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Resumen

El mango es un fruto tropical de gran importancia debido a su producciéon y a su
popularidad entre consumidores, ya que posee un atractivo color, sabor y tiene multiples
propiedades nutricionales. Se consume principalmente en fresco o minimamente
procesado, sin embargo, en diciembre de 1999, se reportd un brote de salmonelosis
(causado por Salmonella enterica serotipo Newport) asociado al consumo de mangos
provenientes de Brasil. Diversas enfermedades en humanos han sido relacionadas con el
consumo de productos vegetales frescos contaminados. Tales enfermedades son
producidas principalmente por los géneros Salmonella spp. y E. coli. Pocos estudios han
abordado el efecto de los tratamientos postcosecha en la microbiota bacteriana de la
superficie de los frutos. La microbiota asociada a los frutos permanece durante el
transporte, procesamiento y almacenamiento por lo que es importante establecer el
efecto que tiene el tratamiento postcosecha en la modificacidén de ésta y particularmente

la relacion que tiene con la sobrevivencia de patdégenos como E. coli.

En el presente trabajo se evalud el efecto del tratamiento postcosecha por irradiacién con
luz ultravioleta (UV-C) sobre la microbiota bacteriana que existe en la superficie del
mango, mediante la electroforesis en gel con gradiente desnaturalizante (DGGE) utilizando
como blanco el dominio variable V3 del ADN ribosomal 16S, para asi determinar su posible
relacion con la sobrevivencia de E. coli. Para ello se seleccionaron mangos de la variedad
Ataulfo y se les aplico el tratamiento con UV-C (20 min.) y posteriormente se obtuvo su
huella genética por DGGE. Finalmente se evalud la sobrevivencia de E. coli después de que

a los frutos se les aplico el tratamiento con UV-C.

Con la escision y la secuenciacién de las bandas representativas en el DGGE, se

identificaron 12 géneros de los cuales mostraron prevalencia las bacterias Gram-negativas

viii
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(75%) correspondientes a los géneros Enterobacter, Pantoea, Klebsiella y Escherichia.

Asimismo, se identificaron bacterias Gram-positivas en menor proporcion (25%).

Después de 8 dias de aplicado el tratamiento no se ve afectada la sobrevivencia de E. coli,
sin embargo, el andlisis por DGGE muestra importantes cambios durante el
almacenamiento a temperatura ambiente (25 °C), los mds evidentes se presentaron en el
dia 4. En el dia 12 es mas evidente la reduccién del nimero de bandas tanto en los frutos
control como en los frutos que recibieron el tratamiento con UV-C, probablemente estos
cambios permitieron la sobrevivencia de E. coli. En conclusion la aplicacion del
tratamiento postcosecha afecta la diversidad microbiana a lo largo del almacenamiento y
con ello probablemente afecta la sobrevivencia de E. coli en la superficie del mango

Ataulfo.
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l. Introduccion

México es uno de los principales exportadores mundiales de mango, siendo el quinto pais
productor, con una produccion anual de 1 632 650 toneladas (FAO, 2012). Asi pues, el
potencial exportador es de gran importancia. Sin embargo, en lo ultimos afios, productos
hortofruticolas mexicanos se han visto involucrados repetidamente con brotes de
enfermedades trasmitidas por alimentos, en Estados Unidos y Canada. Un ejemplo
importante es la aparicidon de un brote de salmonelosis en el 2002, asociado al consumo
de melones importados de México, por lo que Estados Unidos suspendié su importacion,
lo que pone en riesgo el flujo de divisas para México (United States Census Bureau, 2003).
Algunos otros brotes atribuidos a productos mexicanos son: con lechuga iceberg (E. coli
0157:H7 en 1995); con fresas (Hepatitis A en 1997) y con cebollin (Hepatitis A en 2003)
(Center for Disease Control, 1997). Resulta esencial garantizar la inocuidad de la industria
agroalimentaria mexicana, independientemente del mercado al que sean destinados los

productos.

Para el caso especifico del mango, en diciembre de 1999 se reportd un brote de
salmonelosis (causado por Salmonella enterica serotipo Newport) asociado al consumo de
mangos provenientes de Brasil, en el que fue identificado como posible punto de
contaminacién la aplicacion del tratamiento hidrotérmico al que fueron sometidos los

frutos (Sivapalasingam et al., 2003).

Por otro lado, como muchos otros frutos tropicales, el mango es susceptible a presentar
una amplia variedad de desdérdenes fisioldgicos y enfermedades, por lo que para
conservar su calidad es necesario utilizar métodos postcosecha, tales como el tratamiento
térmico, que se establecié en 1988 como método de cuarentena para paises que
pretendan comercializar con Estados Unidos; sin embargo, este método puede ser fuente

de contaminacion de los frutos con algunos patégenos como Sa/monella (Penteado et al.,




Introduccion » YA
| B

2004). Dado que la problematica relacionada con la inocuidad del mango puede estar

asociada al tratamiento postcosecha hidrotérmico, surge la necesidad de implementar
nuevas tecnologias que permitan mantener la calidad del fruto y minimizar pérdidas
postcosecha pero a su vez garantizar la inocuidad del fruto. La luz UV-C (190-280 nm)
ofrece posibilidades interesantes de aplicacidon debido a que tiene un efecto germicida
(Bank et al., 1990) y adicionalmente se ha encontrado que induce una respuesta en los
frutos con relacién al fendmeno de resistencia contra patégenos (Mercier et al., 2001)
debido a la acumulaciéon de compuestos fenélicos y fitoalexinas (Erkan et al., 2001). Se ha
reportado repetidamente su eficacia para reducir la carga bacteriana. Yaun et al. (2004),
demostraron una reduccién del 99% de patégenos como Salmonella y E.coli 0157:H7 en la

superficie de manzanas, tomates y lechuga.

Se ha reportado que la exposicidn a radiacion con UV-C (254 nm) induce la biosintesis de
sustancias (principalmente fenoles) téxicos para algunos microorganismos patdgenos.
También se acumulan compuestos antibacterianos como las fitoalexinas (Erkan et al.,
2001); asimismo, se estimula la actividad de enzimas de la pared celular que refuerzan la
proteccion contra la invasién de microorganismos patégenos (Liu et al, 1993). Sin
embargo, existe poca informacién disponible del uso de UV-C como método alternativo
para el tratamiento del mango. Este método, ademas de eliminar algunas enterobacterias
patdgenas para humanos y patdgenos para el fruto, también podria afectar y provocar
cambios importantes en la microbiota que se encuentra en la superficie del fruto,
existiendo asi, la posibilidad de destruir microorganismos capaces de combatir a las

bacterias patogenas.

Por otro lado, durante la ultima década se han desarrollado nuevas y poderosas
herramientas moleculares para detectar e identificar de forma rapida y directa
microorganismos presentes en una muestra, sin necesidad de cultivarlos. Una de las
técnicas mas utilizadas ha sido la electroforesis en gel con gradiente desnaturalizante de

urea y formamida (DGGE, por sus siglas en inglés). El DGGE es una técnica independiente
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de cultivo que se usa generalmente para el estudio de la dindmica de comunidades

bacterianas en diferentes entornos, permite el estudio de la estructura de la comunidad y
su comportamiento. Los cambios en la diversidad microbiana pueden observarse a partir
de la identificacion de diferentes patrones de bandas que propiamente pueden indicar
cambios en la riqueza de las especies. Los cambios en la intensidad de las bandas pueden
indicar cambios en la abundancia. Para el analisis de los patrones de bandas de DGGE se
asume que cada banda representa un grupo en particular de miembros (Nakatsu et al.,
2000). Con el DGGE, se puede obtener una “huella digital” de los microorganismos
presentes en la superficie del mango a partir de la amplificacion de la region V3 del gen
rADN 16S. Ademas, de su posterior identificacion por medio de la secuenciacion de las

bandas predominantes.

Por lo expuesto anteriormente, la finalidad de este trabajo de investigacion fue evaluar el
efecto que tiene el tratamiento con UV-C sobre la microbiota superficial del mango para
evaluar si su modificacién puede favorecer el crecimiento de microorganismos patdégenos
para el humano los cuales podrian provenir de una contaminacion posterior a la aplicacion
del tratamiento postcosecha. De esta manera, sentar precedentes para prevenir la
sobrevivencia de patégenos para humanos en la superficie del mango y emitir algunas

recomendaciones que permitan conservar su inocuidad.
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Il. Antecedentes

2.1 Generalidades del Mango

El mango (Mangifera indica L., familia Anacardiaceae) es originario del sur y sureste de
Asia. Es uno de los frutos tropicales mas importantes en cuanto a produccion y a
popularidad, ya que posee un color atractivo y sabor agradable, ademdas de multiples

propiedades nutricionales (Jagtiani et al., 1988).

El 4rbol de mango generalmente crece a una altura de 15-18 metros, las hojas son
lanceoladas de color verde oscuro y tiene flores pequeiias de color amarillo. El fruto
consta de piel externa (8-22%), una parte comestible (55-75%) y una semilla (7-23%). El
tamarfio, forma, color y sabor varian dependiendo de la variedad. La forma va de redonda
a ovalada, la pulpa es de color amarillo a naranja y la piel es normalmente amarilla, pero

en algunas variedades se presenta de rojo a verde (Shaw et al., 1998).

Se cultiva en climas tropicales y subtropicales, requiere de un area cuya precipitacién
pluvial anual exceda de los 750 mm?>, con una estacién seca de 4-5 meses entre noviembre
y marzo. No tiene requerimientos especiales en cuanto al suelo y crece a altitudes

menores a 600 metros (Galan-Sauco, 1999).
2.2 Importancia Econédmica, Situacion Actual y Produccién Nacional
El mango es el tercer fruto tropical en cuanto a produccién e importacién a nivel mundial.

La produccién mundial en el 2010 fue de 38 665 809 toneladas y dentro de los mayores

productores se encontraron India, China, Tailandia, Pakistan y México (FAO, 2012).
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En 2010, México tuvo una produccién de 1 632 650 toneladas, de las cuales se exportaron

232 643 toneladas, cubriendo con esto una cuarta parte del total mundial (FAO, 2012). Los
principales destinos de los mangos mexicanos fueron: Estados Unidos (91. 8%), Canada
(6%) y Francia (1.2%). La produccidn nacional se concentra en los estados de Guerrero,

Sinaloa, Veracruz, Nayarit y Michoacan (SIAP /SAGARPA, 2007).

2.3 Pérdidas Postcosecha

En el mundo se registran pérdidas de entre el 25 al 50% de la produccion de mango
después de la cosecha, como resultado de los procesos de descomposicion, infestacién
por insectos y ataque de microorganismos, debido principalmente a un manejo y
manipulacién defectuosos. Estas pérdidas suelen ser mayores en zonas tropicales y
subtropicales debido a las condiciones climaticas, ademas de que existe un escaso

desarrollo de tecnologias que se puedan aplicar facilmente a estos (Yahia y Flores, 2001).

Se sabe que la principal causa de las pérdidas postcosecha en mango es producto de las
enfermedades, las cuales suelen ocasionar serias pérdidas del fruto tanto en términos de
cantidad, como de calidad, debido a que los frutos infectados con alguna plaga o

enfermedad pierden su valor comercial (Wilson et al., 1994).

2.4 Enfermedades, Plagas y Desordenes Fisioldgicos del Mango

El fruto del mango es afectado por un sinfin de enfermedades, plagas y desérdenes
fisioldgicos que reducen la cantidad y calidad de estos ocasionando cuantiosas pérdidas

(Ploetz, 2003).

El mango es atacado por unos 90 patdgenos y mas de 350 especies de insectos (Galan-
Sauco, 1999). Las principales enfermedades que afectan a los frutos de mango son:

antracnosis (Colletotrichum gloesporioides Petz, C.gloesporioides Minor Simmonds),
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pudricion de la punta (Dothiorella dominicana, Dothiorella mangifera, Lasiodiploidia

theobromae), mancha negra (Alternaria alternata keisler) y mancha negra bacteriana
(Xanthomonas campestris pv. Mangiferaeindicae). Otras enfermedades que atacan al
fruto del mango son: oidio, costras (scab), ennegrecimiento por moho (sooty mould),

gomosis y moho negro (black mildew) (Ploetz, 2003).

Dentro de las principales plagas que afectan al mango se encuentran: la mosca de la fruta
(Bactrocera phillippensis, Bactrocera occipitalis), el gorgojo del mango (Sternochaetus
frigidus), el insecto harinoso (Ferrisia virgata y Planococcus lilacinus) y el taladrador de la
semilla (Sternochetus Mangifera fabricius). El nimero de insectos que infestan al fruto del

mango es muy alto (Ploetz, 2003).

Los desdrdenes fisioldgicos se refieren al colapso del tejido del fruto que no es causado ni
por la invasion de patégenos, ni por dafos mecdnicos. Los principales desérdenes
fisioldgicos que puede presentar el mango son: descomposicion interna, dano por frio
(chilling injury), quemadura por latex (sap burn), punta negra (black tip), tejido esponjoso
(spongy tissue) nariz blanda (soft-nose), semilla gelatinosa (jelly seed) y pepita negra

(Ploetz, 2003).

2.5 Tratamientos Postcosecha

Como resultado del incremento en la demanda de frutos de mango y el aumento de su
produccién a nivel mundial (FAO, 2012), se han desarrollado diversos métodos
postcosecha, cuya finalidad principal es su conservacién, manteniendo asi la calidad del

fruto en respuesta a las necesidades de los consumidores (Yahia y Flores, 2001).

Debido a que las principales causas de las pérdidas postcosecha son de orden fisiolégico y
patoldgico, para controlarlas se recurre en general a practicas de manejo del fruto durante

la cosecha y el almacenamiento. Todas estas medidas sin embargo, no son suficientes




Antecedentes » b
| Ko

para controlar el desarrollo de patdgenos, por lo que se recurre entonces a la aplicacion

de diversos tratamientos postcosecha. Existe un mayor interés por desarrollar tecnologias
basadas en el uso de tratamientos fisicos, los que han sido utilizados en el mango se

resumen en la tabla 1.

Tabla 1. Principales tratamientos postcosecha aplicados al fruto del mango.

Tratamiento Referencia

Almacenamiento a bajas temperaturas Medlicot et al., 1990

Almacenamiento en atmdsferas controladas Ortega-Zaleta y Yahia, 2000;
Rattanapanone et al., 2001

Almacenamiento con atmdsferas modificadas Yahia y Vazquez-Moreno, 1993

Almacenamiento hipobarico Mitra y Baldwin, 1997

Tratamientos térmicos McCollum et al., 1993; Jacobi
etal., 2001

Irradiaciéon gamma Frylinck et al., 1987; Youssef et
al., 2002

Irradiacion con luz UV Gonzalez-Aguilar et al., 2001b

Control biolégico Korsten et al., 1991; Koomen y
Jeffries, 1993

Uso de peliculas Diaz-Sobac et al., 1997

Uso de ceras Zambrano et al., 1995

Tratamientos quimicos Gonzalez-Aguilar et al., 2001a

Tratamientos con sales de calcio Joyce et al., 2001

También se aplica la combinacién de dos o mds tratamientos (tabla 1). Sin embargo, el
mas utilizado es el tratamiento hidrotérmico, dado que es requisito para la exportacién
del mango a Estados Unidos. La luz UV-C ofrece interesantes posibilidades de aplicacién
debido a que tiene un efecto germicida y ademas, se ha encontrado que induce una

respuesta en los frutos con relacidn a la resistencia contra patégenos.

2.5.1 Tratamientos con Irradiacion

El término de irradiacion se refiere a varios sistemas entre los que destacan: microondas,
visible, ultravioleta, electrones, rayos X, rayos gamma, entre otros. Las irradiaciones
tienen varias limitaciones, incluyendo diversos dafios a los productos, dentro de los cuales

estan el desarrollo de fitotoxicidad, quemaduras, ablandamiento, pérdida del contenido
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de algunos nutrientes como la vitamina C, ademas de que se liberan radicales libres que

pueden causar dafios celulares. Por otro lado, el uso de esta tecnologia (radiacién gamma
y rayos X) no se encuentra totalmente aceptada por parte del consumidor (Yahia y Flores,
2001). Este no es el caso para la aplicacion de irradiaciones no ionizantes, como la luz UV y
de hecho, el cddigo de normas federales de Estados Unidos (Titulo 21, parte 179) permite
el uso de irradiacion UV (longitud de onda de 220-300 nm con 90% de emisién a 253.7
nm) en productos alimenticios para el control de microorganismos en su superficie

(Allende y Artés, 2003).

