en su
estructura sean muy parecidos, y sélo cambie el grado de polimerizacion y el

numero de unidades de fructosa.

La via metabdlica de fermentacién de la inulina, tiene como principal producto al
butirato, ademas de acetato y propionato (Rossi y col., 2005). Este acido es
producido por la accién conjunta de la inulina y las BAL. La produccion de este
acido es una ventaja, ya que actia de forma positiva en la microbiota natural,
ejerciendo un efecto estimulante en especial en el metabolismo de

Bifidobacterium y Lactobacillus (Desai y col., 2004).
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I1.6 Fructooligosacaridos Utilizado Como Fuente de Carbono

Durante la década de los 80, fue cuando el estudio de los oligosacaridos
comenz6 a llamar la atencion de los investigadores, siendo los
Fructooligosacaridos (FOS) de los primeros en ser estudiados (Mussatto y
Mancilha, 2007). Investigadores japoneses demostraron que los FOS eran
fermentados por Bifidobacterium y ademas tenian la capacidad de estimular su
crecimiento, este trabajo fue hecho in vitro donde se utiliz6 heces humanas
como inéculo (Onompai y col., 2011). Gibson y Wang (1994), confirmaron que
los FOS cumplen con las caracteristicas para ser considerados como buena
fuente de carbono para algunos microorganismos, incubando suspensiones
fecales con inulina, FOS vy fructosa, donde se demostré6 un mayor aumento de
Bifidobacterium con FOS. Confirmando la capacidad que tiene este

oligosacarido de ser utilizado como fuente carbono.

Los FOS, son el prebiético mas utilizado en el mercado y el mas estudiado
(Manderson y col., 2005). Tienen un grado de polimerizacion de 2 a 10
unidades (Figura 3), y regularmente son obtenidos mediante dos métodos. Uno
de ellos es la hidrdlisis parcial del fructano o la inulina que se obtiene de fuentes
naturales, por ejemplo, frutas y vegetales (Pedreschi y col., 2003). El otro
método utiliza disacaridos de sacarosa empleando la actividad
transfructosilacion de la enzima fructofuranosidasa, en este método se necesita
una elevada cantidad de materia prima para obtener una buena
transglucosilacién (Park y Almeida, 1991). Los FOS obtenidos por este método
enzimatico se caracterizan por tener entre 2 y 4 unidades de fructosa, con una
glucosa como residuo terminal, y dependiendo del productor se les ha llamado
como “Actilight” o “nutraflora” (Conesa y col.,, 2004). Es asi como este
compuesto es conocido por ser uno de los principales oligosacaridos no

digeribles en cuanto a volumen de produccion se trata.
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Figura 3. Estructura de los Fructooligosacéaridos. Modificado de Madrigal y
Sangronis (2007).

Aungue este prebiotico es muy utilizado y analizado, no existen estudios sobre
su comportamiento en el area de inocuidad en productos agricolas. Existen
trabajos donde se reporta su actividad estimulante en el crecimiento de
bacterias acido lacticas, procedentes de productos agricolas, pero no se tienen
registros del como beneficia este aumento de bacterias en contra de patdégenos

gue contaminan a las frutas y hortalizas durante el proceso de produccion.

[1.7 Oligosacaridos de Pectina: Como Inductor Potencial de Actividad
Antagonista de BAL

Uno de los principales problemas de las industrias alimenticias son los
desechos que estas producen. En los ultimos afos,, diversos estudios se han
enfocado en plantear y estandarizar métodos en los cuales se pueda hacer uso
de los desechos de las industrias de alimentos de origen vegetal, para obtener
productos de interés comercial, tal es el caso de la industria de los citricos, en

donde se obtienen grandes cantidades de desechos como cascara y pulpa de
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naranja, limén y bergamota (Mandalari y col., 2007; Gomez y col., 2013; Gomez
y col., 2014) De estos desechos se obtienen productos de valor agregado como
los aceites esenciales, antioxidantes naturales, etanol, acidos organicos y
pectina (Liy col., 2016).

Los oligosacaridos de pectina (OP) son oligosacaridos derivados de la hidrolisis
de la pectina que se encuentra en la pared celular de los tejidos vegetales. La
pectina al ser hidrolizada por enzimas hidroliticas como pectinasas y pectoliticas
(Jayani y col, 2005) se fracciona en principales estructuras poliméricas (Figura
4). Ramnogalacturonano 1 (RGI), Ramnogalacturonano 1l (RGIl) vy
Homogalacturonano, este ultimo, estda compuesto por cadenas lineales de a-
(1,4)- D-acido galacturdnico, mientras que en las otras estructuras se pueden
encontrar otros azucares como la arabinosa, ramnosa, etc. Manderson y col.
(2005) determinaron la composicibn de azucares presentes en los

oligosacaridos pecticos extraidos de la cascara de naranja (Tabla 2).
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Figura 4. Estructura de la pectina. Se especifican las fracciones de
Homogalacturonano y Ramnogalacturonano. (Guidi y Arandia, 2010).
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Tabla 2.Composicion de los Oligosacaridos de Pectina de cascara de Naranja

Azucar % presente en OP
Glucosa 48.12
Arabinosa 31.19
Galactosa 9.59
Xilosa 2.44
Ramnosa 2.13
Fucosa 0.24
Acido Galacturénico 6.29

Tomado de: Manderson y col., 2005.

Evidencias del potencial de los OP para ser utilizados como fuentes de carbono,
son los trabajos realizados por Olano-Matrtin, Gibson y Rastall (2002), donde se
confirma que los OP son un mejor candidato a prebio6tico que las pectinas, por
su mayor capacidad fermentativa en presencia Bifidobacterium angulatum, B.
infantis y B. adolescentis aunque su efecto bifidogénico es mas bajo en

comparacion con los FOS.

Por su parte Li y col. (2016) estudiaron 3 tipos de OP, que diferian entre si por
la concentracion de los diferentes azucares, en presencia de Bifidobacterium
infantis y Lactobacillus acidophilus. Se realizaron ensayos individuales entre los
OP’s y cada microorganismo, demostrando que los OP2 presentaron mayor
efecto prebiético en comparacion a OP1 y OP3, asi como también fue
comparable con respecto a los FOS. Ademas, se hicieron ensayos con
bacterias patdégenas para conocer su comportamiento y resulto que los OP1 y
OP2 mostraron mayor actividad antimicrobiana contra Staphylococcus aureus,

Bacillus subtilis y Escherichia coli.

De modo similar, Mandalari y col. en el 2007 estudiaron el efecto prebiotico de
los OP extraidos de la cascara de bergamota, estos oligosacaridos fueron

analizados en presencia de cultivos puros y mixtos de bacterias presentes en
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las heces humanas. Eligieron a los FOS para hacer comparativo del efecto
prebidtico. La adicion de los oligosacéaridos de pectina dio como resultado el
aumento de células de Bifidobacterium y Lactobacillus, mientras que la
poblacion de Clostridium Perfringens disminuyo. Ademas, se calcul6 el indice
prebidtico (IP), el cual nos indica que tan afin es la BAL al prebiético utilizado,
para los FOS y los OP, para poder hacer una comparacion, y observaron que
en general se obtuvieron IP mas altos con OP (6.9) que con FOS (6.12), lo cual
indica que las Bifidobacterium y Lactobacillus son mas afines a los OP extraidos

de bergamota en comparacion a los FOS.

1.8 Oligosacaridos de Acido Poligalacturénico Como Estimulador de la
Potencial Actividad Antagonica de BAL

Los Oligosacéaridos de &cido poligalacturénico (OAPG), son oligosacaridos
derivados de la fraccion de pectina de la pared celular de vegetales (Figura 5).
Estos, son los encargados de la transduccién de sefiales y de vias involucradas
en el crecimiento, desarrollo y defensa de plantas (Simpson y col., 1998).
Ademas, en los ultimos afios ha sido reportado que los oligogalacturénidos con
un grado de polimerizacion de entre 10 y 15 presentan una actividad biol6gica
en plantas(Serrat-Diaz y col., 2013).
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Figura 5. Estructura de los oligosacaridos de acido poligalacturdnico.
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Los oligosacaridos son producto de la hidrolisis del acido poligalacturénico, el
cual puede ser extraido de la pectina de la cascara de frutos citricos. Sin
embargo, no existe mucho informacion sobre su efecto inductor del crecimiento
de bacterias (Lang y Dérnenburg, 2000). Solo se conoce que son oligosacaridos
lineales de unidades de acido D-galacturénico que estan unidos por enlaces a
(1-4), su grado de polimerizaciéon (GP) estd dado por el nimero de D-
galacturonatos que formen la estructura (Mederos y Hormaza, 2008), ademas,
son oligosacaridos no digeribles, y pueden ser utilizados como compuestos que
promueven la salud en la nutricibn humana y animal, asi como lo hacen los

prebidticos ya estudiados como la inulina.

Estos oligosacaridos no han sido muy estudiados por su accion inductora en el
crecimiento de los microorganismos, ahi es donde radica la importancia de
investigacion, ya que solamente han sido estudiados por su efecto elicitor de
mecanismos de defensa en plantas (Darvill y col., 1992). Por lo que se busca
obtener nueva informacion por su potencial para inducir el crecimiento de BAL

en la superficie de productos agricolas frescos.

Después de analizar los reportes realizados por los diferentes autores, no se
encontré evidencia de trabajos de antagonismo de BAL en las superficies de
frutas y hortalizas. En los dltimos afios este tipo de alimentos ha estado
involucrado en brotes de ETA’s debido a contaminaciones por bacterias
patdgenas. Este tipo de frutos tienen algunas bacterias epifitas como las BAL y
ademas pueden tener contaminaciones de bacterias patdgenas, por lo tanto es
donde surge el interés de conocer el efecto de los oligosacéaridos de pectina y
de acido poligalacturénico en este tipo de matrices, esto con el fin de encontrar
nuevas alternativas de prevencién de contaminaciones del fruto en el campo

gue sean sustancias con valor agregado y seguros para el consumidor.
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I.HIPOTESIS

Los oligosacéridos derivados de &cido poligalacturénico y de pectina, estimulan
la actividad antagonista de bacterias acido lacticas presentes en la microbiota
epifita de melén cantaloupe, contra Salmonella Typhimurium.
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IV. OBJETIVOS

IV.1. Objetivo General

Evaluar el efecto estimulante in vitro de los oligosacéridos derivados de &cido
poligalacturdnico, oligosacéridos de pectina, fructooligosacéridos e inulina, en la
actividad antagonista de BAL, aisladas de la microbiota epifita del meldn
cantaloupe, vs Salmonella Typhimurium y el efecto de su aplicacién in vivo en el

epicarpio del fruto.