2.5.1.1 Tratamientos con UV-C

La luz ultravioleta que se encuentra entre 200-280 nm, es clasificada como UV-C, este
rango del espectro UV tiene efecto germicida para virus y bacterias. Es producida por
[dmparas de mercurio, que operan de forma similar a las lamparas fluorescentes. Se usa
un flujo de electrones a través de vapor de mercurio ionizado para producir la radiacion.
Las lamparas UV no tienen un recubrimiento de fésforo y por lo tanto solo emiten
radiacion UV (Bintsis et al., 2000). Generalmente se utiliza la luz UV-C para desinfectar
material de empaques, debido a que su aplicacién en alimentos estd limitada por la baja
penetracién en los productos y el hecho de que la geometria y hendiduras propias de las
muestras pueden llegar a albergar a las bacterias. Debido a esto el tratamiento con UV-C,
preferentemente, se debe de aplicar a productos que tengan la piel lisa libres de huecos

que puedan mantener a resguardo a los patégenos (ICMSF, 1980).

La radiacién con UV-C actua de dos formas sobre los microorganismos, directamente,
causando dafo a los que se encuentran en la superficie de los frutos e indirectamente al
inducir la sintesis de compuestos relacionados con la resistencia a enfermedades
(Marguenie et al., 2002). Se ha senalado que la inactivacion directa de microorganismos
por UV-C, se basa en el dafio que ésta provoca a los acidos nucleicos, ya que la energia UV

altera los enlaces dentro de la hélice de ADN produciendo mutaciones o muerte de las
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células. Se ha reportado la eliminacidon de enterobacterias patégenas para el hombre que

se encuentran en productos vegetales frescos, Yaun et al. (2004), hallaron la reduccion del
99% de patdgenos como Salmonella y E. coli 0157:H7 en la superficie de manzanas,

tomates y lechuga al aplicar luz UV-C.

2.6 Compuestos con Accidon Antimicrobiana

En los tejidos de los frutos existen una gran cantidad de compuestos cuyas propiedades
antimicrobianas han sido poco estudiadas y que pueden ser una alternativa para controlar

la incidencia del ataque por patégenos (Ozkan et al., 2004).

Los frutos utilizan una amplia gama de estrategias fisicas y bioguimicas para defenderse
del ataque de microorganismos patdgenos. Entre estas, se incluyen la acumulacién de
fitoalexinas, la modificacion de las paredes celulares y la sintesis de hidrolasas antifungicas
(Mari y Guizzardi, 1998). Ademas, se ha encontrado que estas respuestas pueden ser
inducidas por factores externos, se han obtenido interesantes resultados utilizando dosis
bajas de UV-C, las cuales estimulan diversos procesos bioquimicos, como la biosintesis de

flavonoides y fitoalexinas (Lamikanra y Richard, 2004).

En el mango se identific6 una mezcla de dos compuestos que funciona como agente
fungico [5-(12-cis heptadenecil) y 5- pentadecil resorcinol], presentes en mayor
concentracién en el fruto verde que en el maduro (Cojocaru et al., 1986), ademas, se logré
inducir la sintesis de estos compuestos al quitar la piel del fruto (Droby et al., 1987).
También, se han encontrado compuestos, principalmente fenoles, con accién
antimicrobiana en extractos de harina de las semillas de mango, los cuales presentaron
efecto sobre 43 cepas de 18 especies, entre ellas algunas enterobacterias patégenas como

Salmonella (Kabuki et al., 2000).
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2.6.1 Compuestos Fenolicos

Los fenoles estan representados en los frutos, por mas de 8000 estructuras quimicas. Se
caracterizan por la presencia de un nucleo aromatico de benceno, sustituido como

minimo con una funcién hidroxilo (Palazén et al., 2001).

Son metabolitos secundarios de las plantas, y su biosintesis se lleva a cabo a través de la
ruta del dcido shikimico. Cuando se aplican algunos tratamientos postcosecha en los
frutos, estos tienen un impacto en la composicion de los fenoles ya que se activa la accién
de la PAL (Fenilalanina amonio liasa; enzima fundamental en la biosintesis de compuestos
fendlicos) debido al estrés que se le somete al fruto por medio de radiaciones UV o

temperatura (Palazén et al., 2001).

Los fenoles suelen acumularse en las capas mas superficiales de los frutos y desempeiian
importantes funciones fisioldgicas. En general, debido a su condicién de polifenoles que se
oxidan con mucha facilidad actiuan como antioxidantes. También, protegen a los frutos
generando sabores (principalmente amargos) o texturas (los taninos) que resultan
desagradables (Palazén et al., 2001). De esta manera, los frutos se defienden del ataque
de patdgenos, sintetizando fitoalexinas, que mayoritariamente son polifenoles, téxicos
para los microorganismos y su presencia evita las enfermedades de los frutos (Palazén et

al., 2001).

Por otro lado, los acidos fendlicos poseen propiedades antimicrobianas y antimicéticos,
como el acido galico y sus derivados, los cuales poseen actividad antibacteriana contra
bacterias Gram-negativas y Gram-positivas. El acido cindmico, proporciona proteccion
contra infecciones gastrointestinales causadas por microorganismos patégenos (Champbel

et al., 1999, citado por Singh et al., 2004).
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Para el caso del mango en particular, se sabe que es rico en acidos fendlicos, Singh et al.

(2004) encontraron en la porcién comestible, acido tdnico, acido galico, acido ferulico,
acido vanilico, acido cinamico, acido cafeico y acido clorogénico en concentraciones que

van desde 1 mg hasta 3550 mg, predominando, el acido tanico.

2.7 Microorganismos Presentes en la Superficie de Frutos

Los frutos son nichos ecolégicos para una diversa y cambiante microbiota. Las poblaciones
microbianas en la superficie de los frutos fluctian entre 10° y 10’ cm™, dependiendo de
las condiciones ambientales, como la época de cultivo y cosecha. Se sabe que estos
factores también estan relacionados con el tipo de microorganismos que predominan en

la superficie del fruto (Postmaster et al., 1997).

Debido a la naturaleza acida de los frutos (pH= 4.6 o inferior) y su contenido de acidos
organicos, generalmente sobreviven bacterias como las acido lacticas. Debido a esto, los
microorganismos predominantes en la superficie de los frutos son mayoritariamente

hongos. En la tabla 2, se muestran algunos de los géneros predominantes en los frutos.

Tabla 2. Géneros predominantes en la superficie de los frutos.

Levaduras Mohos Bacterias
Saccharomyces Aspergillum Pseudomonas
Hanseniaspora Penicillium Aeromonas

Pichia Mucor

Kloeckera Alternaria

Candida Cladosporium
Rhodotorula Botrytis

Fuente: ICMSF, 1980.
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2.8 Enterobacterias Patégenas Asociadas con el Consumo de Frutos

Los vegetales y frutos frescos son parte esencial en la alimentacién del hombre alrededor
del mundo, sin embargo, la presencia de numerosos géneros de bacterias, levaduras,
mohos y ocasionalmente bacterias patdgenas para el hombre, disminuyen el consumo de
este tipo de productos debido principalmente al incremento de los brotes de

enfermedades transmitidas por su consumo (Beuchat, 1996).

Diversas enfermedades en humanos, como la gastroenteritis han sido relacionadas con el
consumo de productos vegetales frescos contaminados. Tales enfermedades son

producidas principalmente por los géneros Salmonella spp. y E. coli (Beuchat, 1996).

Para el caso especifico del mango, en diciembre de 1999, en Estados Unidos reporté un
brote de salmonelosis (causada por Salmonella enterica serotipo Newport) asociado al
consumo de mangos provenientes de Brasil, en el que fue identificado como posible punto
de contaminacion la aplicacién del tratamiento hidrotérmico al que fueron sometidos los

frutos (Sivapalasingam et al., 2003).

2.9 Microbiota Presente en el Mango

No se conoce mucho sobre los microorganismos que se encuentran presentes en la
superficie del mango de manera natural. Existen algunos estudios, que se enfocaron
principalmente a evaluar la presencia de enterobacterias. Tal es el caso de O’Connor et al.
(1995) quienes cuantificaron coliformes presentes en mangos frescos y rebanados. Se
identificaron cepas de Klebsiella pneumoniae, Enterobacter cloacae, Klebsiella oxytoca,
Enterobacter agglomerans y Rahnella aquatillis. De igual modo, Poubol e lzumi (2005),
encontraron que bacterias aisladas de la superficie de mangos precortados fueron
predominantemente Gram-negativas, que ademads, el 60% fueron Enterobacteriaceae,

incluyendo Burkholderia cepacia, Klebsiella ornithinolytica, Klebsiella pneumoniae
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rhinoscleromatis, Pantoea agglomerans, Pantoea stewartii indologenes, y algunas Gram-

positivas como Curtobacterium citreum.

En nuestro grupo de trabajo, se llevaron a cabo dos estudios a fin de caracterizar la
microbiota de la superficie del mango, utilizando métodos tradicionales de cultivo. En el
primer estudio, Sassi (2003), aislé6 de la superficie de mangos manila provenientes de
distintas zonas productoras de mango, las siguientes especies: Klebsiella pneumoniae,
Enterobacter cloacae, Staphylococcus xylosus y Pantoea agglomerans. Posteriormente, se
aislo e identifico de la superficie de mangos Ataulfo, Klebsiella pneumoniae, Citrobacter
freundii, Enterobacter cloacae, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas
fluorescens, Klebsiella ornithinolytica, Enterbacter cancerogenus, Enterobacter aerogenus,

Serratia marcescens y Pseudomonas stutzeri.

Salmonella y E. coli no forman parte de la microbiota presente de manera natural en la
superficie del mango, sin embargo se encontré Salmonella sp. en pulpa de mango
(Acharya y Shan, 1999) ésta pudo originarse de diferentes fuentes tales como el suelo,
agua, equipo, humanos y animales, pudiendo contaminar los frutos durante el manejo
postcosecha, el empaque, transporte, distribucidon o en el destino final. Asimismo, se ha
demostrado que este grupo de bacterias posee sistemas de sobrevivencia a la acidez
inducidos por valores bajos de pH (Bearson et al., 1997; Foster y Spector, 1995). Se
demostré que Salmonella puede sobrevivir a pesar de valores de pH bajos
(aproximadamente 3.65). Adicionalmente, Penteado et al. (2004), mostraron evidencia de
gue Salmonella puede internalizarse en mango durante la aplicacién de los tratamientos

hidrotérmicos.

2.10 Importancia del Estudio de la Microbiota Presente en el Mango

La superficie de los frutos ofrece un microambiente Unico para la colonizacidn de ciertas
especies o grupos especificos de bacterias, levaduras y mohos, asi como para su

permanencia. Si bien es cierto que la presencia y el nimero de bacterias, levaduras y
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mohos depende de practicas agrondmicas, area geografica de produccion y las condiciones

ambientales antes de la cosecha, esta demostrado que algunos de los microorganismos

son predominantes y permanecen con el tiempo (Beuchat, 2002).

En la Ultima década, se han realizado estudios que demuestran que existe un equilibrio
entre los microorganismos que se desarrollan en la superficie de los frutos, esto resulta de
suma importancia, ya que en la naturaleza existe una interacciéon continua entre los
potenciales patdgenos y sus antagonistas de forma tal que estos uUltimos contribuyen a
gue no se desarrollen enfermedades en la mayoria de los casos (Cook y Baker, 1983). En
condiciones naturales los microorganismos estdn en un equilibrio dindmico en la
superficie de los frutos. La disminucién de la microbiota de competencia por practicas
agricolas como lavado de frutos, aplicacién de fungicidas, y desinfeccién de suelos entre

otras, favorecen el desarrollo de los patégenos (Rollan et al., 1998).

Asi, la aplicaciéon de tratamientos postcosecha que contribuyen a prolongar Ia
conservaciéon del mango, reduciendo las pérdidas postcosecha, a su vez, pueden provocar
cambios importantes en el ambiente microbiano natural del fruto, contribuyendo al
crecimiento menos restringido de algun patdégeno oportunista. Aunque los mecanismos
por los cuales sucede esto no son del todo claros. Carlin et al. (1996) encontraron que con
la reduccién de la microbiota natural de la superficie de hojas de escarola, se permitia un

mayor crecimiento de Listeria monocytogenes, ya que compite con ésta.

Se ha demostrado que existen bacterias que pueden inhibir microorganismos indeseables.
Koomen y Jeffries (1993) encontraron dentro de la microbiota del mango cepas de Bacillus
cereus y Pseudomonas fluorescens, con actividad antagonista contra Colletotrichum
gleosporioides, causante de la antracnosis. Asi como los microorganismos que han sido
aislados e identificados de la superficie de los frutos se emplean como antagonistas a
patégenos postcosecha, también pueden servir como antagonistas contra patégenos

humanos. De hecho, Schuenzel y Harrison (2002) encontraron que Pseudomonas spp.
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presenta actividad antagdnica contra E. coli, L. monocytogenes, S. aureus y Salmonella

Montevideo, hecho que resulta interesante ya que Pseudomonas forma parte de la

microbiota de la superficie del mango, como se menciond anteriormente.

El estudio de estos microambientes es de vital importancia, ya que una mejor comprension
de los ecosistemas microbianos en la superficie de los frutos puede ser de gran utilidad,
tanto para evaluar el impacto de la aplicacidon de tratamientos postcosecha, como para
determinar qué poblaciones microbianas pueden estar implicadas en la competencia con

patdgenos para humanos.

La Academia Americana de Microbiologia (2005) reconoce que para asegurar la inocuidad
de los alimentos frescos, es necesario realizar estudios ecoldgicos para lograr una mejor

comprension de las comunidades microbianas.

2.11 Estudio de las Comunidades Microbianas en Alimentos

El conocimiento de la composicién de las comunidades microbianas, las diferentes
poblaciones y el potencial de interacciones de estas en los alimentos es crucial para la
produccién de alimentos seguros. La presencia de ciertos microorganismos esta dada por
el ambiente o las condiciones en el manejo y esto se ha estudiado por métodos basados
en el cultivo, pero dadas las limitaciones que presentan dichos métodos se ha propiciado
el desarrollo de técnicas independientes del cultivo; los cuales en su mayoria estan
basados en la reaccidon en cadena de la polimerasa (PCR, por sus siglas en inglés) en los
gue la deteccidon de acidos nucleicos son las mas abundantes. Los métodos moleculares

suelen ser mas rapidos, mas especificos, mas sensibles y mas precisos.

Ahora bien, en la actualidad se reconoce la importancia del estudio de los

microorganismos en alimentos con un enfoque ecolégico ya que el crecimiento,
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sobrevivencia y actividad de cualquier especie pueden estar determinados por la

presencia de otras especies (Diaz y Wacher, 2003).

Recientemente, una gran variedad de nuevos métodos se han desarrollado, con el fin de
caracterizar a los microorganismos en su ambiente natural sin la necesidad del cultivo, el
enriquecimiento o el aislamiento. Tipicamente estas estrategias se basan en la extraccion
del ADN de la poblacion total derivada de una mezcla de microorganismos permitiendo la
identificacion de cada uno de los constituyentes. Esto elimina la necesidad del aislamiento

de las cepas.

2.11.1 Alternativas para el estudio de las comunidades microbianas en alimentos

Como se ha sefialado, los estudios llevados a cabo para caracterizar la microbiota en la
superficie del mango se han limitado al uso de métodos dependientes del cultivo. Sin
embargo, desde hace tiempo se ha puesto de manifiesto la necesidad de utilizar métodos
gue no requieran un paso previo de cultivo, dado que la proporcion de células cultivables
en medios convencionales tiende a ser de apenas 0.1 al 10% de la poblacién total, por lo

que se obtiene una visién incompleta de la diversidad en una muestra (Amann, 1995).

A pesar de que los métodos tradicionales de cultivo bacteriano se han caracterizado por
ser simples econémicos y relativamente rdpidos, la proporcion de células cultivables en
medios convencionales tiende a ser reducida. Por estos motivos los métodos tradicionales
se complementan con los métodos moleculares para el estudio y el andlisis de

comunidades microbianas.

Las aproximaciones basadas en el analisis del ARN ribosdmico, ya sea mediante la
construccion de bibliotecas genéticas, la hibridacidn in situ o la electroforesis en geles de
gradiente desnaturalizante a partir de rADN amplificado mediante PCR (PCR-DGGE) han
revelado una enorme diversidad en los ambientes naturales (Amann et al., 1995; Torsvik

et al.,, 1998). Estos, han permitido detectar numerosas bacterias no cultivables, algunas de

( 1] 16
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las cuales constituyen poblaciones dominantes, debido a que estas técnicas son rapidas y

proveen un perfil mas completo de la diversidad genética de una comunidad microbiana.