IV.2. Objetivos Especificos

1. Determinar las caracteristicas bioquimicas y la capacidad antagonica y

de bacterias acido lacticas aisladas de epicarpio de melén cantaloupe.

2. Evaluar in vitro el efecto de oligosacaridos de pectina, oligosacéaridos de
acido poligalacturénico, fructooligosacaridos e inulina sobre el
crecimiento y potencial antagonista de bacterias acido lacticas aisladas
del epicarpio de melén contra Salmonella Typhimurium y se

seleccionaron aquellas con mayor capacidad antagénica.

3. ldentificar las cepas seleccionadas mediante la secuenciacion del gen
16S ARN ribosomal.

4. Evaluar la actividad antagodnica in vivo de las BAL seleccionadas con la

aplicacion del oligosacarido, en superficies de meldn cantaloupe.
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V. MATERIALES Y METODOS

V.1 Material Vegetal

Para el aislamiento de BAL se recolectaron 25 frutos de meldn cantaloupe listos
para cosecha comercial durante la temporada otofio-invierno (Octubre) 2014 y
primavera-verano (Mayo) 2015. Se muestrearon directamente del campo de
cultivo localizado en el valle de Guaymas, Sonora (coordenadas 28.245633-
110.650780) empleando guantes de latex estériles y se depositaron en bolsas
estériles de acuerdo a la norma oficial mexicana NOM-109-SSA1-1994. Las
muestras se depositaron en contenedores para ser transportadas al laboratorio
de Fisiologia Vegetal-Molecular del Centro de Investigacién en Alimentacion y

Desarrollo, A.C. en Hermosillo, Sonora, para su procesamiento antes de 24 h.

V.2 Cepas y Oligosacaridos Utilizados

V.2.1. Aislamiento de BAL Presentes en el Epicarpio de Melén Cantaloupe

A partir de cada fruto recolectado, como se describid anteriormente, se tomo
una muestra de 5x6 cm del epicarpio el cual se puso en 99 mililitros de agua
peptonada al 0.1 %, para homogenizarlo en un stomacher (400 Circulator,
Seward Stomacher® ) a 260 rpm por un min, y se realizaron diluciones en serie
hasta la dilucién 1x10™. Después se procedié a una siembra en superficie en
placas Petri con agar MRS (Franklin, NJ) y se incubaron en anaerobiosis a 37
°C por 48 h en una incubadora (Yamato IC 600, Tokio Japon). Posteriormente,
se realizé el conteo de unidades formadoras de colonia (UFC). Las colonias

obtenidas se pasaron a MRS en caldo para incubarlas por 24 h a 37 °C.
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Una alicuota de 800 pL del cultivo con 24 h de crecimiento se transfirio a viales
con glicerol al 20% para su conservacion en congelacion a -80 °C hasta su
utilizacion (Andrade-Bustamante, 2014).

V.2.2 Oligosacéridos

Se utilizé inulina y fructooligosacéridos comerciales marca Sigma-Aldrich (San
Louis, MO). Los oligosacaridos de &cido poligalacturénico (OAPG) vy
oligosacaridos de pectina (OP) con un grado de polimerizacion (GP) de 3-20, se
obtuvieron en el laboratorio de Fisiologia Vegetal-Molecular del CIAD, mediante
hidrélisis enzimética del acido poligalacturénico (Sigma-Aldrich), por la
metodologia de Ochoa-Villareal y col., 2012. Los oligosacaridos se agregaron a
los medios de cultivo al 1 % plv, se estabilizdé a pH final a 6.2 y se esterilizé a

121 °C durante 15 min segun lo descrito por Saarela y col. (2003).

V.2.2 Medios de Cultivo

Se utilizaron los medios de cultivo comerciales TSB, TSB sin dextrosa, MRS
caldo, MRS agar y agar-agar (DIFCO, Detroit, Ml). Se utilizaron caldo de cultivo
MRS y agar MRS modificados sin glucosa, para lo cual se reformul6é el
contenido de acuerdo a lo descrito por Saarella y col. (2003). La formulacion se

indica en la Tabla 3.
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Tabla 3. Formulacién del medio MRS modificado sin glucosa. Formulacion para
1000 mL.

Reactivo/Medio Cantidad Marca
Peptona 10g Oxoid Ltd
Extracto de levadura 50 Oxoid Ltd
Acetato de sodio 50 Oxoid Ltd
K>HPO,4.3H,0 20 Sigma Aldrich
MgS0O,4.7H,0 0.2¢9 Sigma Aldrich
MnSO4.4H,0 0.05¢ Sigma Aldrich
Tween 80 1mL Merk Darmstadt
*Agar granulado 159 Difco

* Se agrega agar granulado cuando se requiere hacer medio MRS Agar en placas Petri.

V.2.3 Bacteria Patdgena y Bacteria Acido Lactica Testigo

Se utilizé Salmonella Typhimurium ATCC 14028, del cepario del Laboratorio de
Fisiologia Vegetal-Molecular del CIAD. Ademas, se utilizé Lactobacillus animalis
como bacteria testigo, ya que se observo en la Universidad de Texas A&M que
presentaba actividad antagonista en la en contra de patégenos contaminantes
(Castillo, comunicacion personal).

V.3 Determinacion de Antagonismo de Aislados de Bacterias Acido Lacticas
Frente a Salmonella Typhimurium

Las cepas de BAL obtenidas y posteriormente congeladas, se pasaron a tubos
con caldo MRS y se incubaron durante 24 h a 37 °C, se tomé una alicuota (1
uL) del caldo y se realizo siembra el gota sobre cada una de las placas Petri
con agar MRS. Se incubaron a 37 °C durante 24 h.

La bacteria patdgena S. Typhimurium almacenada en congelacion se sembro
en tubos con caldo TSB y se incubd por 24 h a 37 °C. Posteriormente el
paquete celular se recuper6 por centrifugacion durante 15 min a 3500 x g y se
lavd en tres ocasiones con buffer de fosfatos salino esteril (PBS pH 7.4) (NacCl
124 mmol/L, Na;HPO, 10 mmol/L, y KH,PO, 3 mmol/L). El paquete celular se
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suspendié en 9 mL del mismo buffer, se homogenizo y se realizé un inéculo de
1 mL con absorbancia de 0.1 (aproximadamente 1x10°UFC/mL) unidades a
una longitud de onda de 600 nm en un espectrofotdmetro Bio.spec 1601
(Shimadzu, Japon) que se depositd en 9 mL de agar semisolido preparado con
caldo TSB y agar al 4%. Este a su vez, se homogenizd y se virtid6 sobre las
placas de MRS con las colonias de BAL con 24 h de incubacion. Las placas
fueron nuevamente incubadas por 24 h a 37 °C con el agar suave superpuesto
mediante la técnica modificada de agar semisuave superpuesto (overlay).
Pasado el tiempo requerido se midio el halo de inhibicién en cm, utilizando un

vernier (Kropinski y col., 2009).

V.3.1Seleccidn de Aislados por Pruebas Bioquimicas y Morfoldgicas

Los aislados bacterianos que lograron inhibir el crecimiento de Salmonella
fueron sometidos a las pruebas bioquimicas de Catalasa, Oxidasa y tincion
Gram, para seleccionar aquellos que cumplieron con caracteristicas de
bacterias &cido lacticas. El procedimiento de las pruebas se describe a

continuacion:

Prueba de catalasa. Se tomo una colonia aislada con el asa y se coloc6 en un
portaobjetos (Bailébn y Cervantes, 2003). Se colocé una gota de peréxido de
hidrogeno (J. T. Baker, Phillipsburg, NJ), esto con el fin de seleccionar aquellos
aislados bacterianos que dieran la prueba negativa (no hubo formaciéon de
burbujas), ya que la catalasa es una enzima que poseen la mayoria de las
bacterias aerobias y descompone el perdoxido de hidrégeno en agua y oxigeno.
Las bacterias anaerobias carecen de catalasa; caracteristica de las BAL

(Ramirez y col., 2011).

Prueba de oxidasa. Se tomo6 una colonia aislada con el asa y se colocé en un
portaobjetos, donde se le agregd una gota de reactivo de Kovacs (5 g de p-

dimetilaminobenzaldehido en 75 mL de alcohol amilico ademas de 25 mL de

24



HCI concentrado) (Bailon y Cervantes, 2003). Esta prueba se utiliz6 para
conocer si el microorganismo es productor de la enzima citocromo-c-oxidasa.
Un resultado negativo (no presenta cambio a color azul, la masa bacteriana) es

esperado para las BAL ya que carecen de citocromos (Ramirez y col., 2011).

Tincién de Gram. Se tomo una colonia y se expuso a las distintas fases de la
tincion (Forbes y Weissfeld, 2009), donde se seleccionaron aquellos aislados
bacterianos que presentaron tincion Gram positiva (cocos o bacilos color azul),
ya que esta es una de las caracteristicas principales de las BAL (Carr y col.,
2002).