Las técnicas moleculares son rapidas y proveen un perfil de la diversidad genética de una
comunidad microbiana. Ademads, existen diferentes alternativas para la determinacién de
la estructura microbiana de los alimentos. Una de estas alternativas consiste en aislar a los
microorganismos vy tipificarlos mediante técnicas basadas en el ADN. Se pueden destacar
algunas de las técnicas mas utilizadas para tal propdsito:

= RFLP (Polimorfismo de longitud de fragmentos de restriccién).

= Ribotipificacién.

= AFLP (Polimorfismo de longitud de fragmentos amplificados).

= ARDRA (Analisis de restriccion de ADN ribosomal).

= RAPD (Analisis de ADN polimérfico amplificado al azar).
Otra alternativa de estudio es utilizar métodos que no dependen del cultivo, en los que se
extraen los acidos nucleicos directamente del alimento. El primer paso es la extraccidon y
purificacién del ADN de las muestras. Posteriormente, se amplifican, mediante PCR,
ciertas regiones del gen ribosomal 16S. Dependiendo del grupo de microorganismos que
se deseen estudiar, se usan cebadores muy generales o muy especificos (Diaz y Wacher,

2003).

Posteriormente, para la separacion de los fragmentos de rADN 16S amplificados, es
posible:
= Construir bibliotecas de clonas de rADN 16S.
= La obtencién de “huellas digitales” mediante la aplicaciéon de electroforesis en
geles con gradientes desnaturalizantes como el DGGE (electroforesis en gel con
gradiente desnaturalizante) y TGGE (electroforesis en gel con gradiente de

temperatura).
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La obtencién de “huellas digitales”, que constituyen un patrén o un perfil de la diversidad

genética de una comunidad microbiana, son los mas utilizados hoy en dia.

2.12 Electroforesis en Gel con Gradiente Desnaturalizante (DGGE)

2.12.1 Aplicacion del DGGE en el estudio de comunidades microbianas en alimentos

La electroforesis en geles con gradiente desnaturalizante (DGGE), es una técnica que se
desarrollé para detectar mutaciones puntuales en las secuencias de ADN. Actualmente,
esta técnica ha sido adaptada y se utiliza como herramienta para el estudio de
comunidades microbianas complejas, a partir de trabajos propuestos por Muyzer et al.
(1993). El DGGE se ha utilizado en muchos campos de la ecologia microbiana porque es
capaz de proporcionar una huella digital de la comunidad bacteriana en su ambiente
natural por extraccion directa de ADN. Adicionalmente, se emplea para determinar la
dinamica de la comunidad en respuesta a variaciones ambientales (Ercolini, 2004). Resulta
ser una técnica versatil, debido a que es posible detectar e identificar de forma répida

microorganismos presentes en una muestra sin necesidad de cultivarlos (Ercolini, 2004).

Recientemente el uso del DGGE se ha incorporado a la microbiologia de alimentos debido
a su gran potencial ya que permite el andlisis de muestras directamente del alimento. La
primera aplicacién en microbiologia de alimentos fue en 1999, cuando Ampe et al.
publicaron su trabajo sobre la distribucién espacial de las comunidades microbianas en
bolas del pozol, una pasta de maiz fermentado de origen mexicano. La principal aplicacién
en microbiologia de alimentos es el estudio de comunidades microbianas en alimentos
fermentados (Ercolini, 2004). La estrategia para la aplicaciéon del DGGE en la obtencién de
una huella digital de la comunidad bacteriana en microbiologia de alimentos se resume en

la figura 1.
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Amplificacion por PCR de segmentos
del genf rRNA 168
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Identificacion de los miembros de la comunidad

Figura 1. Aplicacién del DGGE al estudio de comunidades
microbianas en muestras de alimentos. Fuente: Diaz y Wacher
(2003).

El método requiere de la extraccion del ADN y su posterior amplificacién por PCR con
cebadores especificos para un fragmento del 16S rADN bacteriano. Después, la
electroforesis de los productos amplificados en geles de poliacrilamida con gradiente
desnaturalizante permite separar los fragmentos de ADN que son de un mismo tamano
pero de diferente secuencia. A continuacion, se puede llevar a cabo la identificacién de las

especies presentes en el patrén de bandas por medio de su purificacién y secuenciacién.

2.12.2 Principio y aspectos técnicos

El DGGE se basa la separaciéon electroforética de productos de PCR de igual tamafio y
separados de manera secuencia-especifica, utilizando geles de poliacrilamida que
contiene concentraciones crecientes de agente desnaturalizante (mezcla de urea 7M vy
40% formamida), lo que provoca la separacién de las cadenas de ADN. Estas contienen

dominios con puntos de fusidn caracteristicos, de manera que cuando se alcanza una

) 19




Antecedentes » b
| Ko

determinada concentracion de desnaturalizante, la molécula se funde total o

parcialmente y disminuye su velocidad de migracién en el gel. Los puntos de fusién de
estos dominios dependen de variaciones en las secuencias de bases, por lo que los
fragmentos correspondientes a microorganismos diferentes tendran diferentes posiciones

en el gel (fig. 2).

Para evitar la separacién completa de las dos cadenas, se une una secuencia de 30-40 bp
rica en GC (que requiere condiciones mas drasticas de desnaturalizacién), llamada grapa-
GC, en el extremo 5 de uno de los cebadores, que se coamplifica con el segmento de
ADN. El patréon de bandas se visualiza generalmente tifiendo con bromuro de etidio pero

resulta mas sensible si se utiliza una solucién de plata (Ercolini, 2004).

| =Grapa-GC

5159404043039 B| 9P UOI2I3II]

2juBZI[RINJRUSSP P UQIDLIIUSIUOD B] D OJUS WRAoU|

Figura 2. Esquematizacion del principio de la separacidon de los productos de PCR por DGGE.
R=Patrén de referencia; A= Organismo 1; B= Organismo 2; C= organismo 3; Mezcla de organismos 1,2 y 3;
S= Muestra problema. Fuente: Temmerman et al. (2004).

Es necesario determinar cual de las regiones variables de los genes ribosomales permiten
separar los microorganismos presentes, asi como optimizar el gradiente y la duracién de la
electroforesis para obtener la mejor separacién de las bandas. Para optimizar el gradiente
se realiza un gel con gradiente perpendicular (fig. 3), en el cual se obtiene una curva de

forma sigmoidea, en la que a baja concentracién del desnaturalizante los fragmentos
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migran como dobles cadenas y a concentraciones altas como cadena sencilla. Las

condiciones utiles son las intermedias en las que las moléculas se funden parcialmente. El

tiempo éptimo se obtiene realizando electroforesis con gradiente paralelo.

Desnaturalizante

Cadena Sencilla

Parcialmente

=% J]I‘f
*t(/p desnaturalizado

S158.10404303|3

TITTTT Dable cadena

Figura 3. Esquema de un gel perpendicular de DGGE.

Es posible caracterizar los patrones de bandas del DGGE por el nimero, posicidn (ausencia
o presencia de bandas particulares) e intensidad relativa de las bandas, donde cada banda
representa una especie diferente, por lo que este método no solo permite la identificacidon
de los microorganismos, sino también pudiera servir para la cuantificaciéon relativa de las
mismas en la muestra. Los patrones de bandas también pueden ser utilizados para analisis
estadisticos que permiten determinar dominancia, frecuencia, proporciones relativas
entre otros indicadores de diversidad de la comunidad microbiana. Del mismo modo,
estos indicadores pueden ser utilizados en estudios de dinamica poblacional (Ampe y

Miambi, 2000).
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2.12.3 Limitaciones de la Técnica

Existen opiniones encontradas sobre la conveniencia del uso de técnicas basadas en

métodos moleculares debido a que presentan ventajas sobre los métodos tradicionales,

sin embargo también pueden tener ciertas limitaciones que se deben tomar en cuenta.

Para la técnica de PCR-DGGE se tiene conocimiento de las siguientes:

1)

2)

3)

4)

5)

Debido al ambiente complejo que son los alimentos, los métodos de extraccion de
acidos nucleicos de las muestras no siempre aseguran la lisis de todos los
microorganismos presentes y la recuperacion de los acidos nucleicos intactos.
Ademas, es importante purificar los acidos nucleicos obtenidos para eliminar

sustancias que puedan inhibir la reaccién de PCR (Wilson, 1997).

La reaccion de PCR puede introducir errores, ya que pueden ocurrir
amplificaciones preferenciales por reasociaciéon del ADN molde con lo cual se
compromete la unién de los cebadores (Reysenbach et al., 1992; Susuki y

Giovannoni, 1996).

La formacion de moléculas quiméricas, es decir moléculas de rADN hibridas que se
forman cuando una molécula de ADN parcialmente elongada sirve como cebador
en el siguiente ciclo de PCR, lo que puede afectar el patrén de bandas en el DGGE

(Liesack et al., 1991).

La formacion de moléculas heteroduplex (asociacién de cadenas sencillas de
moléculas diferentes de ADN) durante la amplificacion dificulta la interpretacién

del patrén de bandas en el DGGE (Muyzer y Smalla, 1998).

Sélo pueden separarse por DGGE fragmentos pequefios (200-500 pb) lo que limita

el andlisis filogenético de las secuencias (Muyzer y Smalla, 1998). También se ha
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6)

7)

8)

reportado la dificultad de separar fragmentos que difieren en 2 6 3 bases (Diaz y

Wacher, 2003).

El nUmero maximo de fragmentos de ADN que pueden separarse, ya que puede
mostrar solamente fragmentos de rADN obtenidos de las especies predominantes
en la comunidad, no obstante se ha reportado que se pueden detectar bacterias

que componen el 1% de la comunidad (Muyzer et al., 1993; Murria et al., 1998).

Es posible que ocurra co-migracién de secuencias de 16S rADN que tienen el
mismo comportamiento de desnaturalizacion y por lo tanto la misma posicién en
el gel, lo que provoca la subestimacion de la diversidad microbiana y la dificultad

para extraer secuencias para su identificacion (Muyzer y Smalla, 1998).

La presencia de mas de una banda en el DGGE de cultivos puros, debido al
fenédmeno de micro-heterogeneidad en los diferentes operones de rARN presentes
en diferentes especies, con lo que sobreestima la diversidad microbiana (Nubel et

al., 1996).

Aunque no esta exento de limitaciones, el método PCR-DGGE es ideal para determinar las

diferencias en las comunidades microbianas de la superficie del mango después del

tratamiento propuesto, mediante la comparacion de los patrones de bandas de cada

muestra.
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lll. Objetivos e Hipotesis

OBIJETIVO GENERAL:

Estudiar el efecto del tratamiento postcosecha por irradiacién con luz ultravioleta (UV-C)
sobre la microbiota bacteriana natural en la superficie del mango, mediante la aplicacidon
de la técnica molecular de DGGE a fin de determinar su posible relacién con la incidencia y

la sobrevivencia de Escherichia coli en la superficie de mangos de la variedad Atadulfo.

OBIJETIVOS PARTICULARES:

Objetivo particular 1:
Establecer las condiciones 6ptimas de la técnica de DGGE que permita conocer los

cambios en la microbiota bacteriana de la superficie del mango.

Objetivo particular 2:
Establecer el efecto del tratamiento postcosecha con UV-C sobre los cambios en la

microbiota bacteriana presente en la superficie del mango utilizando la técnica de DGGE.

Objetivo particular 3:
Evaluar el efecto de las modificaciones de la microbiota bacteriana del mango sobre el
crecimiento y sobrevivencia de E. coli en la superficie del fruto a través de métodos de

cultivo.

Objetivo particular 4:
Analizar el efecto del tratamiento postcosecha con UV-C sobre los niveles de compuestos
fendlicos que se sintetizan en la piel del mango y evaluar la actividad antimicrobiana de

los extractos fendlicos en bacterias aisladas de |la superficie del mango.
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HIPOTESIS

Debido a que el tratamiento postcosecha con irradiacidon por luz ultravioleta (UV-C) tiene
un efecto germicida, modificara la microbiota bacteriana presente en la superficie del

mango, con lo cual se favorecerd el crecimiento de E. coli proveniente de una

contaminacidn posterior a la aplicacion del tratamiento.
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IV. Materiales y Métodos

4.1 Material biolégico

Se utilizaron mangos de la variedad ‘Ataudlfo’, cultivados en Nayarit y cosechados en el
periodo de agosto a octubre de 2005, recolectados en el estadio preclimatérico. Fueron
transportados a la Ciudad de México por via aérea en cajas de cartdn, posteriormente,
fueron trasladados al laboratorio L-324 del Conjunto E de la Facultad de Quimica de la

UNAM, para su estudio.
4.2 Tratamiento de las muestras

Para contar con lotes homogéneos y con el mismo desarrollo fisioldgico, los frutos fueron
seleccionados cuidadosamente de acuerdo al peso, color, tamafio, ausencia de dafio

mecanico y libre de dafio por insectos.

Los lotes fueron divididos de acuerdo con cada experimento de la siguiente manera:

Para evaluar el efecto de la aplicacién del tratamiento con UV-C sobre los cambios de las
comunidades bacterianas en la superficie del mango, se tomaron 35 frutos para el grupo
control (no recibié tratamiento alguno), cada muestra de trabajo se conformé de cinco
frutos por lo que se obtuvieron siete réplicas. Para el grupo con tratamiento, se
seleccionaron 35 frutos que recibieron tratamiento con luz UV-C (20 minutos). Cada
muestra de trabajo se conformé por cinco frutos por lo que se obtuvieron de igual manera

siete réplicas.

En los experimentos para evaluar la sobrevivencia de E. coli en la superficie del mango, el
tamafio de la muestra se establecié de acuerdo con el método de muestreo del ICMSF

(International Commission for the Microbiological Specifications for Foods) (ICMSF, 2002).
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Para el experimento de sobrevivencia se utilizaron 122 frutos que se dividieron en dos
lotes cada uno con 66 frutos. Estos experimentos se realizaron por triplicado. En este caso
uno de estos lotes recibié tratamiento con UV-C bajo las condiciones descritas en el

apartado 4.3, el otro lote no recibié tratamiento alguno (control).

4.3 Tratamiento con UV-C

Los frutos fueron colocados en bandejas de pldstico y posteriormente se colocaron en la
camara de UV, a una distancia de 10 cm de una ldmpara fluorescente germicida de UV
(Sankyo Penky, modelo 615T8), para ser expuestos a la irradiacion. Cada fruto fue rotado
manualmente después de la mitad del tiempo de exposicién para asegurarse que toda la
superficie del fruto fuera expuesta a la luz UV. Después del tratamiento fueron colocados
en una campana de extraccion por 30 minutos para eliminar todo el ozono producido y se
almacenaron a 25 °C y 90-95% de humedad relativa (HR) las primeras 24 horas el
almacenamiento fue en completa oscuridad, para evitar posibles efectos de fotorreaccién

debido al tratamiento.

4.4 Efecto de la aplicacion del tratamiento con UV-C sobre la microbiota bacteriana de la
superficie del mango

Para evaluar el efecto del tratamiento con UV-C sobre la microbiota bacteriana de la

superficie del mango utilizando DGGE.

Los lotes mencionados en el apartado 2 fueron almacenados a 25 °C (HR 90-92%) durante
12 dias después de recibir el tratamiento y a lo largo de estos se fueron tomando

muestras los dias 0 (inmediatamente después al tratamiento), 4y 12.

Los frutos se muestrearon de la siguiente manera el dia 0, se tomaron 15 frutos de cada
lote (frutos con y sin tratamiento) con lo cual se obtuvieron tres réplicas por cada

condicidn, el dia 4 se tomaron 10 frutos de cada lote con lo que se obtuvieron dos réplicas
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para cada condicién, finalmente el dia 12 se tomaron los 10 frutos restantes de cada lote

por lo que también se obtuvieron dos réplicas para cada condicidn.

4.4.1 Recuperacion de los microorganismos de la superficie del mango

Para la recuperacion de los microorganismos de la superficie del mango se utilizd la
metodologia propuesta por Barak et al. (2003) para la recuperacion de poblaciones
bacterianas en la superficie de meldn. Ademas, se retomaron trabajos de investigacion en
el analisis de comunidades microbianas con muestras ambientales acuosas (Kostrzynska et

al., 1999; Merk et al., 2001; La Montagne et al., 2002; Lyautey et al., 2005).

Bajo condiciones asépticas, cada uno de los frutos fue colocado en una bolsa de plastico
resellable y se le adicionaron 80 ml de agua bidestilada estéril, después, se colocd en un
agitador orbital y se agitd a 190 rom durante 45 minutos, se recuperd el liquido de lavado
de 5 frutos en un matraz al que se le agregaron 50 uL de Macerex (mezcla de pectinasa y
celulasa) y se incubé a 35 °C por 1 hora, finalmente el liquido obtenido se pasé por una
membrana estéril de nitrocelulosa de 0.45 um en un equipo de filtraciéon Millipore. La
mezcla de microorganismos retenida en la membrana fue recuperada con 2 mL de

amortiguador TES (0.05M Tris, 0.05M NacCl, 0.05M EDTA, pH 8) estéril.