V.4 Determinacién de la Tasa de Crecimiento de los Aislados de BAL y
Salmonella Typhimurium en Medio de Cultivo Modificado

Se realizaron curvas de crecimiento a los aislados con caracteristicas
bioquimicas y morfolégicas semejantes a las bacterias acido lacticas y para
Salmonella Typhimurium, en presencia de oligosacaridos OP y OAPG a una
concentracion de 1 % p/v para determinar los parametros cinéticos de densidad
6ptica maxima (DOmay) Y tasa de crecimiento (h™) de estos microorganismos.
De los aislados de BAL se tomO muestra con una asa y se inoculdé en caldo
MRS para su crecimiento, se incubd a 37 °C por 24 h, pasado el tiempo se tomé
muestra del caldo MRS y se inoculdé por estriado en placas de agar MRS y
fueron incubadas a 37° C por 24 h, pasado el tiempo, se tomaron colonias
aisladas para realizar el in6culo en una solucion salina al 0.85 %, el inéculo
inicial se ajusté a una concentracién de 1x10° UFC/mL (0.1 absorbancia a
600nm), del cual se tom6 1 mL y se le agrego al matraz que contenia caldo
MRS modificado sin glucosa (siguiendo la formulacién descrita en la seccion
V.2.2), suplementado con los oligosacaridos de pectina y los oligosacaridos
derivados de &cido poligalacturénico de forma individual a una concentracion de
1 % plv, el ensayo se hizo por triplicado. Se tomaron lecturas de absorbancia a
una longitud de onda de 600 nm en intervalos de tiempo de 2 h, hasta llegar a la
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fase estacionaria. Se llevo a cabo el mismo procedimiento para S. Typhimurium,
utilizando caldo TSB sin glucosa y agar TSA suplementado con 1 % p/v de OP

y OAPG para el crecimiento de las colonias aisladas.

V.4.1 Obtencién de Parametros Cinéticos

Se calcularon las tasas de crecimiento (h™) y densidad 6ptica méaxima (DOmax)
de los aislados bacterianos, empleando el programa Growth Rates 2.0, a partir
de las densidades 6pticas registradas en las curvas de crecimiento (Hall y col.,
2013).

V.7 Determinacion del Potencial Antagonista in vitro de los Aislados de
Bacterias Acido Lacticas en Medios Modificados con los Oligosacéridos
Seleccionados

Los aislados de BAL que presentaron la mayor DO, 0 tasa de crecimiento se
incubaron durante 24 h a 37 °C en caldo MRS, se tom6 1 pL del caldo y se
sembrd en gota sobre cada una de las placas Petri con agar MRS modificado,
descrito en la Tabla 2, con los oligosacaridos seleccionados en una
concentracion al 1 % de oligosacaridos. Se incubaron a 37 °C durante 24 h.

El ensayo de inhibicién del crecimiento bacteriano de Salmonella se realiz6é de

acuerdo a lo descrito en el punto V.3 de este trabajo.

V.6 Evaluacion de la Actividad Antagonica in vivo de Bacterias Acido LActicas
en Superficies de Melon Cantaloupe

Se seleccionaron frutos de melén cantaloupe libres de dafios fisicos aparentes

de un supermercado local y se transportaron al laboratorio de Fisiologia
Vegetal-Molecular en CIAD. Los frutos fueron desinfectados con una solucion

26



de hipoclorito de sodio 1000 ppm, utilizando el cloro comercial Cloralex®, se
llevaron a cabo 3 lavados cada 10 min, eliminando el exceso de la solucion de
hipoclorito de sodio con agua destilada estéril, después se dejaron escurrir en
una zona estéril para que se secaran y poder realizar los cortes (Rodriguez-
Leyva, 2004).

Se tomaron muestras de epicarpio de 7 melones, de los cuales se obtuvieron 4
cortes por melon de 7 x 7 cm aproximadamente, para realizar los cortes se
utilizé una regla metalica y un bisturi estéril. Los cortes obtenidos se colocaron
en placas Petri de vidrio de 150X20 mm de didmetro, previamente esterilizadas,

las cuales se etiquetaron con los diferentes tratamientos utilizados.

Los in6culos de las BAL y de Salmonella Typhimurium se realizaron de acuerdo
a la siguiente metodologia: Se tomaron asadas de los aislados de BAL
congelados y se reactivaron en tubos con caldo MRS, después, se tomaron
in6culos de 20uL y se pasaron a tubos con caldo MRS modificado y
suplementado con oligosacaridos de OGAS y de OP al 1 % p/v. En el caso de la
S. Typhimurium se tomé asada del congelado y se reactivo en caldo TSB,
incubando los diferentes microorganismos a 37 °C por 24 h. Posteriormente, se
tomaron muestras de los tubos con crecimiento y se sembraron por estria en
placas Petri con agar MRS para las BAL y con agar TSA para S. Typhimurium,
y se incubaron a 37 °C por 24 h. Colonias aisladas se utilizaron para inocular
con una solucién de (1X10°UFC/mL) 30 mL del caldo de cultivo correspondiente
para BAL o S. Typhimurium modificado y suplementado con oligosacaridos de
OGAS y de OP al 1 % p/v. Esta solucién con el indculo se colocé en una caja
Petri de vidrio donde se sumergieron los cortes del epicarpio de melén por 10 s
hasta que estuvieran completamente empapados. Los cortes empapados se
dejaron escurrir por unos segundos y se volvieron a colocar en la caja Petri
correspondiente, todo esto se realizd en una zona estéril y con mecheros, para
evitar contaminaciones en los cortes, asi como también evitar la dispersion del

patogeno.
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Ya inoculados, los cortes se colocaron en una campana de flujo laminar a una
temperatura de 25 °C aproximadamente y se procedié a tomar muestra a las 0,
24, 48 y 72 h, para realizar una cuantificacion de S. Typhimurium y de BAL
mediante la técnica de conteo en placa por diluciones seriadas. Se tomaron las
muestras correspondientes a cada uno de los tratamientos en los tiempos
establecidos, y se homogenizaron con 99 mL de agua peptonada al 0.1 % cada
muestra, en un homogeneizador stomacher-400 circulator seward, programado
a 300 rpm durante 2 minutos. Se realizaron las diluciones seriadas hasta una
dilucién de 10° UFC/mL. Se sembraron dos placas de cada una de las
diluciones 10* UFC/mL, 10®° UFC/mL y 10° UFC/mL, en agar XLD (DIFCO,
Detroit, MI) para S. Typhimurium y agar MRS para BAL, para determinar el
namero de UFC/mL de S. Typhimurium y de BAL recuperadas segun Mislivec y
col., 1992.

V.7 Identificacién de los Aislados de Bacteria Acido LAactica Seleccionados
V.7.1 Identificacion por Secuenciacion del Gen 16S Ribosomal

Se realizé la extraccion de ADN de aquellos aislados bacterianos que
cumplieron con las caracteristicas de antagonismo en medios modificados,
utilizando los reactivos comerciales QIA amp DNA mini kit, donde se siguieron
las instrucciones del fabricante. El ADN gendmico extraido fue utilizado como
templado en una reaccion en cadena de la polimerasa con los iniciadores
universales sentido 27FW (5-AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3’) y antisentido
1492 RV (5' TACGGYTACCTTGTTACGACTT 3'), ademas de los componentes
mostrados en la Tabla 4.
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Tabla 4. Composicion de la mezcla de la reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR) para amplificar el ADN.

Componente Cantidad en pL
MgCl, 25 mM 4
dNTP’s 1

Buffer 5X 10

Got Taq DNA polimerasa 0.25
Templado *

FW (iniciador) 1.5
RV(antisentido) 15
Agua esteril *x
Volumen final 50

*Dependera de los uL’s de templado necesarios para tener la concentracion de 200 ng de ADN.
** Dependera de la cantidad final del templado calculado.

Las mezclas realizadas se colocaron en un termociclador Perkin-Elmer P15389

(Waltham, MA), en el cual se programé con las condiciones necesarias para la

amplificacion de un fragmento aproximado de 1460 pb del gen 16S ARN

ribosomal. Las condiciones del programa estan descritas en la Tabla 5.

Tabla 5. Etapas de la PCR. Ciclos, temperaturas y tiempos para la amplificaciéon
del gen 16S ARN ribosomal.

Etapa Ciclo de laPCR Temperatura Tiempo (min)
(®)
1 Desnaturalizacion 95 5
inicial
2 Desnaturalizacion* 95 1
3 Alineaciéon* 55 1
4 Extension* 72 2
5 Extension final 72 10
6 conservacion 4 -

* Repetir las etapas 2, 3 'y 4 por 30 ciclos de reaccion.
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Los productos de PCR obtenidos se analizaron mediante electroforesis en gel
de agarosa al 1 % (Sigma Aldrich) durante 60 min a 60 volt constantes en una
camara de electroforesis (BIO-RAD Power Pac 300) utilizando un buffer TBE
0.5X. Pasado el tiempo fueron tefiidos con Gel Red (BIOTIUM) y se observaron

en un transluminador de luz ultravioleta UV (UVP).

Para la purificacion de los productos de PCR se utilizo illustra GFX PCR DNA
and Gel Band Purification Kit (GE Healthcare) siguiendo las indicaciones del
fabricante, después, se cuantifico la concentracion de los productos en un
espectrofotometro Nanodrop 2000 y la pureza se determin6 mediante la
relacion 260/280. Los productos de PCR purificados se secuenciaron en
Macrogen Inc. (Seoul, Korea).

V.7.2 ldentificacion Microbioldgica por Fermentaciéon de Carbohidratos
Especificos

La diferenciacion entre dos cepas de bacterias acido lacticas del mismo género
y especie se llevé a cabo mediante la fermentacién diferencial de azucares. Se
utilizaron 10 mL de caldo MRS basal sin glucosa, preparado como se menciona
en la Tabla 2, suplementado al 1 % por los azucares sacarosa, trehalosa,
maltosa y ramnosa. Se utilizé el indicador purpura de bromocresol para
comprobar la produccion de &cido, ya que este vira de color azul a amarillo
cuando se detecta la presencia de &cidos. El tubo con el caldo preparado
adicionado con el azucar al 1 % y el indicador se inoculé con la bacteria
correspondiente y se incub6 a 37 °C por 24 h. Se tomd como positivo aquel
tubo que virara del color azul a amarillo y que ademas presentara turbidez por
el crecimiento bacteriano. Los tubos que presentaron turbidez por el crecimiento

bacteriano pero que no fueron amarillos se tomaron como negativos.
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V.8 Analisis Estadistico

V.8.1 Determinacion de Antagonismo de Aislados de Bacterias Acido
Lacticas Frente a Salmonella Typhimurium

Se utiliz6 estadistica descriptiva para determinar la media de las réplicas en

donde la variable respuesta fue el halo de inhibicion medido en cm.