4.4.2 Extraccion de ADN

Se llevd a cabo utilizando el procedimiento modificado por Lawson et al. (1993). 500 pL de
la mezcla de microorganismos recuperados se colocaron en microtubos, se les adicioné 20
uL de una solucion de lisozima (10 mg/uL), se agité suavemente la muestra y se incubé a
37 °C por un periodo de 1 hora. Posteriormente, se le agregaron 8 uL de pronasa (20
mg/uL) y 8 uL de RNAsa (20 mg/uL), se agité suavemente la muestra y se incubd a 65 °C
por 1 hora. A continuacidn, se le adicionaron 120 uL de SDS (Dodecil sulfato sddico, por
sus siglas en inglés) al 10%, incubandose nuevamente a 65 °C por 30 minutos, después de

este tiempo se dejaron enfriar a temperatura ambiente y se le afiadieron 600 uL de una
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mezcla de fenol-cloroformo-alcohol isoamilico (25:24:1), se agitd hasta formar una

emulsion, posterior a esto se centrifugd por 10 minutos a 5000 rpm, se obtuvieron tres
fases de las cuales se recuperé la fase superior (que contiene el ADN) transfiriéndose a un
microtubo limpio, a este se le adicionaron dos volimenes de etanol absoluto a -20 °C,
agitando suavemente, después se centrifugd a 14 000 rpm por 10 minutos. Se retiro el
sobrenadante por decantacion y se dejé secar el precipitado a temperatura ambiente por
24 horas. Por ultimo, se resuspendio el precipitado en 50 pL de amortiguador TE (10 mM
tris, 1 mM EDTA, pH 8) estéril y se incubd a 55 °C por 1 hora. Las muestras de ADN se

almacenaron a — 20 °C hasta su uso.

4.4.3 Cuantificacion y evaluacion de la pureza del ADN total de la mezcla de los
microorganismos recuperados de la superficie del mango

Se midié la absorbancia en un espectrofotémetro a una longitud de onda de 260 nm. Para
calcular la concentracién de ADN, se tomd en cuenta que cada unidad de absorbancia a
260 nm equivale a 50 ug/mL de ADN de doble cadena, asi como el factor de diluciéon y el
factor de correccion para una celda de cuarzo de 15 plL. La pureza del ADN se valord
midiendo la absorbancia a 280 nm con la misma muestra para obtener el coeficiente

Aaso/A2go, que debe de ser cercano a 1.8 (Ausubel et al., 2005).

4.4.4 Visualizacion del ADN total de la mezcla de los microorganismos recuperados de la
superficie del mango

Se visualizd el ADN extraido de la superficie de los mangos mediante una electroforesis
(70 V, 60 min) en gel de agarosa al 2% (p/v) y amortiguador TBE 1X (Tris base 0.05M, acido
bdrico 0.01M, EDTA 0.001M pH8) (Ausubel et al., 2005). Para ello, los geles fueron tefiidos
con una solucién de bromuro de etidio (10 mg/mL) y visualizados por iluminacién con luz

ultravioleta en el equipo Fluor-S (Bio-Rad).
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4.4.5 Amplificacion de la region V3 del gen ribosomal 16S para muestras de mango
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La regidon V3 (aproximadamente 220 pb) del gen 16S rARN se amplific6 mediante la

reaccidon en cadena de la polimerasa, utilizando el cebador hacia delante con la grapa GC,

GC-338f y el cebador hacia atras 518r para bacterias (tabla 3) (Muyzer et al., 1993). La

amplificacién por PCR se llevd a cabo en 50 plL de la mezcla de reaccién compuesta por 10

mM de dNTP’s, 20 pmol de cada cebador, 1 U de Taqg polimerasa, 400 pg de albumina

sérica bovina (BSA) y 75 ng de ADN molde, agregando agua desionizada estéril hasta el

volumen final de 50 pL. La amplificacion se llevé a cabo utilizando un termociclador

(Biometra, Tpersonal) bajo las condiciones mostradas en la tabla 2 (Ampe et al., 1999).

Tabla 3. Cebadores utilizados para amplificar la region V3 del gen 16S rARN.

Cebador Posicion

Secuencia

Objetivo

338 338-357

hacia

adelante

518 518-534

hacia atras

Grapa de GC

5" ACT CCT ACG GGA GGC AGC AG

5" ATT ACC GCG GCT GCT GG

5’ CGC CCG CCG CGC GCG GCG GGC GGG GCG

GGG GCACGG GGG G

Bacteria, 16S rDNA
region-v3

Universal, 16S rDNA
region- V3

Fuente: Ampe et al. (1999)

Tabla 4. Condiciones de PCR para amplificar la region V3 del gen 16S rARN

Numero de ciclos

Temperatura (2 C)

Tiempo (min.)

Desnaturalizacion
Desnaturalizacion
Alineamiento
Elongacién
Desnaturalizacién
Alineamiento
Elongacién
Elongacién

1

20

10

94
94
65
72
94
55
72
72

5

WR R WER R

Fuente: Ampe et al. (1999)
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La deteccion de los productos de PCR, se llevé a cabo por electroforesis (80V; 60 min) en
gel de agarosa al 2% (p/v) y TBE 1X (base, acido boérico, EDTA 0.001M pH8) los cuales
fueron tefiidos en una solucion de bromuro de etidio (10 mg / mL) y visualizados por

iluminacién con luz ultravioleta en el equipo Fluor-S (Bio-Rad).

4.4.6 Obtencion del gradiente desnaturalizante optimo para lograr la separacion de
productos de PCR de muestras de mango mediante un gel perpendicular

Con el fin de obtener el gradiente éptimo para la separacion de la mezcla de productos de
PCR, se realizd una electroforesis en un gel con gradiente desnaturalizante perpendicular
al campo electroforético (fig. 4). La finalidad de ésta fue establecer el intervalo de
desnaturalizante en el cual los productos de PCR forman una sigmoide, que represente la

zona de desnaturalizacién del ADN de las muestras (Muyzer y Smalla, 1998).

Desnaturalizante

25% 80 %
9 7 12 15 1 1

Cadena Sencilla

Y I]If"' Parcialmente
"<<¢¢ desnaturalizado

S15310404303|3

GCGCGO

TITITT Doble cadena

Figura 4. Diagrama de un gel perpendicular al campo electroforético.

Se prepard una mezcla de productos de PCR a partir de las muestras control, asi como de
las muestras del tratamiento, de tal modo que se incluyeron la mayor parte de los
microorganismos que pudieran estar presentes en las muestras a analizar posteriormente.
Se cargaron 40 plL de cada una de 8 muestras para obtener un volumen total de la mezcla
de 360 pL, se le adiciond 100 uL de amortiguador de carga (glicerol /azul de bromofenol/

xileno cianol).
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La electroforesis se llevo a cabo como lo describe Muyzer et al. (1993). Los productos de
PCR fueron separados en un gel de poliacrilamida al 8% (p/v) utilizando un gradiente
desnaturalizante de urea y formamida de 25% (p/v) a 80% (p/v). Para la electroforesis se
utilizé el sistema Dcode™ Universal Mutation de BIORAD a una temperatura de 60 °C
durante 2 horas a 130 V, en amortiguador TAE 1X (Tris base 0.04M, acido acético glacial
0.02M, EDTA 0,001M pH 8).

Después de la electroforesis el gel fue teflido con una soluciéon de bromuro de etidio [50
ug/mL] durante 20 minutos y se lavd con amortiguador TAE [1X] durante 1 hora.
Finalmente, se visualizd por iluminacién con luz ultravioleta utilizando el equipo Fluor-S

(Bio-Rad).

4.4.7 Separacion de la mezcla de productos de PCR mediante la técnica de DGGE

Los productos de PCR de cada muestra (40 puL mas 20 plL de tinte de carga) se analizaron
mediante un DGGE en un gel de poliacrilamida al 8% con un gradiente desnaturalizante
del 15 al 60% (p/v) de urea y formamida (fig. 5), el gradiente se establecié a partir del gel
perpendicular. La electroforesis se llevd a cabo utilizando el método establecido por
Muyzer et al., 1993 y se usé el sistema Dcode™ Universal Mutation de Bio-Rad a una
temperatura de 65 °C durante 17 horas a 85 V en amortiguador TAE 1X (Tris base 0.04M,
acido acético glacial 0.02M, EDTA 0.001M pH 8).

Posteriormente, los geles fueron teflidos con el Kit Plus One DNA silver staining

(Pharmacia Biotech) y digitalizados con el equipo Fluor-S (Bio-Rad).
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Figura 5. Diagrama de un gel paralelo de DGGE.

4.4.8 Patron de bandas generados a partir del ADN de cepas aisladas de la superficie del
mango

4.4.8.1 Activacion de las cepa previamente aisladas de la superficie del mango

De una coleccion de cepas aisladas de la superficie del mango, se seleccionaron 14 cepas
representativas (P. stutzeri, Enterob. cancerogenus, C. freundii, S. marcescens, K.
ornithinolytica, Enterob. cloacae, B. cereus, P. aeruginosa, Enterob. hormanechei, Enterob.
aerogenes, Samonella sp., K. pneumoniae, C. freundii complex y E. coli) previamente

identificadas por el grupo de trabajo.

Las cepas conservadas, se reactivaron en caldo nutritivo incubandose durante 24 horas, a
37 °C. Posteriormente, se sembraron por estrias en agar nutritivo y se incubaron durante

24 horas a 37 °C. Adicionalmente se realizaron tinciones de Gram.

4.4.8.2 Extraccion de ADN

Se colocaron 500 puL de amortiguador TES (Tris base 0.05M, EDTA 0.005M pHS8, NaCl
0.05M) estéril en un microtubo, posteriormente se tomd una muestra con asa estéril

(aproximadamente del tamano de un grano de arroz) de cada una de las cepas puras,
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depositandose en su tubo correspondiente. A continuacién, se siguié el protocolo de

Lawson et al. (1993), para extracciéon de ADN descrito previamente en el apartado 4.4.2
Para la cuantificacidn y visualizacion del ADN obtenido se siguieron los protocolos también

descritos en los apartados 4.4.3y 4.4.4

4.4.8.3 Amplificacion de la region V3 del gen ribosomal 16S

Se siguid el protocolo descrito en el apartado 4.4.5

4.4.8.4 Analisis de las cepas mediante DGGE

Los productos de PCR de cada cepa (35 pL mas 15 plL de amortiguador de carga) se
analizaron mediante DGGE en un gel de poliacrilamida al 8% con un gradiente
desnaturalizante de 15 a 60% (p/v) de urea y formamida, este gradiente fue determinado
a partir del gel perpendicular. La electroforesis se llevd a cabo como se describe en el
apartado 4.4.7. Adicionalmente, se prepard una mezcla de productos de PCR de cepas a
partir de 15 plL de cada cepa, para obtener un volumen total de mezcla de 210 pL, a la
cual se le adicion6 100 pL de amortiguador de carga. De dicha mezcla, se tomaron 40 uL
mismos que se corrieron en el gel para obtener el patréon de bandas de las cepas.
Posteriormente, los geles fueron tefiidos con el Kit Plus One DNA silver staining

(Pharmacia Biotech) y digitalizados con el equipo Fluor-S (Bio-Rad).

4.4.9 Identificacion de bandas predominantes a partir del gel paralelo de DGGE

4.4.9.1 Escisién de bandas

Se seleccionaron 20 bandas para que se identificaran por medio de secuenciacion, a partir
del gel paralelo fueron cortadas estas bandas, utilizando el procedimiento sugerido por
Hovda et al. (2007). Con una cuchilla estéril, se corté la banda de interés en el gel paralelo
y fue transferida a un tubo de microcentrifuga estéril y se le adicionaron 50 pL de agua
desionizada estéril, se colocd 24 horas a 4 °C, tiempo en el que mediante difusién pasiva

se recuperd el ADN atrapado en el gel. De esta soluciéon se tomaron 10 pL, que se
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utilizaron como templado y se reamplificaron siguiendo el protocolo descrito en el
apartado 4.4.5, sin embargo, en esta ocasion se utilizd el cebador 338 hacia atras pero sin
la grapa de GC. Estos productos de PCR fueron purificados utilizando el kit de limpieza de
QIAGEN (QlAquick PCR purification kit) a fin de eliminar los contaminantes (MgSQ,,

cebadores y dNTP’s) de los amplificados.

4.4.9.2 Identificacion de bandas por buisqueda de parecidos en base de datos
La identificacion de las secuencias se hizo utilizando la herramienta Basical Local
Alignment Search Tool (BLAST, por sus siglas en inglés) que se encuentra disponible en

GeneBank (www.ncbi.nlm.nih.gov/blast) a fin de encontrar secuencias parecidas.

4.5 Efecto de la microbiota presente en la superficie del mango sobre la sobrevivencia
de E. coli en la superficie del fruto
Para evaluar la sobrevivencia de E. coli en la superficie del mango se llevaron a cabo las
siguientes actividades previas para establecer las condiciones dptimas para realizar dichos
experimentos.

e La seleccidn de la cepa de E. coli, resistente a ampicilina, con el fin de distinguirlas

de otras que pudieran estar presentes en el mango.

e Se establecid el intervalo de tiempo para la toma de muestras.

Estas actividades se realizaron con mangos que no recibieron tratamiento con UV-C, fue

utilizada la metodologia que a continuacion se describe.

4.5.1 Preparacion de los frutos

Una vez seleccionados los frutos y divididos en lotes, se marcd en estos circulos con un
, 2 . . / . ;.
area de 6.8 cm” en un costado, se realizaron con un disco de plastico estéril,
posteriormente, se colocaron en charolas plasticas y se mantuvieron a temperatura

ambiente hasta su inoculacion.



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast
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4.5.2 Preparacion del inoculo

Se utilizaron cuatro cepas de E. coli (109289-B, 108412, 109274-13 y 108413) que fueron
proporcionadas por el grupo de trabajo, dichas cepas fueron aisladas en trabajos previos

de la superficie de mangos Ataulfo, ademas, presentaron resistencia a la ampicilina.

Las cepas fueron reactivadas en infusidon cerebro corazén (BHI, por sus siglas en inglés)
incubandose a 37 °C durante 24 horas, posteriormente, fueron sembradas por estrias en
cajas de Petri de 9 cm de didmetro que contenian 20 mL de agar nutritivo con ampicilina
(50 ug/mL) se incubaron a 37 °C por 24 horas, transcurrido ese tiempo se tomd una
colonia aislada y se colocé en BHI (infusidn cerebro-corazén) incubandose a 37 °C durante

16 horas.

Para la preparacion del inéculo, la suspensién con microorganismos se centrifugé a 15000
rom durante 15 minutos a 4 °C a continuacién se descartd el sobrenadante y el pellet se
resuspendid en 5mL de agua peptonada al 0.1% estéril para volverse a centrifugar a 15000
rom durante 15 minutos a 4 °C, de igual manera se descarto el sobrenadante y el pellet
finalmente se resuspendio en agua peptonada al 0.1%. Se ajusté la concentracion al tubo
0.5 de la escala de Mc Farland (equivalente a una concentracidon de 1 X 10® UFC/mL

aproximadamente).

4.5.3 Inoculacion de los frutos

Los frutos fueron colocados bajo condiciones asépticas y se inocularon a temperatura
ambiente de la siguiente manera; se tomaron 100 uL del inéculo que contenia 10® UFC/mL.
Se inocularon en las areas previamente marcadas, el indculo se aplicé mediante pequeiias
gotas en toda la superficie marcada y se dejé secar durante 1 hora a temperatura
ambiente, posteriormente los frutos se almacenaron a una temperatura de 25 °C (HR 90-

95%) durante 8 dias.
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4.5.4 Analisis microbioldgicos

Para la toma de muestras, se realizd6 un frotis sobre el area inoculada de cada fruto,
tomando un hisopo estéril humedecido con agua peptonada al 0.1% estéril, se frotd la
superficie inoculada, posteriormente, el hisopo se colocd en un vial con agua peptonada al
0.1% estéril, una vez tomada la muestra, se agitd por espacio de 1 minuto para recuperar
los microorganismos que se encontraban en el hisopo y se realizaron las diluciones
seriales de la mezcla recuperada, de estas diluciones se tomaron 100 pL y se sembraron
en agar nutritivo que contenia 50 ug/mL de ampicilina, se incubaron a 37 °C durante 24
horas y se realizé la cuenta de las UFC/mL. Las muestras fueron tomadas por triplicado y a
las 0, 2, 4, 8, 24, 48, 72, 96, 120, 144, 168 y 192 horas después de inocular a los frutos,
como control negativo se tomd un area de igual magnitud a la inoculada pero sin inocular
de cada fruto y como control positivo se tomaron 100 pL del inéculo diluido en 5mL de

agua peptonada al 0.1% y se sembraron de igual manera en agar nutritivo con ampicilina.