V.8.2 Determinacion de la Tasa de Crecimiento de los Aislados de
Bacterias Acido Lacticas y Salmonella Typhimurium

Se realizd un disefio completamente al azar con mediciones repetidas,
utilizando una comparacion de medias por el método de Tukey-Kramer, en
donde los factores fueron los diferentes oligosacéridos, y las variables
respuesta fueron la constante de la tasa de crecimiento (h™) y densidad 6ptica

maxima (DOmax).

V.8.3 Determinacién del Potencial Antagonista in vitro de los Aislados de
Bacterias Acido Lacticas en Medios Modificados con los Oligosacaridos
Seleccionados

Se realiz6 un ANOVA de una via con un disefio completamente al azar con

comparaciéon de medias por Tukey-Kramer. El factor fue el tipo de oligosacarido
y la variable respuesta fue el didmetro del halo de inhibicion, medido en cm.
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V.8.4 Evaluacion de la Actividad Antagonica in vivo de Aislados de
Bacterias Acido Lacticas en Superficies de Mel6n Cantaloupe

Se emple6 un disefio completamente al azar con un ANOVA de una via y para
la comparacion de medias, el método de Tukey-Kramer, donde los factores
fueron los diferentes tratamientos utilizados, y como variable de respuesta las

UFC/cm? de S. Typhimurium.

Todos los resultados que se obtuvieron, fueron analizados con el paquete
estadistico NCSS 2007(J.L. Hintze, Kaysville, UT).
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VI. RESULTADOS Y DISCUSION

VI.1 Capacidad Antagodnica y Caracterizacion Bioquimica de Aislados
Bacterianos del Epicarpio de Mel6n

Doscientos ochenta y cuatro aislados bacterianos se obtuvieron de la superficie
del meldon cantaloupe (Figura 6) utilizando el medio MRS; con el objetivo de
favorecer el crecimiento de BAL, las cuales su presencia se ha encontrado en la
superficie de frutas y hortalizas frescas como tomate, chile jalapefo, espinaca
baby, lechuga y cilantro (Varo y col., 2009; Martinez-Téllez y col., 2014; Leff y
Fierer, 2013). Los frutos generalmente poseen un pH mas bajo que los
vegetales, por lo que suelen tener una microflora epifita diferente; en frutos
predomina la presencia de hongos y bacterias acido lacticas (Fernandez
Escartin, 2000). Lo anterior, aunado al numero de aislados bacterianos
obtenidos en el presente trabajo indica que entre la microbiota epifita del
epicarpio del melon podrian existir diferentes tipos BAL, aunque muchos de

estos podrian corresponder a la misma cepa.
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De los 284 aislados bacterianos encontrados en la superficie del melén, 78
mostraron actividad antagonista contra S. Typhimurium, considerando como
positivos los que produjeron halos mayores de 0.4 cm de didametro (Figura 7).
Los diametros de los halos variaron de 0.4 a 2 cm entre los diferentes aislados
bacterianos. Martinez-Téllez y col. (2014) también usaron la técnica de agar
semisuave superpuesto para determinar antagonismo de diferentes
microorganismos, como mesdfilos, coliformes, psicrotrofos y bacterias acido
lacticas, en contra de Salmonella Saintpaul y Escherichia coli O157:H7, donde
las bacterias acido lacticas fueron las que mostraron mayor efecto antagénico
contra los patégenos mencionados. El efecto antagonista de los aislados
bacterianos podria deberse a la produccién de sustancias antimicrobianas.
Estas sustancias pueden ser péptidos de bajo peso molecular como las
bacteriocinas y perdxido de hidrogeno, ademas de los acidos grasos de cadena
corta (AGCC), acido lactico, por lo cual disminuyen el pH del medio provocando
la muerte de la bacteria patdogena, ademas también pueden competir por
nutrientes (Casas y Dobrogosz, 2000; Hudault y col., 1997; Lievin y col., 2000).
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Figura 7. Antagonismo bacteriano de BAL. Aislados bacterianos de la
superficie de melén cantaloupe con actividad antagonica (A) y sin actividad
antagonica (B) representada en base a la presencia de halos de inhibicién >0.4
mm contra S. Typhimurium. Los circulos negros indican los aislados sin
actividad antagonica en medio MRS comercial.

Los 78 aislados con actividad antagonista contra S. Typhimurium presentaron
resultados negativos para la prueba de catalasa, lo que indica que este grupo
de microorganismos carecen de la presencia de esta enzima y no pueden
descomponer el peréxido de hidrégeno en agua y oxigeno. La produccion de
peroxido de hidrogeno y otras especies reactivas del oxigeno pueden ser, en
parte, responsables de conferir el efecto bactericida (Vasquez y col., 2009), ya
que el peroxido de hidrogeno desestabiliza las membranas celulares al oxidar
sus fosfolipidos y provoca dafio celular irreversible. Con respecto a la prueba
oxidasa, estos aislados resultaron negativos, indicando la carencia de enzimas
oxidasas como las del sistema citocromooxidasa; el cual produce agua o
peréxido de hidrégeno mediante reacciones de oxidoreduccion segun las
caracteristicas de las bacterias (Ramirez y col., 2011).

Para continuar con la identificacién presuntiva de los aislados del epicarpio de
meldn con actividad antagonista se clasific6 mediante tincion Gram (Tabla 6).
Estos resultados mostraron la presencia de bacterias Gram positivas y Gram
negativas (Figura 8). Ha sido ampliamente sefalado que las BAL son
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microorganismos Gram positivos, que pueden ser cocos y bacilos de longitud
variable entre 0.5 a 0.8 pm, anaerobias facultativas, oxidasa y catalasa
negativas (Ekinci y Gurel, 2008; Parra,2010; Savadogo y col., 2006). Por lo
tanto, los resultados de esta estapa sugieren que entre los 78 aislados
antagonistas, los aislados Gram positivos podrian corresponder a BAL. Con la
finalidad de trabajar con BAL en las etapas posteriores del presente estudio, se

descartaron los aislados Gram negativos.

Tabla 6. Morfologia de aislados del epicarpio de melén cantaloupe con actividad
antagonica contra S. Typhimurium.

Morfologia y tincion de Gram Numero de cepas
Bacilos Gram + 1
Cocobacilos Gram + 2
Staphylococcus 36
Streptococcus

Bacilos Gram -

Cocobacilos Gram - 33
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Figura 8. Morfologia y tincién Gram de los aislados del epicarpio de melén
con actividad antagonista. A) bacilos Gram negativo. B) bacilos Gram
positivo. C) cocos Gram positivos D) cocobacilos Gram positivos.

Un total de 43 aislados del epicarpio de melén cumplieron con algunas de las
caracteristicas de las bacterias acido lacticas (Tincion Gram positiva, catalasa y
oxidasa negativas), de los cuales se seleccionaron aquellos con mayor halo de
inhibicion y morfologia diferente entre si (Tabla 7).
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Tabla 7. Aislados de BAL seleccionadas.

Identificacidn Halo de Morfologia

de aislado inhibiciéon (cm)

bacteriano
45 1 Cocos Gram +
70 1 Bacilos Gram +
77 1 Cocobacilos Gram +
102 1 Cocos Gram +
170 15 Cocos Gram +
175 2.1 Cocos Gram +
210 1.6 Cocos Gram +
235 1 Bacilos Gram +
280 1 Cocobacilos Gram +

VI.2 Efecto de Oligosacaridos en el Crecimiento y Potencial Antagonista in vitro
de Bacterias Acido Lacticas Aisladas del Epicarpio de Mel6n Contra Salmonella
Typhimurium

En la Figura 9 se ejemplifica el patron de crecimiento de las BAL aisladas del
epicarpio de meldn incubando el medio de cultivo con diferente fuente de
carbono. En las curvas de crecimiento bacteriano se logré distinguir las
diferentes etapas del crecimiento, tales como la fase de adaptacion, logaritmica
y estacionaria, lo que permitié conocer la capacidad del microorganismo para
desarrollarse en un medio de crecimiento determinado y también inferir el
momento en el que puede llevarse a cabo algun proceso fisiolégico especifico,
por ejemplo, este tipo de curvas mostré el periodo de tiempo en el que se
alcanza la fase estacionaria, fases donde las BAL comienzan la produccién de

algunas sustancias antimicrobianas (Castillo-Martinez y col., 2013).

En la Figura 9A se observa el crecimiento del aislado bacteriano 77 en caldo
MRS, cuya fuente principal de carbono es la glucosa, la cual es metabolizada y
permite su crecimiento. Cuando el medio MRS carece de alguna fuente de
carbono de rapido acceso, su patron de crecimiento se ve afectado, como lo
observado en el comportamiento del aislado 77 cuando fue sembrado en MRS

sin glucosa y cuando la fuente de carbono disponible en el medio fueron los
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OAPG y FOS. Lo anterior indica que estos oligosacaridos no pudieron ser
utilizados por el microorganismo para la obtencibn de energia para su
crecimiento. Este comportamiento es similar al reportado por Jaskari y col.,
(1998) y Saminathan y col. (2011) donde BAL de los géneros Lactobacillus y
Bifidobacterium mostraron una mejor capacidad fermentativa en un medio con

glucosa, en comparacion con xilooligosacaridos, isomaltooligosacaridos o FOS.

En la Figura 9B, se observa que el aislado 175 mostré una preferencia similar al
aislado 77 por la fermentacion de glucosa y la incapacidad de fermentar los
OAPG y FOS. Sin embargo, es importante sefialar que ambos aislados tuvieron
la capacidad de crecer utilizando los OP y la inulina como fuente de carbono.
Las curvas de crecimiento del resto de las BAL sefialadas en la Tabla 8, con los
diferentes oligosacéaridos como fuente de carbono en medio MRS, se muestran

en los Anexo | de este trabajo.

Con el objetivo de seleccionar aquellas BAL aisladas del epicarpio del melén
que superaran a Salmonella Typhimurium en cuanto a la capacidad
fermentativa de los oligosacéaridos evaluados en el presente estudio, se calculd
la tasa especifica de crecimiento (h™) (Tabla 8) y densidad 6ptica maxima
(DOmax) (Tabla 9) de cada aislado bacteriano y se comparoé con la del patogeno.
La tasa especifica de crecimiento es considerada como la velocidad con la que
el microorganismo consume los nutrientes presentes en el medio, por lo tanto,
es la medida de la capacidad de adaptacién que presentan las bacterias al
medio de cultivo (Bustamante y col., 2006). Por otra parte, la DOnax indica la
cantidad maxima de biomasa producida con cierta cantidad limitada de sustrato,
por lo tanto, estos parametros se seleccionan ya que indican la afinidad del

microorganismo con el medio en lo que se encuentra.

Las tasas de crecimiento presentadas por los microorganismos en presencia de
inulina, FOS y OP no presentaron diferencia significativa (P<0.05). En cambio
las tasas de crecimiento calculadas para los OAPG fueron las mas altas. Esto
sefiala que el microorganismo tiene la facilidad de adaptarse a este medio de

cultivo, en caso contrario, las cepas en presencia de los OAPG mostraron las
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DOmax Mas bajas, por lo que se especula que aun que existe una buena
adaptacién no es el oligosacérido de preferencia para metabolizarlo. Las DOpax
mayores las obtuvieron los microorganismos que fermentaron los OP, seguidos
de aquellos que fermentaron la inulina, aunque existan reportes donde se
establezca que la inulina es un prebidtico ya reconocido, en el presente
estudios no presento el mismo comportamiento, por lo que no puede ser

utilizado como fuente de carbono para el fin de este trabajo.
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Figura 9. Curvas de crecimiento. (A) Aislado bacteriano 77 y (B) Aislado
bacteriano 175, en un medio de cultivo MRS sin fuente de carbono (control),
suplementado con 1 % (p/v) de los oligosacaridos. Los resultados son la media
de 2 experimentos, las lineas verticales representan las desviaciones estandar

(DE).
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Tabla 8. Tasas de crecimiento de cada aislado bacteriano con los diferentes
tratamientos.

Identificacion oP Inulina FOS OAPG
de aislado
bacteriano
45 0.84+0.004% 0.66+9.8x10™"° 0.72+0.002" 1.3249.1x10™%
70 0.6+1.3x10™ 0.6+1.6x10™% 0.66+6.3x107°% 1.2+7.7x10™°
77 0.66+9.6x10™*  0.66+7.7x10™°"° 0.66+7.07x10°%% 1.322+4.9x10™
102 0.66+1.4x10°*  0.66+3.2x10™° 0.6+6.3x10™%* 1.32+2.8x10™*
170 0.6+5.3x10™ 0.54+2.6x10™° 0.3+2.5x10™° 0.9+1.3x10™°
175 0.72+2.6x10™  0.72+6.3x107°%" 0.6+1.4x10°%* 0.84+1.06x10™
210 0.72+0.0012 0.72+1.4x10™" 0.66+2.6x10™ 0.78+1.4x10™°
235 0.78+1.9x10™  0.66+1.4x10™"° 0.54+4.1x10™% 0.54+0.001°
280 0.72+.3x10%*  0.66+6.3x10°> 0.48+9.1x10°"° 0.36+7.07x10™
Salmonella  0.54+9.8x10™*  0.78%6.6x10™ 0.72+0.0022 0.54+7.07x10™®
Typhimurium

Literales distintas entre columnas indican diferencias significativas (P< 0.05). OP:
oligosacéridos derivados de pectina; FOS: fructooligosacaridos; OAPG: oligosacaridos
derivados de acido poligalacturonico.

Tabla 9. Densidad oOptica maxima (DOmax) de cada microorganismo con los
diferentes tratamientos.

Identificacion de OP Inulina FOS OAPG
aislado bacteriano
45 0.977° 1.224¢ 0.65° 0.596%
70 1.057¢% 1.258 0.697° 0.6
77 1.121% 1.194¢ 0.651 0.613"
102 1.164° 1.212¢ 0.658"™ 0.643°
170 0.79 0.536' 0.323f 0.359'
175 1.95% 1.51° 0.593¢ 0.602"
210 1.386° 1.37¢ 0.638% 0.567¢
235 1.363° 1.275% 0.369°f 0.402°
280 1.015% 0.754° 0.41° 0.109¢
Salmonella 1.442° 1.6672 1.256% 1.417%
Typhimurium

Literales distintas entre columnas indican diferencias significativas (P< 0.05). OP:
oligosacéridos derivados de pectina; FOS: fructooligosacaridos; OAPG: oligosacaridos
derivados de acido poligalacturénico

Ademas, con el proposito de conocer cual de los tratamientos favorecidé en
mayor medida el crecimiento de las BAL aisladas del epicarpio de melén, en la

Figura 10 se presenta la tasa de crecimiento promedio de los aislados, en los
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medios con oligosacaridos o inulina. La tasa de crecimiento promedio fue
significativamente superior en presencia de OAPG (P< 0.05), que con el resto
de los tratamientos de inulina, FOS y OP, lo que concuerda con los datos de la
Tabla 8, donde se muestran las tasas de crecimiento como un parametro de
adaptacién de las bacterias a los distintos medios de cultivo, lo que indican que
el melén cantaloupe posee en su microbiota a BAL con la capacidad de
adaptarse mejor que S. Typhimurium al uso de OAPG, ya que lograron mayores
tasas de crecimiento entre los diferentes tratamientos, y asi mismo, entre los
aislados en general. Por lo que se puede considerar que estas bacterias
prefieren oligosacaridos con un grado de esterificacion (GE) bajo como los
OAPG, muy distinto a la inulina que es la sustancia prebidtica mas utilizada en
el mercado. Esto es comparable a lo reportado por Van der Meulen y col.
(2003), quienes observaron que algunas BAL como las Bifidobacterium pueden
metabolizar carbohidratos como las inulinas, pero prefieren azucares mas
pequefios y/u oligosacéaridos con grado de polimerizacién bajo, de entre 2 y 3

unidades.

A pesar de que los FOS e inulina son prebiodticos reconocidos y fermentados
por diversas especies de Lactobacillus spp. (Saminathan y col., 2011) y
Bifidobacterium spp. (Onumpai y col., 2011), no fueron los éptimos para las BAL
aisladas de melon cantaloupe, evaluadas en el presente trabajo, lo que sugiere,
qgue los aislados bacterianos carecen de las enzimas necesarias para llevar a
cabo la fermentacion de estos azucares. La capacidad para hidrolizar OAPG es
conferida por enzimas poligalacturonasas que rompen la cadena lineal de acido
poligalacturdnico (enlaces B1-3.). Estas enzimas pueden ser producidas por una
amplia gama de microorganismos, entre los cuales se encuentran hongos,
levaduras y bacterias de diferentes géneros y especies (Khan y Latif, 2016).
Para efectos del presente trabajo se descartaron aquellas combinaciones de
aislado-tratamiento donde S. Typhimurium alcanzé una mayor tasa de
crecimiento o densidad optica maxima, con el objetivo de evitar aquellas

combinaciones en el que el patdégeno se veia favorecido.
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Figura 10. Tasa de crecimiento promedio de BAL aisladas del epicarpio de
meldén cantaloupe, por efecto de tratamientos con oligosacaridos o
inulina. Literales distintas entre columnas indican diferencias significativas
(P<0.05).

En base a lo anterior, y para continuar con la siguiente etapa experimental se
descartaron los tratamientos de inulina y FOS, ya que cuando estos son la
Unica fuente de carbono de las BAL no presentan tasas de crecimiento y DO max
mayores a S. Typhimurium, por lo tanto no cumplen con el parametro de
seleccién requerido para continuar en el presente trabajo. El aislado bacteriano
175 alcanz6 una DOnax superior que S. Typhimurium y el resto de los aislados
(P<0.05), en presencia de los OP. Por su parte los aislados 45, 70, 77, 102, 170
y 210 alcanzaron una mayor tasa de crecimiento que el patdégeno en presencia
de OAPG. Las pectina es una sustancia mas compleja que el acido
poligalacturénico y, ademas de las poligalacturonasas, puede ser hidrolizada
por pectinasas o enzimas pectoliticas (Jayani y col. 2005). Estas enzimas
actuan de diferente forma entre si, siendo las pectinasas de las principales, y
con actividad importante en diferentes microorganismos (Davila-Zambrano,

1996). Lo anterior podria indicar que la razén de que el aislado 175 presentara
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una mayor DOnax €n presencia de los OP, se debe a que produce algunas de
estas enzimas y es capaz de metabolizar este oligosacarido.

En resumen, para determinar si los oligosacaridos aumentan el antagonismo de
BAL epifitas del epicarpio de melon contra S. Typhimurium, los aislados numero
45, 70, 77, 102, 170, 210 fueron seleccionados por su capacidad para
desarrollarse con mayor facilidad en presencia de OAPG, mientras que el
aislado 175 fue seleccionado por su capacidad de alcanzar una mayor densidad
poblacional en presencia de OP (Tabla 9). El efecto de los OAPG para
aumentar la inhibicion de S. Typhimurium por las BAL epifitas del melén se
observa en la Tabla 10. De los siete aislados bacterianos analizados solo dos
presentaron una estimulacion significativa (P< 0.05) en su capacidad
antagonica en contra del patégeno, con aumentos en el halo de inhibicion de

1.3y 2.1 veces por los aislado 170 y 45, respectivamente.

Los resultados indican que el OAPG ademas de ser utilizado para el
crecimiento y metabolismo basal, podria estar siendo utilizados para la
produccién de sustancias antimicrobianas. En este caso posiblemente este
oligosacarido fue fermentado y utilizado para la produccion de sustancias
antimicrobianas mas que para crecimiento, ya que lo reportado por Van Laene,
y col. (2000) indicaron que algunas cepas de Bifidobacterium spp. no utilizan el
acido galacturénico como la mejor fuente de carbono para su crecimiento. De
igual manera, Onompai y col. (2011) indicaron que este tipo de bacterias no son
promovidas en su crecimiento por fracciones que tenian acido galacturénico en
Su estructura, y que ademas algunas cepas disminuian su concentracion inicial
bacteriana, aunque no se tiene identificado que género y especie son los
aislados bacterianos obtenidos en este trabajo, estos pueden compartir

muchas caracteristicas similares entre si.
En la Tabla 11 se muestra el efecto de los OP en la inhibicibn de S.