4.6 Actividad antimicrobiana de extractos crudos preparados a partir de piel de mango

Para establecer una posible actividad antimicrobiana de algunos compuestos fendlicos
gue pudieran sintetizarse después de la aplicacion del tratamiento con UV-C,
primeramente se evaludé si dichos compuestos cuantificados como fenoles totales,
presentaban actividad antimicrobiana contra algunas cepas que fueron aisladas de la
superficie del mango, ademas, se evalud si existia diferencia de esta actividad

antimicrobiana entre mangos con y sin tratamiento.

Asimismo, se identificaron algunos de estos compuestos fendlicos en la piel de los frutos.
Se utilizaron las pieles de los mangos de los cuales se recuperaron los microorganismos de
la superficie, por lo que se prepararon extractos en los dias 0, 4 y 12, en mangos que

recibieron tratamiento con UV-Cy los frutos control que fueron almacenados a 25 °C.
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4.6.1 Extraccidon de compuestos fendlicos

Los extractos fueron preparados de acuerdo a la metodologia propuesta por Ajila et al.
(2006). La extraccion se realizé con metanol al 80% (v/v). 20 g de piel de mango fue
pesada, después fue triturada en mortero utilizando nitrégeno liquido, posteriormente, se
le adicionaron 100 ml de metanol al 80%(v/v), se agitd en vortex por 1 minuto, después de
lo cual se mantuvo en un bafio a 70 °C durante 2 horas, tras lo cual se filtré con papel filtro

Whatman no. 4, finalmente, se determind la concentracién de fenoles totales.

4.6.2 Determinacion de fenoles totales

El contenido de fenoles totales fue determinado utilizando el reactivo de Folin-Ciocalteu,
la absorbancia del desarrollo del color fue determinada a 765 nm, método usado por
Slinkard y Singleton (1977) expresado como mg/g de tejido fresco. Utilizando como

estandar una solucién de acido galico (ALDRICH, Milwaukee).

Para la determinacidn, se tomd una alicuota de 200 plL del extracto que se coloco en tubo
de ensaye, se le agregaron 1500 uL de agua destilada y 100 uL de reactivo de Folin-
Ciocalteu, después de 5 minutos se le adicionaron 200 plL de Na,COs3; al 20% agitandose a
velocidad constante, dejandose reposar a temperatura ambiente durante 30 minutos,
posteriormente, se midid la absorbancia en un espectrofotometro (marca TERMO

SPECTRONIC, mod. GENESIS 10 UV) a 765 nm.

4.6.3 Cepas y condiciones de cultivo

Se utilizaron un total de 14 cepas todas Gram-negativas de los siguientes géneros: E. coli,
K. pneumoniae, P. aeruginosa, P. fluorescens, P. sutzeri, Salmonella sp., E. aerogenus, C.
freundii, C. freundii complex, E. cloacae, E. cancerogenus, E. hormanechei, K.
ornithinolytica y S. marcescens, fueron proporcionadas por el grupo de trabajo, estas

cepas fueron aisladas anteriormente de la superficie del mango.
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Las cepas se activaron en caldo nutritivo durante 24 h a 37 °C, posteriormente, fueron
sembradas por estrias en cajas de Petri de 9 cm de didmetro que contenian 20 mL de agar
nutritivo, se incubaron a 37 °C por 24 horas, transcurrido ese tiempo, se tomd una colonia
aislada y se colocé en caldo nutritivo incubdandose a 37 °C durante 24 horas. A
continuacion, la concentraciéon de cada microorganismo fue ajustada al tubo 0.5 de la
escala de Mc Farland (equivalente a una concentracién de 1 X 108 UFC/mL

aproximadamente).

4.6.4 Determinacion de la actividad antimicrobiana de los extractos crudos de la piel de
mango utilizando el método de difusién en agar

Se utilizé el método de difusién en agar con discos de papel filtro de 6 mm de didmetro y
0.6 mm de espesor. Se utilizaron cajas de Petri de 9 cm de diametro que contenian 20 mL
de agar nutritivo. La suspension de cada uno de los microorganismo fue inoculada
separadamente en la superficie del medio de cultivo, las cajas se dejaron secar a
temperatura ambiente por 20 minutos, posteriormente, se colocaron 4 discos distribuidos
de manera equidistantemente en los que se depositaron 50 plL de extracto crudo, uno de
los discos se utilizd como control negativo, este contenia metanol al 80% y como control
positivo se utilizd una solucidn de acido acético al 1%, después de la distribucién de los
extractos las cajas se dejaron secar a 8 °C durante 30 minutos, a fin de permitir la difusién
de los extractos, mas adelante fueron incubadas en posicion invertida a 37 °C durante 24
horas, a continuacién, se procedié con la lectura de las zonas de inhibicion. La lectura fue
realizada por medicion del didmetro del halo de la zona de inhibicién, considerando

inclusive el diametro del disco.
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4.7 Identificacion y cuantificacidon de los compuestos fendlicos por medio de analisis por

cromatografia de liquidos de alta eficiencia (HPLC, por sus siglas en inglés)

4.7.1 Analisis por cromatografia de liquidos de alta eficiencia

El andlisis cuantitativo se llevd a cabo siguiendo la metodologia propuesta por Singh et al.
(2004). En un sistema HPLC (Waters, modelo 1525) equipado con dos bombas binarias
unido a una columna Symmetry C 18 (particula de 5um de 3.9 x 150 mm, Waters). Se
utilizé un gradiente con la fase mdvil compuesta por (A) Metanol y (B) acido acético al
0.4% (v/v) con gradiente 20: 80, 40:60, 80:20 y 20:80 a un flujo de 1mL/min a temperatura
ambiente con un loop de inyeccion de 20 uL. Los compuestos fueron detectados a 290 nm

en un detector dual A absorbancia (Waters 2487).

Como estandares se utilizaron acido galico, acido cafeico, acido clorogénico, acido ferulico,
acido cinamico, acido cumarico (Sigma Aldrich). Fueron identificados cada uno de los
acidos fendlicos presentes en las muestras por comparacién de los picos y tiempos de
retencion de los estdandares de manera individual. Para calcular la concentracion de cada
uno de los compuestos, se calculé el drea de los picos utilizando el software Breeze

(Waters).

4.8 Analisis estadistico
Todos los experimentos se realizaron por triplicado y los datos experimentales mostrados
son el promedio de estos con su respectiva Desviacién Estandar (SD, por sus siglas en
inglés). Los datos fueron analizados mediante andlisis de variancia (ANOVA) y pruebas de
rango multiple de Duncan con una P <0.05 para determinar la diferencia estadistica entre
las medias. Para ello se utilizé el programa estadistico SPSS (Statistical Package for the
Social Sciences version 14.0, Student). El andlisis de ANOVA se realizd para evaluar el
efecto de la sobrevivencia de E. coli y para evaluar el efecto del tratamiento en los niveles

de los compuestos fendlicos.
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V. Andlisis de Resultados y Discusion

5.1. MONTAJE DE LAS CONDICIONES OPTIMAS DE LA TECNICA DE DGGE PARA
DETERMINAR LOS CAMBIOS EN LA MICROBIOTA QUE SE ENCUENTRA EN LA
SUPERFICIE DEL MANGO

5.1.1 Recuperacion de la microbiota superficial, extraccion del ADN y amplificacion de la
region V3 del gen ribosomal 16S

Se sabe que la extraccion del ADN es un paso critico para la aplicacidon del DGGE, ya que
de ello depende en gran medida la fiabilidad del método, debido a que se debe contar con
la cantidad de ADN que represente a la comunidad en estudio (Lyauteyn et al., 2005). Por
ello, la recuperacion de la microbiota superficial del mango, fue un paso critico para el
éxito del estudio. De esta manera, la metodologia experimental empleada para este fin
fue exitosa para todas las muestras de trabajo, debido a que permitié tener la cantidad de

ADN suficiente para llevar a cabo el estudio.

En lo que respecta a las muestras para el andlisis del efecto del tratamiento con UV-C
sobre la microbiota superficial del mango, en la figura 6, se observa que se obtuvo
suficiente cantidad de ADN (1500 pg/uL en promedio) con la estrategia propuesta: juntar
en una muestra la recuperacién de la microbiota de 5 frutos (lo que constituyd una unidad

de muestra).

1 2

3 4
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Figura 6. Visualizacidon de ADN obtenido en muestras con tratamiento con UV-C de
la microbiota superficial del mango.
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Esto permitié el manejo correcto de las muestras sin necesidad de algun tipo de
enriquecimiento, con lo que se hubiera incluido un sesgo en los resultados, debido a la
modificacidn del patrén de microorganismos y por lo tanto no se obtendria una visién real

de las comunidades bacterianas, en este caso, de la superficie del mango.

Por otro lado, la obtencién de amplicones es una parte fundamental en el uso del DGGE,
debido a que la reaccion de PCR es la base de un gran numero de las técnicas
independientes de cultivo como lo es el DGGE. La reaccién de PCR implica la amplificacién
de genes diana utilizando oligonucledtidos iniciadores o cebadores que permiten
examinar directamente las comunidades de la superficie del mango en su totalidad. De
acuerdo con muchos autores, se necesita de 1 ng de ADN molde para que la reaccién de
PCR sea exitosa con ADN bacteriano (Sambrook y Russell, 2001). Ademas, la sensibilidad
del DGGE posee altas tasas de deteccién y se ha descrito que en los geles se visualizan
poblaciones presentes entre el 0.1 al 1% (Schramm y Amann, 1999). En la figura 8, se
observan los productos de PCR (region V3 del gen ribosomal 16S) obtenidos a partir de las
muestras con y tratamiento, para su posterior analisis mediante electroforesis en gel con

gradiente desnaturalizante (DGGE).

1 2 3 4 5 6
®sa

Figura 7. Visualizaciéon de ADN en muestras control de
la microbiota superficial del mango.

Figura 8. Visualizacion de productos de PCR (Region V3 del gen
ribosomal 16S) en muestras para el andlisis del efecto del
tratamiento con UV-C sobre la microbiota superficial del
mango. Carriles 1-3: Control (mangos sin tratamiento), Carriles
4-9: Tratamiento con UV-C (20 min); CN: Control negativo.
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5.1.2 Obtencién del gradiente desnaturalizante optimo para lograr la separacion de los
productos de PCR de la microbiota bacteriana de la superficie del mango mediante
un gel perpendicular

Para la adecuada separacion de los productos de PCR de la regiéon V3 del gen ribosomal
16S, el gradiente desnaturalizante es otro de los pardmetros de importancia para asi
obtener una adecuada interpretacion en el patron de bandas que representa a la
microbiota en estudio. Por lo que, se realizd6 un gel perpendicular (la direccién de la
electroforesis fue perpendicular al gradiente del desnaturalizante) con este se determiné
el gradiente de desnaturalizante necesario para la separacién de los fragmentos de ADN
(productos de PCR) obtenidos de la microbiota en estudio. Para ello, se utilizaron
productos de PCR de muestras control y con tratamiento, los cuales fueron

representativos de la microbiota bacteriana de la superficie del mango.

5% 15% 55%

Jifmm—

Figura 9. Gel perpendicular de muestras control y con tratamiento con UV-C de |la microbiota superficial del
mango. Gradiente utilizado: 5% - 55%. Condiciones de electroforesis: 130 V, 2 h, 60 °C.

A partir de la figura 9, se determind el intervalo de desnaturalizante en el cual los
productos de PCR forman una sigmoide (zona de desnaturalizaciéon del ADN), que resultod
estar comprendido entre el 15% y el 60% de desnaturalizante. Segun se observa en la
figura 9, la determinacién del limite minimo fue claro, no asi el del limite maximo. Por lo

que posteriormente se probd con otros intervalos de gradiente (20%-70%, 12%-60% vy

( 1] 43
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15%-60%) para asi determinar con cual de estos se obtenia una mejor separacion de los
amplicones de la microbiota superficial, por lo que se realizaron geles paralelos con cada

uno de estos gradientes (fig. 10).

El gradiente desnaturalizante que mostré una adecuada separacidn de las bandas fue del
15% al 60%. Este se definid a partir de un analisis de muestras de los frutos en un gel de
DGGE (fig. 10C) con este intervalo del desnaturalizante, seguido de una inspeccion visual
del drea de migracién de las bandas, por lo que se establecié este gradiente para el
estudio de la microbiota bacteriana de la superficie del mango. Finalmente las condiciones
adecuadas se establecieron con este intervalo desnaturalizante y un tiempo de 17 horas

bajo 85 Voltios.

Figura 10. Patrones de bandas de muestras control en geles paralelos a diferentes intervalos
desnaturalizantes .A: 20-70%; B: 12-60% y C: 15-60%. Condiciones de electroforesis: 85V, 17 h, 65 °C.
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5.1.3 Consistencia del patron de bandas en la superficie de frutos tratados con UV-C y
frutos control
Para una correcta interpretacién de los perfiles de bandas representativas de la
microbiota que se encuentra en la superficie del mango y para la identificacién de los
cambios de ésta, fue necesario tener la certeza de que los patrones de bandas fueran
representativos y consistentes, es decir que no variaran entre cada muestra de un mismo
lote. Para ello se realizd una electroforesis con gradiente desnaturalizante de muestras
compuestas de cinco frutos cada una. En la figura 11, se muestran los patrones de bandas
obtenidos para las muestras control, las réplicas (1, 2 y 3) de estos presentan un perfil de
bandas similar, lo que sugiere que los mangos de un mismo lote tienen una microbiota
similar. De igual manera Randazzo et al. (2009) reportaron que en lechuga, calabacines,
zanahorias y rdbanos observaron la presencia de patrones de bandas representativos en
todas las muestras analizadas, con lo que sugieren la similitud en la composicidn

microbiana de los productos.

El patrén de bandas de la microbiota bacteriana de la superficie de los mangos control (fig.
11) no difiere mucho del que presentan los mangos que recibieron el tratamiento con UV-
C (fig. 11) y por lo tanto se puede decir que la diversidad microbiana en la superficie de los
mangos inmediatamente después de aplicado el tratamiento es la misma ya que no se
observan cambios en cuanto al numero de bandas que presentan todas las muestras.
Ademas, se observan pocas diferencias en cuanto a la intensidad de las bandas entre las

distintas muestras (fig. 11 Ay B).
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Figura 11. Patron de bandas obtenido por DGGE de
muestras de mangos (A) sin tratamiento (control) y (B)
sometidos a tratamientos con UV-C inmediatamente
después de recibir el tratamiento. Gradiente utilizado: 15%
- 60%. Condiciones de electroforesis: 85V, 17 h, 65 °C.

La obtencién de bandas con intensidad relativa mayor (fig. 11) probablemente puede ser
indicativo de que existen especies dominantes y que ecolégicamente se encuentran mejor
adaptadas a la superficie del mango, ademds de que seguramente perduraran a lo largo
del tiempo de almacenamiento del fruto. Asimismo, la complejidad de los patrones
obtenidos, dado que presentan numerosas bandas en todas las muestras, pueden indicar
la presencia de muchas bacterias por lo que podriamos suponer una comunidad con un

nivel alto de diversidad en la superficie del mango Atadulfo.
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5.1.4 Interpretacion de los perfiles obtenidos en los geles de DGGE por medio de un
patréon de bandas de cepas aisladas previamente de la superficie del mango

El DGGE es una técnica independiente de cultivo que se usa generalmente para el estudio
de la dindmica de comunidades bacterianas en diferentes entornos, permite el estudio de
la estructura de la comunidad y de su comportamiento. Los cambios en la diversidad
microbiana pueden observarse a partir de la identificacién de diferentes patrones de
bandas, que propiamente pueden indicar cambios en la riqueza de las especies. Los
cambios en la intensidad de las bandas pueden indicar cambios en la abundancia. Para el
anadlisis de los patrones de bandas de DGGE se asume que cada banda representa un

grupo en particular de miembros (Nakatsu et al., 2000).

La interpretacién de los patrones de bandas obtenidos en los geles de DGGE puede ser
rapida y facil, si se considera que cada banda representa a un microorganismo miembro
de la comunidad. Considerando esto, buscando identificar a estos miembros de primera
instancia se planted como estrategia tener un patrén de bandas de cepas aisladas

previamente por el grupo de trabajo de la superficie de mangos de la variedad ‘manila’.