Typhimurium por la BAL 175, donde se observé un efecto estimulante en el

antagonismo mediante el aumento significativo (P<0.05) respecto al control, en
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el tamafio del halo de inhibicion de hasta 3.3 veces (Figura 11). El efecto
estimulante en el antagonismo presentado por el aislado 175, en presencia de
OP, puede deberse a varios factores. Entre esos se encuentran la produccién
de sustancias antimicrobianas, bacteriocinas, o el aumento del numero de
bacterias benéficas las cuales compiten por espacio y/o nutrimento con las
bacterias patégenas. Manderson y col. (2005) encontraron que los OP
promueven el crecimiento de BAL como las Bifidobacterium, ademéas de
aumentar la concentracion de acido lactico, en comparacion con la fermentacion
de los FOS.

Figura 11. Halo de inhibicién, del aislado 175 vs S. Typhimurium, en agar
MRS modificado sin glucosa, con 1 % de OP.
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Tabla 10. Efecto de oligosacaridos de acido poligalacturénico en la inhibicion de
S. Typhimurium por los aislados.

Identificacién de Control MRS con MRS + 1 % OAPG Aumento

aislado glucosa (halo cm) (halo cm) (veces)
bacteriano
45 0.7+£0 1.5+0.08* 2.1
70 1.03+0.04 1.06+0.04 1.02
77 1+0 0.9+0.04 -
102 1.16+0.04 1.06+0.04 -
170 0.76+0.04 1.03+0.04* 1.35
175 1.53+0.04 1.53+0.09 -
210 0.96+0.04 1.03+0.04 1.07

* indica diferencias significativas respecto al control (P< 0.05)

Tabla 11. Efecto de oligosacaridos pécticos en la inhibicion de S. Typhimurium
por el aislado de BAL 175.

Ensayos Halo de inhibiciébn (cm)  Incremento en tamafio
del halo de inhibicion
(veces)
Control
MRS con glucosa 0.3+0
3.3

MRS con glucosa +

1% OP 1+0.08*

*Diferencia significativa respecto al control (P< 0.05)
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La fuente de carbohidratos va a determinar la regulacién de las tasas de
fermentacién y los perfiles de los productos finales, como la sintesis de los
diferentes acidos (Hove, Nordgaard-Andersen y Mortensen, 1994). La
composicidon de los oligosacaridos analizados va a determinar la sintesis de los
productos finales, ya que al momento de hidrolizarlos existiran mas variedad de
azucares, y de estos dependera que tipo de fermentacién se lleve a cabo, ya
gue puede ser fermentacion de hexosas como la glucosa, galactosa y fructosa
obteniendo como producto final lactato, acetato y etanol. Ademas de la
fermentacién de pentosas, por ejemplo, xilosa, ribosa, arabinosa, obteniendo
como producto final el &cido lactico (Seppo y col., 2004).

La produccion de acidos depende también del tipo de microorganismo del que
se trate, ya que puede ser un microorganismo homofermentativo o
heterofermentativo. En las cepas homofermentativas su producto final es el
acido lactico, en cambio las heterofermentativas sus productos finales varian
entre el lactato y el acetato (Kandler, 1983). Los OP aumentan la produccion de
acidos organicos como el propionato, acetato y el butirato en bacterias acido
lacticas como Lactobacillus y Bifidobacterium (Mandalori y col.,, 2007). Asi
mismo, las Bifidobacterium en presencia de OP, presentan una mayor
produccion de &cido lactico (Manderson y col., 2005). De la misma manera, Liy
col. (2016) reportaron que Bifidobacterium infantis y Lactobacillus acidophilus
en presencia de OP mostraron mayor actividad antimicrobiana en contra de

patdgenos en comparacion con la actividad reportada en presencia de FOS.

Lo anterior podria sugerir que el aumento del antagonismo del aislado 175
inducido por los OP puede deberse a la produccion de estas sustancias
antimicrobianas en lugar de que el antagonismo se de por la competencia por
nutrientes y/o por competencia por sitios de union. Para llevar a cabo la
siguiente etapa experimental, que consistié en la identificacion molecular de las
bacterias y el ensayo in vivo, de antagonismo en frutos enteros, se
seleccionaron los aislados de BAL 45y 170 con los OAPG y el 175 con OP, los

cuales presentaron mayor halo de inhibicidon que los demas aislados analizados.
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V1.3 Identificacion de los Aislados de BAL por Técnicas Moleculares

A los aislados bacterianos con mejor desempefio en las pruebas de
antagonismo en medios modificados in vitro, se les realiz6 una identificacion
mediante secuenciaciéon del gen 16S ribosomal. De estos aislados se
obtuvieron productos de PCR de 1500 pb (Figura 12) aproximadamente, los
cuales fueron secuenciados por Macrogen Inc., y las secuencias de los aislados
bacterianos (Anexo Il) fueron analizadas y comparadas con las secuencias en

la base de datos del GenBank para asignar su identidad (Tabla 12).

pb 1= 2SS sl e b b e 381 -9 %10 LT

2072 B
1500 B Ad e et

Figura 12. Electroforesis en gel de agarosa de productos de PCR-ADN de
los aislados bacterianos. 1= Marcador de peso molecular, 2= aislado 45
Rv1301, 3= aislado 45 Rv1492, 4= 170 Rv1301, 5= aislado 170 Rv1492, 6=
aislado 175 Rv1301, 7= aislado 175 Rv1492, 8= Control - Rv1301, 9= Control -
Rv1492, 10= Control + Rv1301 y 11= Control + Rv1492.
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Tabla 12. Identificacion molecular de BAL epifitas del epicarpio de melon
cantaloupe con actividad antagonica contra S. Typhimurium mediante
secuenciacion del gen ARNr 16S.

Identificacion ID de Cepa Cobertura Similitud

de aislado secuencia de % %
referencia

45 Enterococcus ATCC 19433 97 98

faecalis

170 Pediococcus DSM 20284 90 98
acidilactici

P. pentosaceus DSM 20336 90 96

P. lolli NGRI 0510 89 97

175 Pediococcus DSM 20284 98 95
acidilactici

P. pentosaceus DSM 20336 98 94

P. lolli NGRI 0510 96 94

Con los datos obtenidos de la base de datos del GenBank se determiné que el
aislado bacteriano 45 corresponde a una cepa de Enterococcus faecalis. El
andlisis de las secuencias revel6 una alta identidad entre los aislados 170 y 175
con las cepas Pediococcus acidilactici, Pediococcus pentosaceus Yy
Pediococcus lolli. Se ha reportado el aislamiento de cepas de P. pentosaceus
en superficies de diferentes frutos y vegetales como ejote, tomates, pepinos,
alcaparras, cerezas y repollo (Di Cagno y col., 2013). Debido a lo anterior, la
identificacion exacta de estas cepas ha sido motivo de estudios exhaustivos,
donde recomiendan pruebas moleculares mas especificas, como la
amplificacion del gen D-lactato Deshidrogenasa (Mora y col., 1997; Barros y
col., 2001) ademas, del uso de técnicas diferenciales de crecimiento y
fermentacion especifica de azucares (Doi y col., 2009).

Para concretar la identificacion de la especie de los aislados 170 y 175, se
utilizé una estrategia basada en lo descrito por Mora y col., (1997), quienes
disefiaron un par de cebadores con la capacidad de reconocer una regién
especifica del gen 16S ribosomal que presenta una variacion de solamente dos

pares de bases. Estas pares de bases se encuentran en su extremo 3’, entre
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las especies P. acidilactici y P. pentosaceus. La secuencia de estos cebadores
es 5-CGAACTTCCGTTAATTGATTAT-3 para P. pentosaceus y 5-
CGAACTTCCGTTAATTGATCAG-3 para P. acidilactici. El andlisis de la
secuencia de los aislados 170 y 175 indico que la identidad de ambos aislados
coincide con la de P. pentosaceus, sin embargo para discernir entre ésta y P.
lolli se utilizé una estrategia basada en la fermentacion diferencial de azucares
especificos, a pesar de que las diferentes especies de Pediococcus tienen
caracteristicas muy conservadas, estas difieren en la capacidad de metabolizar
diferentes carbohidratos. Estas particularidades metabdlicas se deben a la
presencia o ausencia de algunas enzimas del grupo pectoliticas y/o pectinasas
(Davila-Zambrano, 1996) (Los aislados 170 y 175 del presente estudio
mostraron un comportamiento idéntico en la capacidad fermentativa de
sacarosa, trehalosa y ramnosa (Tabla 13), el cual coincide al reportado para P.
pentosaceus Y difiere a los de P. acidilactici y P. lolli (Doi y col., 2009), por lo
gue se asume que el aislado 170 y 175 corresponde al microorganismo del

género y especie Pediococcus pentosaceus.

Tabla 13. Fermentacion diferencial de azucares entre cepas de Pediococcus
epifitas del epicarpio de melon.

Azucar/Bacteria 170 175 L. animalis P. pentosaceus P. lolli

(Testigo)
Sacarosa + + + + =
Trehalosa + + - + -
Ramnosa = = = = +

+: Positivo, -: Negativo, a las fermentaciones de cada azUcar.

Como ya se habia mencionado antes, en las etapas previas del presente
estudio los aislados 170 y 175, ya identificados como bacterias del género
Pediococcus, mostraron diferencias en las caracteristicas cinéticas durante la

fermentacion de los oligosacaridos. Sin embargo, los resultados indicaron que
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ambos aislados pertenecen a la especie pentosaceus, sugiriendo que estas son
cepas 0 subespecies diferentes y por lo tanto difieren en algunas capacidades.
Algunas de las diferencias que han sido reportadas entre cepas de P.
pentosaceus han sido reportadas por Lee y col. (2014), cuyos autores
reportaron que entre las cepas, A24, D56 y F66 existe diferencia a nivel
enzimatico ya que la cepa A24 carece de las enzimas fosfatasa alcalina y
leucina arilamidasa, caso contrario de las cepas D56 y F66. Otro ejemplo, es
gue en presencia de 10 % de NaCl, la cepa A24 presentdé mayor crecimiento en
comparacion a las cepas D56 y F66. En cuanto al porcentaje de sobrevivencia
en 4cido a pH 3 la cepa A24 presento un 7.5 %, D56 un 25.3 % y F66 presento
un 32,6 % de sobrevivencia, en cuanto al porcentaje de sobrevivencia de las
diferentes cepas en presencia de sales biliares al 0.3 %, A24 mostro un 13.7 %,
D56 5.8 % y por ultimo F66 presento un 26.6 % de sobrevivencia (Lee y
col.,2014). Estos datos evidencian que existen existir diferencias entre distintas
cepas de Pediococcus pentosaceus.