Para ello, se utilizaron 14 cepas de bacterias aisladas de la superficie del mango
previamente identificadas y caracterizadas mediante el uso del equipo Vitek (Velez Sotres,
2004). Se llevé a cabo la extraccidon de ADN y la posterior amplificacidon de la region V3 del
gen ribosomal 16S (fig. 12 y 13) a los cuales se les aplic6 un DGGE. Los resultados

obtenidos para cada cepa se muestran en la figura 14.
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Figura 12. Visualizacion de ADN de cepas
aisladas del mango. Carril 1: P. stutzeri, Carril 2:
Enterob. cancerogenus, Carril 3: C. freundii,
Carril 4: S. marcescens, Carril 5: K
ornithinolytica, Carril 6: Enterob. cloacae, Carril
7: B. cereus, Carril 8: P. aeruginosa, Carril 9:
Enterob. hormanechei, Carril 10: Enterob.
aerogenes, Carril 11: Salmonella sp., Carril 12: K.
pneumoniae, Carril 13: C. freundii complex y
Carril 14: E. coli.

Figura 13. Visualizacion de productos de PCR de
cepas aisladas del mango. Carril 1: P. stutzeri,
Carril 2: Enterob. cancerogenus, Carril 3: C.
freundii, Carril 4: S. marcescens, Carril 5: K.
ornithinolytica, Carril 6:Enterob. cloacae, Carril 7:
B. cereus, Carril 8: P. aeruginosa, Carril 9: Enterob.
hormanechei, Carril 10: Enterob. aerogenes, Carril
11: Salmonella sp., Carril 12: K. pneumoniae, Carril
13: C. freundii complex y Carril 14: E. coli.
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Figura 14. Gel paralelo para analisis de las cepas aisladas del mango. Carril 1: P. stutzeri, Carril 2: Enterob.
cancerogenus, Carril 3: C. freundii, Carril 4: S. marcescens, Carril 5: Enterob. cloacae, Carril 6: B. cereus,
Carril 7: P.aeruginosa, Carril 8: Mezcla de todas las cepas, Carril 9: Enterob. hormanechei, Carril 10: Enterob.
aerogenes, Carril 11: Salmonella sp., Carril 12: K. pneumoniae, Carril 13: C. freundii complex y Carril 14: E.
coli. Gradiente utilizado: 15% - 60%. Condiciones de electroforesis: 85V, 17 h, 65 °C.

En la Figura 14 puede notarse que en la mayor parte de los patrones de bandas para las
cepas, se obtuvo mas de una banda. A este fendmeno se le conoce como
microheterogeneidad y se debe a que las cepas presentan varias copias del gen ribosomal
16S cada una con una secuencia diferente. Esto complica la identificaciéon del patrén de
bandas de las muestras. Asimismo, se observa que algunas bandas de cepas diferentes
presentaron migraciones muy parecidas en el gel de DGGE (co-migracion). En la tabla 5, se
especifica el numero de copias del gen ribosomal 16S (nimero de bandas) que presenta
cada cepa y también se hace un listado de las bandas que son compartidas con otras

cepas.
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Tabla 5. Microheterogeneidad y co-migracion de cepas aisladas de la superficie del mango.

Cepa Microheterogeneidad Co-migracién (microorganismos
(no. De bandas por cada cepa) que comparten bandas)
P. stutzeri 2 P. aeuroginosa (2)
Enterob. cancerogenus 6 S. marcescens (1)
E. coli(1)
C. freundii 3 B. cereus (1)
E. coli (1)
S. marcescens 5 Enterob. cancerogenus (4)
C. freundii (1)
K. ornithinolytica (1)
Enterob. cloacae (1)
K. pneumoniae (1)
Klebsiella ornithinolytica 5 S. marcescens (1)
Salmonella sp. (1)
K. pneumoniae (1)
Enterob. Cloacae 5 Enterob. cancerogenus (1)
S. marcescens (1)
E. coli (1)
B. cereus 1 C. freundii (1)
E. coli (1)
P. aeruginosa 1
Enterob. hormanechei 2 Enterob. aerogenes (2)
K. pneumoniae (2)
Enterob. Aerogenes 4 Enterob. hormanechei (2)
Enterob. cancerogenus (2)
K. pneumoniae (2)
E. coli (1)
Salmonella sp. 2 S. marcescens (1)
K. ornithinolytica (1)
Klebsiella pneumoniae 5 Enterob. hormanechei (2)
Enterob. aerogenes (2)
S. marcescens (1)
K. ornithinolytica (1)
C. freundii complex 3 E. coli (1)
E. coli 6 Enterob. cancerogenus (2)

S. marcescens (1)
Enterob. aerogenes (1)
C. freundii complex (1)
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El fendmeno de microheterogeneidad asociado al gen ribosomal 16S no es extrafio. En
estudios recientes se menciona que al utilizar técnicas moleculares muy sensibles tales
como el DGGE, se detecta que un microorganismo podria estar representado por un grupo
de bandas (Dhllo6f et al., 2000). Este fendmeno estd asociado con la heterogeneidad intra-
especifica, que es el resultado de multiples copias de genes ribosomales que involucran
diferencias en su secuencia, es decir, cistrones que codifican el gen ribosomal 16S con
diferentes secuencias en un solo genoma (Cilia et al., 1996; Clayton et al., 1995). Cilia et al.
(1996) reportan que el numero de operones de genes ribosomales por genoma de
bacteria puede variar desde 1 hasta 15 copias, como es el caso de la bacteria patégena
Rickettsia prowazkeii, mientras que Salmonella enterica serovariedad Typhimurium posee
hasta siete copias. Cilia et al. (1996) utilizan como modelo de estudio algunas
enterobacterias, sugiriendo que el fendmeno de microheterogeneidad es comun en esta
familia. Esta observacion es importante si se considera que muchas de las bacterias que
se han aislado de la superficie del mango son enterobacterias. Se piensa que la variacion
en el nimero de operones de genes ribosomales por genoma de bacteria estd dada como
un indicador genético de la estrategia general ecoldgica de una especie de bacteria para la
explotacién de nutrientes. Se ha propuesto también que la duplicacion de cromosomas es
un mecanismo para incrementar el nimero de ciertos genes particulares que se

encienden bajo estrés nutricional (Cilia et al., 1996).

El problema asociado al fendmeno de microheterogeneidad radica en la dificultad del
andlisis de huellas de las comunidades microbianas en una muestra dada. Asi, si se
observa la figura 14, aunque existen bandas que son predominantes para cada cepa,
puede resultar dificil asignar una banda representativa para cada microorganismo, lo que
dificulta la elaboracién de un patrdn real. En este sentido, el establecimiento de una
posible relacién entre el patrén de cepas aisladas previamente con el de las huellas de las
comunidades microbianas en la superficie del mango para la identificacion de

microorganismos, sélo seria aproximado.
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Por otra parte, como se observa en la figura 14 y en la tabla 5 existen cepas que estan
relacionadas dos y hasta cuatro veces con bandas diferentes (co-migracién). Estas
observaciones no resultan absurdas si se considera, por ejemplo, que E. hormanechei y E.
aerogenes que comparten la banda mds caracteristica para ambas cepas, guardan una
relacion estrecha al ser especies que pertenecen a un mismo género, el otro caso seria el
de P. stutzeriy P. aeruginosa que comparte la migracion de la banda caracteristica lo que
si se utilizara un patron de bandas de cepas puras, este sdlo permitiria identificar que la

cepa presente pertenece al género Pseudomonas.

Sin embargo, a pesar de que existe microheterogeneidad y co-migracién en las cepas, es
posible identificar algunas bandas como representativas de las bacterias aisladas de la
superficie del mango, en el carril de la mezcla total de todas las cepas (fig. 14) se
obtuvieron 13 bandas que corresponden a las cepas de la siguiente manera: A) P. stutzeri,
P. aeruginosa; B) C. freundii complex; C) E. cancerogenus; E. coli; D) E. coli; C. freundii; B.
cereus; E) E. cloacae; F) E. hormanechei, E. aerogenes, S. marcescens, K. pneumoniae; G) K.

pneumoniae; H) C. freundii complex; 1) Salmonella; J) K. pneumoniae.

Aun cuando resulta ser aproximada la identificacion de las cepas que puedan encontrarse
en las muestras, este patréon de bandas hace posible una identificacién rapida de los
géneros que probablemente estan presentes en las muestras problema, sin embargo se
decidié no utilizarlo e identificar las bacterias presentes a través de la secuenciacion del

patrén de bandas.

5.1.4 Aplicacion de un segundo gradiente para corroborar si las bandas corresponde a
un solo microorganismo (microheterogeneidad y co-migracién)

Dado los resultados encontrados respecto a la microheterogeneidad y co-migracion para
las cepas aisladas previamente de la superficie del mango y con la finalidad de identificar

si las bandas corresponden a un solo microorganismo, se propuso aplicar un segundo
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gradiente a las bandas seleccionadas (que siempre esta presente y la de mayor intensidad
en mangos con y sin tratamiento). Para ello, se corté del gel de DGGE la banda A (fig. 15) y
se amplificé la regidn V3 del gen ribosomal 16S, posteriormente, se aplicé un DGGE con un
nuevo gradiente (con una variacién de + 5% del gradiente desnaturalizante dependiendo
la posicion de la banda en el primer gel de DGGE), finalmente, se mandd a secuenciar las
bandas resultantes de la aplicaciéon de este segundo gradiente a fin de identificar si
correspondian a diferentes especies o si corresponden a un solo microorganismo.

oD 4D 12D

CONTROL uv-c CONTROL . uv-c ~ CONTROL uv-c

i

Figura 15. Patrén de bandas obtenido por DGGE de muestras de mangos sometidos a tratamientos con UV-Cy
sin tratamiento (control) OD: inmediatamente después del tratamiento; 4D: después de 4 dias de recibir el
tratamiento; 12D: 12 dias después de recibir el tratamiento. Gradiente utilizado: 15% - 60%. Condiciones de
electroforesis: 85V, 17 h, 65 °C.

En la figura 16 se muestra el patron que se obtuvo al aplicar un segundo gradiente a la
banda A (fig. 15), se observa una banda predominante para el caso de mangos control y
para los mangos que recibieron tratamiento con UV-C que aparece en todo el tiempo de
almacenamiento, cabe sefialar que para el dia 12, aparecen unas bandas superiores de
menor intensidad tanto en los frutos control como en los frutos que recibieron
tratamiento con UV-C, fue necesario identificar todas estas bandas. A través de la

secuenciacion de dichas bandas, se identificd que tanto para los mangos tratados como
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para los mangos del grupo control, la banda que se observa de mayor intensidad se
identific6 como Pantoea agglomerans, Erwinia sp. y Enterobacter cloacae con un 95% de
identidad. Asimismo, a partir de la secuenciacidn de las bandas superiores que aparecen al
dia 12. Estas se identificaron como miembros de los géneros Pantoea, Enterobacter y
Erwinia con una identidad del 99%. Por lo que para el propdsito de este estudio puede
considerarse que las bandas que aparecen al aplicar el segundo gradiente a la banda A (fig.
15) representan al mismo género presente en la superficie del mango. A raiz de estos
resultados se determind continuar los experimentos posteriores, asumiendo que las
bandas presentes corresponden a un microorganismo ya que al aplicar un segundo
gradiente, las bandas que se encuentran en la misma posicidn en las diferentes muestras

presentaron secuencias para la identificacion de los mismos géneros.

oD 4D 12D

CONTROL uv-C ~CONTROL ~ uv-Cc | CONTROL uv-c

42%

46% Figura 16. Patron obtenido por DGGE a partir de la banda A de muestras de mangos sometidos a tratamientos
con UV-C y sin tratamiento (control) OD: inmediatamente después del tratamiento; 4D: después de 4 dias de
recibir el tratamiento; 12D: 12 dias después de recibir el tratamiento. Gradiente utilizado: 42% - 46%.
Condiciones de electroforesis: 85V, 17 h, 65 °C.
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5.2 EFECTO DE LA APLICACION DEL TRATAMIENTO CON UV-C SOBRE LA MICROBIOTA
SUPERFICIAL DE MANGOS ATAULFO

En los geles obtenidos por DGGE derivados de la microbiota superficial de los frutos
control y los tratados con UV-C (OD: inmediatamente después de la aplicaciéon del
tratamiento), no se encontraron diferencias de los patrones de bandas entre las réplicas

obtenidas de este punto de muestreo (fig. 17).

oD

CONTROL uv-C |
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Figura 17. Patron de bandas obtenido por DGGE de muestras de mangos
sometidos a tratamientos con UV-C y sin tratamiento (control) Dia O:
inmediatamente después del tratamiento; Gradiente utilizado: 15% - 60%.
Condiciones de electroforesis: 85V, 17 h, 65 °C.

Comparando los perfiles de bandas obtenidos por DGGE de las muestras control y las
muestras con tratamiento con UV-C se detectaron 25 bandas en promedio para cada
muestra, lo que sugiere una alta similaridad en las poblaciones microbianas de la

superficie de los frutos.
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La diversidad microbiana en la superficie de mangos control no difiere mucho con los de
los tratamientos inmediatamente después de la aplicacién de estos, Unicamente en
cuanto a abundancia ya que se observa muy poca variacion en cuanto al numero de
bandas que presentan pero se observa diferentes intensidades de éstas. La intensidad
relativa de las bandas puede al menos ser utilizada para inferir los cambios generales en la
abundancia relativa de los miembros dominantes de la comunidad (Lyautey et al., 2005).
Lyauttey et al. (2005) confirmaron que el DGGE es un método adecuado y confiable para

evaluar la huella genética de las comunidades bacterianas.

Fueron identificados 12 géneros a partir del patrén de bandas. El género mas comun fue
Enterobacter representado en el 50% del total de bandas secuenciadas para frutos control
y con tratamiento en el dia cero (fig. 19). Este resultado coincide con lo reportado por
Oliveira et al. (2012) que encontraron que los productos vegetales son colonizados
generalmente por una amplia variedad de microorganismos predominantemente por
bacterias Gram-negativas en particular miembros de la familia Pseudomonadaceae y

Enterobacteriaceae.

A partir de la figura 19, se puede observar que en los frutos control como en los frutos que
recibieron tratamiento comparten la mayoria de las bandas en el dia cero, no obstante las
bandas 8 y 19 sdélo se encuentran presentes en los frutos control, dichas bandas
corresponden a bacterias acido lacticas de los géneros Lactococcus, Lactobacillus vy
Weisella que probablemente dada la naturaleza acida de los mangos es comun encontrar

a estas bacterias en la superficie de estos.
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5.3 EFECTO DEL TIEMPO DE ALMACENAMIENTO DE MANGOS ATAULFO TRATADOS CON
UV-C SOBRE SU MICROBIOTA SUPERFICIAL

El estudio de las huellas genéticas se considera una herramienta adecuada para el analisis
rapido y comparativo de las comunidades naturales desconocidas (Amann et al., 1995). La
huella genética fue usada para caracterizar los cambios en la microbiota superficial del
mango Ataulfo durante su almacenamiento a 25°C. Se cortaron un total de 20 bandas del
patrén obtenido de la microbiota de la superficie de frutos tratados y frutos control que

posteriormente, se mandaron a secuenciar.

De acuerdo al patrén de bandas (fig. 18) en el dia cero se observan una mayor riqueza
(ndmero de bandas presentes) en la microbiota de la superficie del mango, tanto para los
frutos control (23 bandas) y los frutos con tratamiento (15 bandas) y al transcurrir los dias
de almacenamiento ésta disminuye progresivamente en cada caso, hasta el dia 12. De
acuerdo con estos resultados las diferencias mds marcadas en el patrén de bandas (fig.18)
se encuentran a partir del dia 4, tanto en los frutos control como en los frutos tratados por
lo que probablemente a partir de este dia ocurren los mayores cambios en la comunidad
bacteriana de la superficie del mango. El patron de bandas cambia durante el tiempo de
almacenamiento de los frutos principalmente por influencia del tratamiento con UV-C y
otros factores intrinsecos como la composicion del fruto, los cambios en los compuestos

fendlicos y el pH.
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Figura 18. Patron de bandas obtenido por DGGE de muestras de mangos sometidos a tratamientos con UV-C
y sin tratamiento (control) Dia 0: inmediatamente después del tratamiento; Dia 4: después de 4 dias de
recibir el tratamiento; Dia 12: 12 dias después de recibir el tratamiento. Gradiente utilizado: 15% - 60%.
Condiciones de electroforesis: 85V, 17 h, 65 °C.

Por otro lado, del analisis de la identificacién por secuenciacién las bandas representativas
de la microbiota bacteriana de la superficie del mango (fig.19) se identificaron 12 géneros
de los cuales muestran prevalencia las bacterias Gram-negativas (75%) sobre las bacterias
Gram-positivas (25%) identificadas. Ademas, se encontré que 9 de ellas estdn relacionadas
con el género Enterobacter, 6 con el género Pantoea, 4 con Klebsiella y 3 con el género
Escherichia con lo que podria considerarse que estos fueron los géneros predominantes
en la microbiota de la superficie del mango Ataulfo. Los géneros que se encontraron en
menor proporcidén fueron Erwinia, Salmonella, Lactococcus, Weisella, Lactobacillus,
Citrobacter, Pseudomonas y Bacillus. Schuenzel y Harrison (2002) demostraron que el 92%
de las cepas aisladas de la microbiota natural de productos vegetales (zanahorias, chiles,

lechuga, calabazas, cilantro y cebollas) son Gram negativas.

S1S940J04323|3 B] 9p UOI2I31IQ
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Numero Dia0 Dia 4 Dia 12 Identificacion
de banda | Control | UV-C | Control | UV-C | Control | UV-C BLAST
1 | e e No fue posible su identificacion
2 - No fue posible su identificacion
3 | e — s
a4 | i Pantoea sp., P. ananatis, Enterobacter sakazakii,
Escherichia coli, Pantoea agglomerans, Klebsiella sp..
con 97% de identidad
5 | e — e —_— e Enterobacter sakazakii, Pantoea sp., Enterobacter sp.,
Escherichia coli, Bacillus sp., con 97% de identidad
I T — e —_— e
7 ..... —_— amaas
8 | v mreee Lactococcus lactis con 96% de identidad
9 | e ke
10 | seeen —_ e —_— Enterobacter sp., Pantoea sp., P. dispersa, P.
agglomerans, P. stewartii, Erwinia sp., E. stewartii con
96% de identidad
11 ama — mmR — ams — Pantoea agglomerans, P. dispersa, Erwinia sp.,
Enterobacter cloacae, Escherichia hermannii , E. coli,
con 95% de identidad
12 | e — aeas — e Enterobacter sp., E. pyrinus, E. cloacae, E. asburiae, E.
agglomerans, E. hormaechei, E. hermannii, Klebsiella
sp., Salmonella enterica subsp. Arizonae con 94% de
identidad
13 | e — aeees Enterobacter sp., E. hormaechei, Klebsiella oxytoca, K.
pneumoniae con 99% de identidad
14 | e — aees Citrobacter sp., C. farmeri, Citrobacter amalonaticus,
Enterobacter cloacae, Salmonella sp., S. enterica
subsp. Indica con 95% de identidad
15 | e Enterobacter sp., E. cloacae, Pantoea agglomerans,
Klebsiella oxytoca con 98% de identidad
16 ----- —_— smmss
17 | eeeen — e
18 | suees — ammas
19 | weeee 0 mmmee anaes — Weissella sp., W. confusa, W. cibaria, Lactobacillus
sp., L. confusus, L. viridescens con 90% de identidad
20 | e ee — Klebsiella sp., K. pneumonia, K. oxytoca, Enterobacter
asburiae, E. aerogenes con 99% de identidad
21 | e —  weee eee Pseudomonas sp., P. putida, P. fluorescens con 90%
de identidad
22 | e Pantoea sp. con 98% de identidad
23 ..... — amams
24 | eeers No arrojo resultados
25 | e No arrojo resultados

Figura 19. Esquematizacion del patron de bandas obtenido por DGGE de muestras de mangos sometidos a
tratamientos con UV-C y sin tratamiento (control) Dia 0: inmediatamente después del tratamiento; Dia 4:
después de 4 dias de recibir el tratamiento; Dia 12: 12 dias después de recibir el tratamiento.
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Asimismo, Pseudomonas sp., Erwinia sp., y algunas bacterias acido lacticas tienden a
dominar las poblaciones cultivables en la superficie de los vegetales (Lopez-Velasco et al.,
2010), aunque, muchas de estas bacterias se han reportado como responsables del
deterioro de vegetales frescos, sin embargo, también han sido reportadas por la
capacidad que presentan para inhibir el crecimiento de enterobacterias patégenas tales
como Salmonella sp., E. coli y Listeria monocytogenes (Liao, 2007; Schuenzel y Harrison,

2002).

Ahora bien, de la identificacidon por secuenciacidon de algunas de las bandas de los frutos
control (fig. 19) se observé que la banda 22 identificada como Pantoea sp. esta presente
en grupo control al dia cero y desaparece posteriormente. Asimismo, la banda 4
identificada probablemente como Pantoea sp., P. ananatis, Enterobacter sakazakii,
Escherichia coli, Pantoea agglomerans, Klebsiella sp. sélo aparece en los frutos control al
dia 4 y posteriormente desaparece. De igual forma, la banda 15 que se identificé como
Enterobacter sp., E. cloacae, Pantoea agglomerans, Klebsiella oxytoca sélo estd presente

en los frutos control en el dia cero.

Bacterias 4cido lacticas, como Lactococcus lactis (banda 8) sélo se hicieron presente en los
frutos control los dias cero y cuatro, sin embargo, no aparecio en el dia 12. Por otro lado,
Weissella sp., W. confusa, W. cibaria, Lactobacillus sp., L. confusus, L. viridescens, esta
presente a lo largo del tiempo en los frutos control y sélo se hace presente el dia 12 en los
frutos con tratamiento (banda 19). Diversos estudios han demostrado que la presencia de
una microbiota natural, particularmente las bacterias acido lacticas, son capaces de
controlar el excesivo crecimiento de patdgenos en la superficie de los vegetales (Liao y
Fett, 2001; Parish et al., 2003). Sin embargo, para el caso del mango Ataulfo no se observo
esto ya que no existié diferencia significativa en la sobrevivencia de E. coli en la superficie

de frutos del grupo control y frutos que recibieron tratamiento con UV-C.

La banda 11 identificada como Pantoea agglomerans, P. dispersa, Erwinia sp.,

Enterobacter cloacae, Escherichia hermannii, E. coli siempre esta presente tanto en el
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tratamiento como en el control, es la Unica banda que estd presente durante todo el
tiempo de almacenamiento. Pantoea agglomerans, esta reportada como antagonista de
Penicillum digitatum en limones (Plaza et al., 2004). Ademas, se ha demostrado que
Pantoea agglomerans puede agregarse con Salmonella en la superficie de las hojas de
cilantro y con ello Salmonella puede persistir hasta por 100 dias con lo que puede ser una
fuente importante para la proliferacién de este patdgeno, si es que se diera el caso de que

se encontrara en la superficie del mango (Aruscavage et al., 2006).

Pseudomonas fue uno de los géneros aislados de la superficie del mango (banda 21) esta
presente siempre, en los frutos control, sin embargo, en los frutos con tratamiento sélo se
encontré en el dia cero. Martins et al. (2012) reportaron que en uvas, Pseudomonas
tiende a descender cuando el fruto madura. Miembros de este género estdn tipicamente
presentes en el suelo y en las plantas. Muchas especies de este género se han asilado de
muestras cultivadas en el campo, tales como los vegetales que se utilizan en las ensaladas.
Estas bacterias estan estrechamente asociadas con las matrices de las plantas y presenta
la capacidad de producir exopolisacédridos, ademds de que no se eliminan facilmente
durante los procedimientos de lavado. Un miembro de la familia Pseudomonaceae, es el
usualmente reconocido como patdgeno oportunista, P. fluorescens (Randazzo et al., 2009).
Por otro lado, Schuenzel y Harrison (2002), obtuvieron asilados de la microbiota natural de
vegetales como zanahorias, lechugas, cilantro entre otros que inhibieron el crecimiento de
cepas de E. coli O157:H7, L. monocytogenes, Salmonella Montevideo y Staphylococcus
aureus. De estos, el 67.5% fueron Pseudomonas spp. No obstante, el mecanismo de accion
antimicrobiana que ejerce la microbiota natural sobre los microorganismos patégenos no
fue dilucidado, pero especularon que la actividad antagonista que presenté la microbiota
natural sobre Listeria monocytogenes se debid a la produccién de siderdforos por parte de

Pseudomonas.

Enterobacter sakazakii, Pantoea sp., Enterobacter sp., Escherichia coli, Bacillus sp., (banda

5) estd presente en los frutos control y con tratamiento, sin embargo, no se encuentra
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presente en el dia 12 en los frutos que recibieron tratamiento. La banda 12 identificada
como Enterobacter sp., E. pyrinus, E. cloacae, E. asburiae, E. agglomerans, E. hormaechei,
E. hermannii, Klebsiella sp., Salmonella enterica subsp. Arizonae, al igual que la banda 5
aparece en los frutos control siempre y en los frutos con tratamiento desaparece hacia dia
12. Randazo et al. (2009), encontraron que miembros de la familia Enterobacteriaceae son
los miembros dominantes en vegetales frescos. Harris et al. (2003) identificaron en
vegetales precortados a los géneros Erwinia, Enterobacter y Pantoea. Algunos de los
miembros de Enterobacteriaceae como el género Erwinia integran al grupo de patégenos
de las plantas, pero algunos otros géneros como Enterobacter, se han reconocido como
patégenos importantes para el hombre y han estado implicados en sindromes clinicos en

los ultimos afios.

La banda 10 identificada como Enterobacter sp., Pantoea sp., P. dispersa, P. agglomerans,
P. stewartii, Erwinia sp., E. stewartii se encuentra presente en frutos control y con
tratamiento hasta el dia 4 pero cuando los frutos control llegan al dia 12 no se encuentra
presente. Erwinia sp. es un fitopatdégeno causante de mancha negra bacteriana en el

mango por lo que podria esperarse su presencia en la superficie del mismo.

La banda 20 que se identificé como Klebsiella sp., K. pneumonia, K. oxytoca, Enterobacter
asburiae, E. aerogenes esta presente en los frutos control al inicio (dia cero) y al final (dia
12) y aparece en los frutos con tratamiento hasta el dia 12. Se ha reportado que la
presencia de algunos microorganismos en la superficie de productos vegetales pueden
contribuir a la reduccion de enterobacterias patégenas (Oliveira et al., 2012). Asi pues, se
ha reportado que Enterobacter asburiae utiliza de manera mas eficiente muchas de las
fuentes de carbono y de nitrégeno que utilizan los microorganismos patégenos como E.
coli 0157:H7 (Cooley et al., 2006), esto sugiere que E. asburiae es capaz de competir por
los nutrientes disponibles en la superficie del mango con lo que podria afectar claramente
la sobrevivencia de otros microorganismos, entre ellos, las enterobacterias patdgenas.

Generalmente en la superficie de productos vegetales intactos, los nutrientes estan
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presentes en pequefias cantidades y limitan el crecimiento bacteriano (Brandl, 2006);
asimismo, se ha reportado que S. enterica y otras enterobacterias patégenas no estan
bien adaptadas para utilizar completamente todo el espectro de nutrientes presentes en
la superficie de las plantas y por lo tanto estan limitados por la cantidad y el tipo de
nutrientes disponibles que pueden asimilar para crecer. Brandl (2006) reporté que E. coli y
S. enterica son incapaces de utilizar la sacarosa, uno de los principales azucares presentes
en los exudados de las plantas. En los frutos como el mango, las fuentes de carbono y
energia provienen de dcidos organicos (citrico, malico, succinico, tartarico) y de sacarosa,
aungue también contiene almiddn (Strawn y Danyluk 2010). Al inicio de la maduracién del
fruto, la sacarosa es predominante pero se ha reportado que al final de la madurez de los
mangos, la glucosa y fructuosa se encuentran en mayor concentracién y los acidos

organicos disminuyen conforme el fruto madura (Gonzalez-Aguilar et al., 2001).

En conclusién, la aplicacion de técnicas independientes del cultivo permitié conocer los
cambios en la microbiota bacteriana de la superficie del mango después de aplicar el
tratamiento con UV-C, ademas, permitié monitorear los cambios de ésta, a lo largo del
tiempo de almacenamiento del fruto. Estos resultados revelan que algunos géneros estan
presentes inicialmente en la superficie de los frutos y otros se encuentran de manera
constante a través del tiempo de almacenamiento de los frutos. Por lo tanto, estos
resultados podrian contribuir en la industria procesadora de frutos para obtener una
visidn mas clara en la mejora de las practicas de higiene durante el manejo de los frutos
en fresco, a fin de preservar la calidad microbioldgica de los productos hasta llegar al
consumidor y con ello poder satisfacer los requerimientos cada vez mas exigentes por

parte de los mismos.

5.4 EXPERIMENTOS RETO PARA EVALUAR LA SOBREVIVENCIA DE E. coli EN LA
SUPERFICIE DE MANGOS ATAULFO

El consumo de frutas y vegetales es visto como un factor de riesgo para los brotes de

infecciones causadas por enterobacterias patdgenas tales como Salmonella y E. coli, por lo




Andlisis de Resultados y Discusion 3 )%
l -

que un mejor entendimiento del comportamiento de estas enterobacterias en la
superficie de los frutos, contribuird en la prevenciéon de la contaminacion inicial y la
persistencia de estos patdgenos. Comprender la ecologia de los enteropatégenos en los
productos vegetales resulta importante para el desarrollo de métodos de control con los
que se podria contribuir con la prevencion de la contaminacion (Aruscavage, 2006).
Asimismo, existen microorganismos que pueden presentar actividad inhibitoria sobre
microorganismos patdégenos para humanos por lo que muchas veces es posible que
microorganismos patégenos para humanos presentes en los alimentos sean inhibidos o
eliminados por accidén de microorganismos antagonistas presentes de manera natural en

estos productos (Schuenzel y Harrison, 2002).

5.5 Efecto de la modificacion de la microbiota superficial sobre la sobrevivencia de E. coli
en la superficie de mangos con tratamiento UV-C

Tal como otros productos vegetales que se consumen en fresco, el mango Ataulfo puede
ser vehiculo potencial para que las enterobacterias patégenas como E. coli, las
enterobacterias patégenas fueron responsables del 60% de los brotes asociados al
consumo de frutas y verduras frescos, en los que se identificd al agente etioldgico
causante (Berger et al., 2010). La prevencion de la contaminacidn es vital para evitar
brotes de enfermedades gastrointestinales pero también es importante conocer el
potencial de E. coli para sobrevivir y crecer en ambientes especificos, en este caso la
superficie del mango Ataullfo. Por lo tanto, un mejor entendimiento del ecosistema
microbiano de la superficie de los frutos puede ser extremadamente util para prevenir el
crecimiento de enterobacterias patdgenas, asi como para reducir la contaminacién por
estas mismas, en las diferentes etapas del manejo postcosecha y el almacenamiento hasta

SuU consumao.

Para la seleccidn de la cepa adecuada se inocularon en la superficie del mango 4 cepas de
E. coli (aisladas previamente por el grupo de trabajo de la superficie del mango y que

presentaban la caracteristica de ser resistentes a ampicilina). Se evalud su sobrevivencia
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(datos no mostrados). La sobrevivencia fue definida en este trabajo como la capacidad

que tiene el microorganismo para sobrevivir en la superficie del fruto a 25 °C.

En lo que respecta al efecto que tiene la modificacién de la microbiota bacteriana de la
superficie del mango, puede favorecer el crecimiento de E. coli, se observa que tanto en
los frutos con tratamiento como en los que no fueron tratados, las cuentas de E. coli
disminuyen (fig. 20) conforme trascurre el tiempo de almacenamiento. De las 24 hasta las
84 horas en los frutos que recibieron tratamiento con UV-C se observan cuentas mayores
en comparacion con los frutos control; sin embargo, no existen diferencias significativas

(P> 0.05) entre estos puntos.
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Figura 20. Sobrevivencia de E. coli en la superficie de mangos con tratamiento UV-C y sin tratamiento

(control).

Las cuentas de E. coli en los mangos control fue de un poco mas de 5 logig durante las
primeras 4 horas, sin embargo, a partir de las 8 horas de inoculados los frutos, se observa

un descenso importante en la sobrevivencia de E. coli las poblaciones son de alrededor de
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3 logiplo que permanece de manera casi constante hasta las 168 horas (7 dias). Para las

192 horas (8 dias) la sobrevivencia desciende de manera drastica hasta menos de un ciclo
logio. Cooley et al. (2006) demostraron que E. coli, puede limitar su sobrevivencia en la
superficie de lechuga hasta 10 veces por la accién de Enterobacter asburiae. Cabe
destacar que fue identificada como posible miembro de la microbiota de la superficie del
mango Atallfo a E. asburiae, al final del tiempo de almacenamiento, por lo que estos
resultados sugieren la posibilidad de que la microbiota natural presente en la superficie

del mango puede evitar que las enterobacterias patdgenas se establezcan en su superficie.