VI.4 Estimulacion de la Actividad Antagénica de Pediococcus pentosaceus y
Enterococcus faecalis por OP y OAPG en la Superficie de Mel6n Cantaloupe

La capacidad de los OP para estimular la actividad antagénica de Pediococcus
pentosaceus y de los OAPG en la estimulacion de Enterococcus faecalis y P.
pentosaceus se evalué en epicarpio de meldén cantaloupe y se obtuvieron
resultados diferentes al resultado del ensayo en placa. Los resultados
correspondientes al desempefio de Enterococcus faecalis (aislado 45) se

muestran en la Figura 13.
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Figura 13. Efecto de oligosacaridos de acido poligalacturénico (OAPG) sobre la
viabilidad de Salmonella Typhimurium en presencia de Enterococcus faecalis.

E= viailidad de Salmonella Typhimurium en presencia de Enterococcus faecalis

(control), A, Efecto de OAPG sobre la viabilidad de S. Typhimurium en presencia

de Enterococcus faecalis (tratamiento), Bl :biidad de Enterococcus
faecalis, E/iabilidad de Salmonella Typhimurium. Los resultados representan los
valores medios de dos experimentos independiente + desviacion estandar; literales
diferentes indican diferencias significativas entre el control y el tratamiento por la
prueba de Tukey-Kramer (P<0.05).

Se aprecia que la viabilidad de Salmonella Typhimurium frente a Enterococcus
faecalis en presencia de los OAPG difiere significativamente (P< 0.05) respecto
al control, a las 24 h de incubacién, con un aumento de la viabilidad del
patogeno. A las 48 h no se observaron diferencias significativas (P< 0.05)

respecto al control, indicando que los OAPG no incrementa el antagonismo en
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contra del patégeno, cuando el sistema de estudio es el epicarpio de melén. Es
hasta las 78 h cuando se ve diferencias significativas (P< 0.05) entre la
viabilidad de S. Typhimurium contra la viabilidad del tratamiento con OAPG y
del control, aun asi, no se mostraron los resultados esperados entre el
tratamiento y el control que era donde se buscaba la reduccion de la viabilidad
en la presencia de los OAPG. Estos resultados concuerdan con lo observado en
el ensayo in vitro donde las cepas de BAL no mostraron efecto antagonico
contra S. Typhimurium en donde no habia presencia de glucosa en el medio.

El género de Enterococcus ha sido relacionado con la fermentacion de
oligosacaridos, en donde este microorganismo tiene la capacidad de
metabolizar los azucares del acido galacturénico. Este trabajo fue realizado por
Wongputtisin y Khanongnuch (2015) quienes elaboraron una mezcla de BAL
integrada por bacterias de Enterococcus faecium y Pediococcus acidilactici.
Esta mezcla de BAL presentaron antagonismo en contra de patdgenos como
Salmonella Havana y Escherichia coli, en presencia de oligosacéaridos obtenidos
de la hidrdlisis enzimatica de la goma de semillas de albahaca (Ocimum
basilicum Linn). Los investigadores reportaron que la concentracién de acido
poligalacturénico en estas semillas fue alta, en donde se vio favorecido el
crecimiento de las BAL, en caso contrario de los patégenos que no se observo

el efecto del crecimiento en dichos microorganismos.

De manera similar, el tratamiento con OAPG en presencia de Pediococcus
pentosaceus no presento diferencias significativas (P< 0.05) respecto al control
en ninguno de los tiempos de incubacion, como se observa en la Figura 14. Por
lo tanto, se asume que los OAPG no favorecen la disminucion del patégeno,
pero la viabilidad S. Typhimurium se mantuvo constante, lo cual se podria
considerar como un efecto antagonista del tipo bacteriostatico, es decir, que
mantiene la concentracion inicial pero no la disminuye conforme pasa el tiempo,
esto impidiendo que el nimero de UCF/cm? del patégeno aumente, pero se

mantenga constante.

54



E==3 S. Typhimurium + P. pentosaceus
[/777] S. Typhimurium + P. pentosaceus + OAPG
18 I ~. pentosaceus
“71 IC=3S. Typhimurium
a
a
| a
a a
a a a ZB_ ?
1 3 a a =
© 12 7
c
8 ~
o £
© 9 |
3 P
o D
8 06
B8 =
R
>
0.0
24 48 72
Tiempo (h)

Figura 14. Efecto de oligosacaridos de acido poligalacturénico (OAPG) sobre la
viabilidad de Salmonella Typhimurium en presencia de Pediococcus

pentosaceus. EViabilidad de Salmonella Typhimurium en presencia de

[~
Pediococcus pentosaceus (control), Efecto de OAPG sobre la viabilidad de S.
Typhimurium en presencia de Pediococcus pentosaceus (tratamiento), -Viabilidad
de Pediococcus pentosaceus, [___]Viabilidad de Salmonella Typhimurium. Los
resultados representan los valores medios de dos experimentos independiente *
desviacion estandar; literales diferentes indican diferencias significativas entre el
control y el tratamiento por la prueba de Tukey-Kramer (P<0.05).

Los resultados obtenidos en el ensayo donde se utilizé el microorganismo
Pediococcus pentosaceus, en presencia de oligosacaridos pecticos, se
presentan en la Figura 15. Se puede observar que durante las primeras 24 h de
incubacion, la concentracion del patégeno se mantuvo igual (P<0.05)
estadisticamente similar en presencia o ausencia de los OP, sin embargo a

diferencia de los ensayos realizados con los OAPG, a las 48 h se observaron
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diferencias significativas (P< 0.05) respecto al control (Pediococcus
pentosaceus), con una reduccién en el conteo de viabilidad de UCF/cm? del
patégeno S. Typhimurium. Esto sugiri6 que el antagonismo de P. pentosaceus
fue favorecido por los OP incluso en un sistema de mayor complejidad

estructural y donde la accesibilidad a otros nutrientes puede verse limitada,

como lo es el epicarpio de melon.

E= S. Typhimurium + P. pentosaceus

S. Typhimurium + P. pentosaceus + OP
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Figura 15. Efecto de oligosacéaridos de pectina (OP) sobre la viabilidad de
Salmonella Typhimurium E Viabilidad de Salmonella Typhimurium en presencia
de Pediococcus pentosaceus (control), Efecto de OP sobre la viabilidad de S.
Typhimurium en presencia de Pediococcus pentosaceus (tratamiento) ,-Viabilidad
de Pediococcus pentosaceus, EViabiIidad de Salmonella Typhimurium. Los
resultados representan los valores medios de dos experimentos independiente *

desviacion estandar; literales diferentes indican diferencias significativas entre el
control y el tratamiento por la prueba de Tukey-Kramer (P<0.05).
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Se observé que aunque se trate del mismo microorganismo, P. pentosaceus,
este mostr6 comportamientos diferentes en presencia de OAPG y OP en el
ensayo in vivo, lo cual indica que posiblemente esto se deba a que este
microorganismo no posee enzimas que pueden hidrolizar los enlaces del acido
poligalacturénico, por lo tanto, no se metabolizan estos carbohidratos. En
cambio, podrian estar segregando las enzimas necesarias para romper los
enlaces que unen los diferentes carbohidratos presentes en los OP. En su
mayoria los azucares presentes en los OP son la glucosa, arabinosa y
galactosa (Mandalary y col., 2007). Los OP al estar conformados por diferentes
azucares pueden ser metabolizados con mayor facilidad ya que los
microorganismos tienen preferencia sobre los carbohidratos sencillos. Por lo
tanto, la hidrolisis del &cido poligalacturénico no es tan eficiente en este
microorganismo como es el caso de los OP, esto se puede deber a la gran
variedad de enzimas que participan en este proceso. Este comportamiento
también puede ser que se traten de dos cepas diferentes del mismo

microorganismo, lo que indicaria, subespecies distintas.

Las enzimas participantes en la degradacion de la pectina son del grupo de las
pectinasas que son las que podrian estar permitiendo a las BAL la
metabolizacion de los OP. Las pectinasas se pueden clasificar en:
pectinesterasas, exopectinasas, endopectinasas y endopectinliasas, todas ellas
actuan de manera diferente, ya sea que atacan cierto grupo especifico, o que
prefieren cierto sustrato. Existen las que hidrolizan aleatoriamente o también las
que hidrolizan en forma especifica (Olano- Martin, Gibson y Rastall, 2002;
Mandalari y col. 2007; Davila- Zambrano, 1996). Estas enzimas al momento de
hidrolizar los OP, los degradan a trimeros, dimeros o0 monémeros de diferentes
azucares, los cuales al ser metabolizados por las BAL producen los metabolitos
secundarios los cuales actuan como sustancias antimicrobianas, produciendo
AGCC, écido lactico, o también bacteriocinas, las cuales actuan en contra de
microorganismos patdgenos, tal es el caso de S. Typhimurium (Onumpai, 2011;
Mandalari y col. 2007).
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Uno de los mecanismos antimicrobianos presentado por las BAL es el de
competencia por espacio y nutrientes, lo cual se refleja en el aumento del
namero de UFC de las BAL, se propone que este tipo de antagonismo no se
esta llevo a cabo en este estudio, ya que durante el experimental también se
mantuvo la viabilidad constante de Pediococcus pentosaceus (175), en donde
se mostré que los Log de UFC/cm? se mantuvieron constantes a las diferentes
horas de incubacion, lo cual indicd, que la energia que se esta produciendo por
el metabolismo de la fuente de carbono, se esta utilizando para la produccion
de metabolitos secundarios, como la produccion de sustancias antimicrobianas

y no para incrementar el nimero de células.

Otro mecanismo antimicrobiano es la produccion de bacteriocinas. Se ha
reportado que las BAL del genero Pediococcus como P. acidilactici, P.
damnosus, P.parvulus, P.inopinatus, P.halophilus y P. dextrinicus tienen la
capacidad de producir bacteriocinas como las pediocinas (Naidu, 2006). Las
cuales tienen un amplio campo de aplicacion en los alimentos, en los que son
utilizadas como agentes antimicrobianos contra patégenos (Jack y col., 1995).
Estas bacteriocinas estan clasificadas en la clase Il, presenta las siguientes
caracteristicas: tienen un peso molecular menor a 10 kDa, son estables al calor
y al pH, en su estructura tiene un extremo hidrofébico y otro hidrofilico, lo que
les permite insertarse en la membrana de la célula del patégeno, dando lugar a
la perdida de la carga eléctrica, dando lugar a la desestabilizacién provocando
la muerte celular (Cotter y col., 2005). Por lo tanto, la disminucion del
crecimiento de S. Typhimurium por P. pentosaceus en presencia de OP sugiere
un antagonismo del tipo bactericida. Estos resultados invitan a estudiar como

los OP aumentan la capacidad antagénica de BAL, como P. pentosaceus.
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VII. CONCLUSIONES

Como parte de la microbiota de melon cantaloupe, se identific6 a Enterococcus
faecalis y Pediococcus pentosaceus. Los oligosacaridos de &cido
poligalacturénico al 1 %, mostraron efecto estimulante en el antagonismo in
vitro de Enterococcus faecalis y Pediococcus pentosaceus, en contra de
Salmonella Typhimurium, sin embargo, no se mostré este efecto en el ensayo in
vivo, en cambio, los oligosacéaridos pécticos al 1 % estimularon el efecto
antagonico del aislado de Pediococcus pentosaceus en contra de Salmonella
Typhimurium en estudios in vitro e in vivo, se observo el efecto estimulante en

el antagonismo, obteniendo reduccion de las UFC de Salmonella Typhimurium.

Por lo tanto, nuestros resultados sugieren la posible aplicacion de la mezcla de
oligosacaridos pecticos y Pediococcus pentosaceus como una potencial
alternativa a los métodos quimicos de reduccién o eliminacion de patdégenos en

frutas y hortalizas.
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ANEXO |

Curvas de crecimiento de los aislados de BAL seleccionados, en presencia de
los diferentes oligosacéridos.
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Curvas de crecimiento de los aislados de BAL seleccionados, en presencia de
los diferentes oligosacaridos (continuacion).

; —a—OP

Aislado de BAL 70 i TrililiFi

—at— FOS

B —v— OAPG

—4— MRS

—»— MRS sin fuente de carbono

DO (600nm)

Aislado de BAL 102

—a— OP

—e&—Inulina

—&—FOS

—v— OAPG

—a4— MRS

—p— MRS sin fuente de carbono

DO (600nm)




Curvas de crecimiento de los aislados de BAL seleccionados, en presencia de
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Curvas de crecimiento de los aislados de BAL seleccionados, en presencia de
los diferentes oligosacaridos (continuacion).
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Curvas de crecimiento de los aislados de BAL seleccionados, en presencia de
los diferentes oligosacéaridos (continuacion).
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ANEXO I

Secuencia de nucledtidos del Gen 16S rARN de la bacteria Enterococcus
faecalis

5 GAAGTTGCGGGCTGCTAATACATGCAGTCGAACGCTTCTTTCCTCCCGAG
TGCTTGCACTCAATTGGAAAGAGGAGTGGCGGACGGGTGAGTAACACGTG
GGTAACCTACCCATCAGAGGGGGATAACACTTGGAAACAGGTGCTAATAC
CGCATAACAGTTTATGCCGCATGGCATAAGAGTGAAAGGCGCTTTCGGGT
GTCGCTGATGGATGGACCCGCGGTGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGG
CTCACCAAGGCCACGATGCATAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACAC
TGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAAT
CTTCGGCAATGGACGAAAGTCTGACCGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAA
GGTTTTCGGATCGTAAAACTCTGTTGTTAGAGAAGAACAAGGACGTTAGTA
ACTGAACGTCCCCTGACGGTATCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGT
GCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGATTTATTG
GGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCCCG
GCTCAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGGAGACTTGAGTGCAGAAGAG
GAGAGTGGAATTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATATGGAGGAA
CACCAGTGGCGAAGGCGGCTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCTCGA
AAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAA
CGATGAGTGCTAAGTGTTGGAAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCTGCAGCAA
ACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCA
AAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGGTTTAATTC
GAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTTTGACCACTCTA
GAGATAGAGCTTTCCCTTCGGGGACAAAGTGACAGGTGGGTGCATGGGTT
GTCGTCAGCTCGTGTCGTGGAAATGTTGGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCG
CAACCCTTATTGGTAAGTTGCCATCATTTAAGTGGGGCACTCTAGCGAGA
ACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAAGGTGGGGGATAAACGTCAAATCATC
CAGGCCCCTTATGAACTGGGGCTACAACCGTGGTTCAAATGGGGAAGTAC
AACCAAATTCCCTTAAACCCCGGAGTGTTGG 3’
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Secuencia de nucledtidos del Gen 16S rARN de la bacteria Pediococcus
pentosaceus (170)

5’ GGCAGGCGCTGCCTATACTGCAAGTTCGAACGAACTTTCCGTTAATTGAT
TATGACGTGCTTGCACTGAATGAGATTTTAACACGAAGTGAGTGGCGGAC
GGGTGAGTAACACGTGGGCAACCTGCCCAGAAGCAGGGGATAACACCTG
GAAACAGATGCTAATACCGTATAACAGAGAAAACCGCCTGGTTTTCTTTTA
AAAGATGGCTCTGCTATCACTTCTGGATGGACCCGCGGCGCATTAGCTAG
TTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCGATGATGCGTAGCCGACCTGAGAG
GGTAATCGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGG
CAGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGACGCAAGTCTGATGGAGCAACGCC
GCGTGAGTGAAGAAGGGTTTCGGCTCGTAAAGCTCTGTTGTTAAAGAAGA
ACGTGGGTGAGAGTAACTGTTCACCCAGTGACGGTATTTAACCAGAAAGC
CACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGT
TATCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTCTTTTAAGTCTA
ATGTGAAAGCCTTCGGCTCAACCGAAGAAGTGCATTGGAAACTGGGAGAC
TTGAGTGCAGAAGAGGACAGTGGAACTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGT
AGATATATGGAAGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTGTCTGGTCTGTAACT
GACGCTGAGGCTCGAAAGCATGGGTAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGT
AGTCCATGCCGTAAACGATGATTACTAATTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTT
CAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGTAATCCGCCTGGGGAGTACGACCGCA
AGGTTGAAACTCAAAAGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCAT
GTGGTTTAATTCGAAGCTACGCGAAGAACCTTACCACGTCTTGACATCTT
CTGCCAACCTACCAGAGTAGGTGTTCCCTTCGGGGACCAAATGACACGTG
GTGCAGGGGTGTCATCGAATCAAGACCCTCTATGTAAGAAGAAAGGGGCG
TACAACCCAACATCGTTAACAAAGGTAAAAATACTCTAAGTGGGGCGCCC
ACAGATATATATACACTAG 3’
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Secuencia de nucledtidos del Gen 16S rARN de la bacteria Pediococcus
pentosaceus (175)

5’GCCAGTGGCGGCGTGCTATACATGCAAGTCGAACGAACTTCCGTTAATT
GATTATGACGTGCTTGCACTGAATGAGATTTTAACACGAAGTGAGTGGCGG
ACGGGTGAGTAACACGTGGGCAACCTGCCCAGAAGCAGGGGATAACACCT
GGAAACAGATGCTAATACCGTATAACAGAGAAAACCGCCTGGTTTTCTTT
TAAAAGATGGCTCTGCTATCACTTCTGGATGGACCCGCGGCGCATTAGCT
AGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCGATGATGCGTAGCCGACCTGAG
AGGGTAATCGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGA
GGCAGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGACGCAAGTCTGATGGAGCAACG
CCGCGTGAGTGAAGAAGGGTTTCGGCTCGTAAAGCTCTGTTGTTAAAGAA
GAACGTGGGTGAGAGTAACTGTTCACCCAGTGACGGTATTTAACCAGAAA
GCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGC
GTTATCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTCTTTTAAGTC
TAATGTGAAAGCCTTCGGCTCAACCGAAGAAGTGCATTGGAAACTGGGAG
ACTTGAGTGCAGAAGAGGACAGTGGAACTCCATGTGTAGCGGTGAAATGC
GTAGATATATGGAAGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTGTCTGGTCTGTAA
CTGACGCTGAGGCTCGAAAGCATGGGTAGCGAACAGGATTAGATACCCTG
GTAGTCCATGCCGTAAACGATGATTACTAAGTGTTGGAAGGGTTTCCGCC
CTTCAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGTAATCCGCCTGGGGGAGTACGAC
CGCAAGGTTGAAACTCAAAAGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGA
ACATGTGGTTTAATTCGAAGCTACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACA
TCTTCTGCCAACCTAAGAAGATTAGGTGTTCCCTTCGGGGACAGAATGAC
AGGTGGGTGCATGGGTTGTCGTCAGCTCCTGTCGTGGAAATGTTGGGGTT
AAGTCCCCGCAACGAACCGCAACCCCTTATTACTAATTTGCCAGCCATTC
CAGTTTGGGCACTCTTATTGGAAACTGGCCGGTGACAAACCCGGAAGAAA
GGTGGGGGACAAACCTCAAATCCTCCATGGCCCCTTATAGACCTGGGGCT
ACAACCCGTGCTTACAATGGGAGTGGTACACCCAAATTCCCGAAAACCCG
CCGGGGTTTAACCTAATCCCTTTAAAACCATTTTCCATTTCTGGATTGGT
GG 3
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