Por otro lado, en los frutos que recibieron tratamiento con UV-C, se observo que E. coli no
crece, sin embargo, sobrevive, la cuenta inicial disminuye hasta por dos ciclos logig las
primeras 24 horas, pero conforme transcurren los dias la tendencia de las poblaciones
permanece casi constante hasta por 8 dias después. Esto parece apuntar a que las
bacterias que sobreviven después de las 24 horas, son las que presentan una mayor
capacidad para sobrevivir en la superficie del mango. Aunque, es por demas preocupante
el hecho de que logren sobrevivir durante este tiempo debido al riesgo de un brote por

consumo de los frutos contaminados por E. coli.

Hoy en dia, hay poca informacion respecto a la interaccién entre patégenos humanos con
la microbiota natural de los mangos. La microbiota natural puede tener ventajas
competitivas que pueden contribuir con la supresién de microorganismos indeseables.
Schuenzel y Harrison (2002) demostraron que cepas de Pseudomonas fluorescens tienen
efecto antagdnico sobre L. monocytogenes, sin embargo, el mecanismo por el cual inhibe
a esta, no ha sido descrito todavia, la competencia por los nutrientes parece ser el
mecanismo mas importante. De igual forma, Babic et al. (1997) demostraron que el
género Pseudomonas predomina en productos vegetales y que tiene la habilidad de
limitar el crecimiento de patdgenos tales como L. monocytogenes y E. coli 0157:H7,
asimismo, en combinacion con Candida sake puede restringir el crecimiento de Penicillum

expansum. Esto resulta por demas interesante ya que se identificd la probable presencia
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de Pseudomonas en la superficie del mango Ataulfo como se menciond en un apartado
anterior. En otro estudio, Johnston et al. (2009), aislaron cepas de los géneros Pantoea,
Pseudomonas, Klebsiella, Enterobacter, Aeromonas, Burkholderia y Serratia que
presentaron actividad inhibitoria contra cepas de E. coli 0157:H7, en estos géneros
aproximadamente el 17% de las cepas produjo péptidos con actividad antimicrobiana
como parte de su estrategia inhibitoria y el 16% de estas cepas produjo acido como parte
de ésta. Asi pues, existen diversos mecanismos de accién por lo que las bacterias

presentan actividad inhibitoria contra otros microorganismos.

Por otro lado, algunas interacciones de enterobacterias con integrantes de la microbiota
natural pueden ser benéficas o neutrales para el crecimiento y la sobrevivencia de estos
patdgenos después de que llegan al producto vegetal (Aruscavage et al., 2006). Miembros
de algunos géneros de los hongos Cladosporium sp., pueden promover el crecimiento de
los patdégenos debido al cambio de un pH mas favorable, es decir cambian las
caracteristicas fisicoquimicas en el medio haciéndolas mas adecuadas para el crecimiento

de los patdgenos (Brandl, 2006).

Critzer y Doyle (2010) reportan que miembros de los géneros Pantoea, Pseudomonas,
Klebsiella, Enterobacter, Aeromonas y Burkholderia, tienen capacidad para inhibir a E. coli
0157:H7 en hojas de lechuga y espinaca. Sin embargo, estos géneros sdlo se aislaron
antes del tratamiento de desinfeccidn; lo cual sugiere que aunque la desinfeccion puede
ser un tratamiento benéfico en la reduccidon de enterobacterias patdgenas, también
puede disminuir a la microbiota natural y con ello los beneficios antagonistas de esta. Los
mangos a los que se les aplicé el tratamiento con UV-C mostraron importantes
modificaciones en |la microbiota presente en su superficie a partir del dia 4, sin embargo,
en la figura 20, no existen diferencia de la sobrevivencia de E. coli entre los frutos control y
los frutos que recibieron tratamiento con UV-C, por lo nos indica que los miembros de la

microbiota natural que perduran a lo largo del tiempo de almacenamiento en los mangos
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control y los que recibieron el tratamiento con UV-C pudieran ser los que permiten la

sobrevivencia pero no el crecimiento de E. coli en la superficie del mango Atadulfo.

Existen factores que permiten el establecimiento y la colonizacién de las enterobacterias
patdgenas en la superficie de las plantas. Diversos mecanismos han sido relacionados con
la colonizacion de las bacterias en las plantas incluyendo la produccién de

lipopolisacdridos y exopolisacdridos, motilidad y quimiotaxis (Brandl, 2006).

Para que la colonizacién por enterobacterias patdgenas se lleve a cabo en la superficie del
mango Ataulfo, la adhesion es un proceso vital, la cual es un proceso fisicoquimico que
ocurre cuando la bacteria es capaz de superar las fuerzas repulsivas presentes entre ella 'y
la superficie de la planta. Este proceso garantiza que las bacterias no se desprenderan de
la superficie una vez que los mecanismos de colonizacidn se han activado. Las bacterias se
adhieren por medio de exopolisacdridos; una vez que esto ocurre, son capaces de formar
microcolonias que promueven la sobrevivencia (Collignon y Korsten, 2010). La fimbria curli
parece estar involucrada en la adherencia de las bacterias en la superficie de las plantas
pero las cepas de E. coli patdgenas (Critzer y Doyle, 2010), ademads, cuentan con otros
mecanismos por los cuales se adhieren a las plantas; los polimeros bacterianos, celulosa,
poli-B-1,6-N-acetil-D-glucosamina y acido coldnico, ademas de fimbrias agregativas estan
involucradas en la adhesién de E. coli y Salmonella en la superficie de las plantas similares
a las usadas por las bacterias de la microbiota natural o patégenas de las plantas que
también usan celulosa (Teplitski et al., 2009). Salmonella enterica y E. coli tienen genes
para la produccion de celulosa, un rasgo que esta involucrado en su habilidad para formar
biopeliculas in vitro. Con la formacién de agregados, las células bacterianas pueden
protegerse del efecto de los frecuentes flujos de actividad de agua en plantas por un
tiempo (Brandl, 2006). Salmonella enterica forma agregados con Pantoea agglomerans en

la superficie de las hojas de cilantro (Brandl y Mandrell, 2002).
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Para que las enterobacterias patégenas puedan sobrevivir en la superficie de los frutos,
ademas, deben de transportar y utilizar los nutrientes disponibles. Fett (2000) (citado por
Collignon y Korsten, 2010) sugiere que las enterobacterias patdgenas pueden incorporarse
a las biopeliculas de la superficie, estas amortiguan las fluctuaciones ambientales y se
encuentran a menudo asociadas con las fuentes de nutrientes, tales como las venas de las
hojas, estomas, lenticelas, entre otros. Collignon y Korsten (2010), encontraron que cepas
de E. coli 0157:H7, Salmonella y L. monocytogenes se adhieren preferentemente cerca de
los tricomas en duraznos y en ciruelas, asimismo, se adhieren preferentemente en las
zonas cercanas a las lenticelas. Después de la interaccidn inicial entre la superficie del
fruto y los microorganismos, la colonizaciéon ocurre si el microorganismo es capaz de
utilizar los nutrientes de la superficie del fruto. Collignon y Korsten (2010) encontraron
que E. coli y Salmonella fueron capaces de utilizar los nutrientes disponibles en la
superficie de duraznos y ciruelas al presentar crecimiento, sin embargo, después las
poblaciones decrecieron con el tiempo debido a las condiciones inhdspitas de la superficie

de los frutos.

Otro de los factores que limita la sobrevivencia de las enterobacterias patdégenas en la
superficie de las plantas es la competencia por los nutrientes. Altas concentraciones de P.
syringae actlan como antagonistas de E. coli 0157:H7, ya que posiblemente compiten por
las mismas fuentes de carbono y energia (Dingman, 2000). En este sentido, se demostré
que Enterobacter asburige utiliza muchas de las mismas fuentes de carbono y de
nitrogeno que E. coliy el hecho que inhibe el crecimiento, sugiere que E. asburiae es capaz
de utilizar y por tanto competir de manera mas eficientemente por los nutrientes
disponibles en el producto, lo que afecta claramente la sobrevivencia de E. coli (Cooley et
al., 2003). Por otro lado, Matos y Garland (2005) reportaron que en alfalfa la competencia
con Salmonella fue mayor en comunidades no caracterizadas y compuestas de varias
especies que con las cepas individuales, lo que puede indicar posibles efectos sinérgicos
entre las especies de los miembros de la microbiota natural. Cepas de E. cloacae reducen

las poblaciones de E. coli 0157:H7 y de L. monocytogenes hasta por un ciclo logaritmico
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pero Salmonella Typhymurium no resulta afectada por la presencia de estas cepas
(Jablasone et al., 2005). En este trabajo, el género Enterobacter fue identificado como
miembro mayoritario de la microbiota bacteriana de la superficie del mango Ataulfo tanto
en frutos control como los que recibieron tratamiento, por lo que se puede suponer que
compiten por las mismas fuentes de carbono con los miembros de la microbiota natural
de la superficie del mango. En este trabajo E. coli fue capaz de sobrevivir por 8 dias en la
superficie de los mangos Ataulfo, lo que indica que probablemente la fuente de nutrientes
esta disponible para estos patédgenos, aun cuando tengan que competir por estos con
miembros de la microbiota natural. Por lo anterior, la sobrevivencia de E. coli puede
representar un riesgo sanitario para los consumidores de mango en fresco, aun cuando la
dosis infectiva de E. coli es en promedio de 10° células presentes (FDA, 2009), ademas,
esta reportado que los eventos de crecimiento hasta esas concentraciones son poco
comunes, sin embargo, existe el riesgo de que estas enterobacterias patdgenas en las
condiciones propicias puedan alcanzar sus dosis infecciosas durante la postcosecha,
durante el almacenamiento o mientras el producto es procesado para su consumo
(Brandl, 2006). En general las enterobacterias patdgenas pueden sobrevivir pero no crecer
en la superficie intacta de las frutas o vegetales debido en parte al caracter protector de
las barreras naturales del producto vegetal (pared celular y la cuticula) (Harris et al.,
2003). El fruto del mango al igual que todas las partes aéreas de las plantas posee barreras
estructurales que tienen como papel fisiolégico, la proteccién contra patdgenos y dafios
mecanicos. Entre ellas, se encuentran la pared celular, la cuticula y las aperturas naturales
(estomas, lenticelas, entre otras) (Burnett et al., 2000). Para traspasar estas barreras, las
bacterias necesitan de enzimas hidroliticas que destruyan dichas barreras, las
enterobacterias patdégenas no pueden producir estas enzimas, lo que limita Ia
disponibilidad de los nutrientes y de la humedad (Harris et al., 2003). La mayoria de las
bacterias fitopatdégenas y endodfitas se ayudan a si mismas produciendo enzimas
hemicelulasas y pectinasas que degradan los polimeros en la pared celular de las plantas,
otros producen cutinasas que pueden alterar la cuticula y con ello propiciar un aumento

en la liberacion de nutrientes (Wells y Butterfield, 1999). Ademas, los productos vegetales
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a su vez acumulan metabolitos secundarios, que en algunos casos poseen propiedades
antimicrobianas (Teplitski et al, 2009). Algunos miembros de Ila familia
Enterobacteriaceae pueden producir tales enzimas, sin embargo, E. coli, pertenece a la
misma familia y no es capaz de producirlas y su genoma no codifica homdélogos conocidos
de pectinasas o hemicelulasas (Teplitski et al., 2009). Asimismo, la sobrevivencia de
enterobacterias patégenas en la superficie de los productos vegetales aumenta
significativamente una vez que las barreras protectoras se rompen, ya sea por dafo fisico
o por degradacion de estas por fitopatégenos (bacterias y hongos). Sin embargo, en
algunos casos, como en los frutos minimamente procesados, estas barreras externas son
rotas, de este modo se crea la oportunidad para la colonizacién de las bacterias
(Janisiewicz et al., 1999). También, la infiltracidon de las enterobacterias patdgenas puede
ocurrir cuando las bacterias estan presentes en el agua o en la superficie de los frutos y
durante el procesamiento de los productos vegetales existe un diferencial negativo de

temperaturas (Buchanan et al., 1999).

Por otro lado, existen factores intrinsecos de los frutos pueden afectar la sobrevivencia de
los microorganismos, como lo es el caso del pH, que en la piel de mangos Ataulfo fue en
promedio de 3.3 a 3.9 y esta reportado que el intervalo minimo de pH en el que E. coli
puede crecer es de 4 a 4.5 (Strawn y Daniluk, 2010). Collignon y Korsten (2010) observaron
que Salmonella crecié en mangos y que E. coli sélo sobrevivido en estos, debido a que
Salmonella tiene el sistema RPOS, un sistema de adaptacién al acido (Foster y Spector,
1995) y puede jugar un papel en esta diferencia. El sistema de respuesta al acido,
encontrado en Salmonella, puede contribuir a su crecimiento en mangos minimamente
procesados. Este sistema de respuesta al acido es activado bajo condiciones de estrés
(Foster y Spector, 1995), incluyendo ambientes de bajo pH (aproximadamente a pH 4)
presente en la superficie de mangos frescos minimamente procesados. La expresion de
rpoS puede ser la causa principal de la sobrevivencia en condiciones de estrés, tales como
las bajas temperaturas, incremento de la acidez y la oxidacién, permitiendo que las cepas

persistan hasta la transmisién en humanos o en otros huéspedes. El sistema rpoS también
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contribuye en la capacidad de S. enterica y posiblemente en otras enterobacterias
patégenas para sobrevivir en la superficie de las plantas (Lépez-Velasco et al., 2010).
Asimismo, Brandl (2006) reporta que la induccién del operon sap promueve en S. enterica
la resistencia al acido y por lo tanto su sobrevivencia en las condiciones acidas del
intestino; y sugiere que por lo tanto un periodo de residencia en la filosfera puede inducir

un incremento en la viruencia de las enterobacterias patégenas.

Adicionalmente, Collignon y Korsten (2010) reportan que E. coli sobrevivié por 28 dias a 12
°C, ellos destacan la importancia de prevenir la contaminacién de productos en fresco por
enterobacterias patdgenas, implementando estrategias tales como Buenas Practicas
Agricolas y Buenas Practicas de Manufactura, ademds del Analisis de Riesgos y Puntos
Criticos de Control (HACCAP, por sus siglas en inglés) durante el manejo postcosecha. Esto

resulta ser esencial para la seguridad en el consumo de mangos Ataulfo.

5.6 EFECTO DEL TRATAMIENTO CON UV-C SOBRE LOS COMPUESTOS FENOLICOS DE LA
PIEL DE MANGOS Y SU ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA CONTRA CEPAS AISLADAS DE
LA SUPERFICIE DEL MANGO

5.6.1 Concentracidon de compuestos fendlicos totales

La exposicion de las plantas a diversas condiciones de estrés, puede inducir la produccién
de metabolitos secundarios, como la sintesis de compuestos fendlicos, especialmente por
modulacion de la actividad de la fenilalanina amonio liasa (PAL, por sus siglas en inglés).
Esta enzima, sin embargo, puede ser activada de maneras diferentes de acuerdo a la
especie, a variaciones genéticas o dependiendo del papel que juega en el metabolismo y

fisiologia de la planta.

En general la radiacién con UV-C retrasa la maduracién de los frutos (Barka et al., 2000),
pero principalmente ha sido relacionada con la actividad germicida y la induccion de
resistencia a enfermedades por medio de compuestos involucrados en las respuestas de

defensa, tales como la formacion de fitoalexinas y los compuestos fendlicos (Lemoine et

( 1] 72
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al., 2007). Se ha reportado que la aplicacién de dosis de UV-C, es capaz de promover la
accion de la enzima PAL relacionada con la produccidon de compuestos fendlicos, esta
enzima juega un papel importante en la biosintesis de compuestos fendlicos, muchos de

los cuales, se ha comprobado tiene actividad antimicrobiana (Nigro et al., 2000).

El mango es fuente de diversos compuestos fendlicos (Masibo y He, 2008). Durante el
desarrollo del fruto del mango, la concentracidon de fenoles totales es mas alta en la piel
que en la pulpa (Lakshminarayana et al., 1970), en promedio el contenido de fenoles

totales en la piel es de 4066 mg /kg (Berardini et al., 2005).

Ademas, diferentes estudios muestran que la determinacién del contenido de compuestos
fendlicos difiere de acuerdo con la polaridad de los solventes utilizados para su extraccion.
Trabelsi et al. (2010) reportaron que la adicién de un 20% de agua destilada al solvente de
extraccion puede influenciar considerablemente su capacidad de la misma, cuando ellos
utilizaron mezclas acuosas de etanol y acetona, la extraccion fue 1.5 veces mas alta
comparadas con los solventes puros. Por lo que para la determinacién de los fenoles
totales se realizaron pruebas preliminares con diferentes mezclas acuosas con dos
solventes, metanol y acetona (datos no mostrados), finalmente se selecciond la mezcla de

extraccion de metanol al 80% con el que se trabajo para todas las muestras.

En la figura 21, se muestra el contenido de fenoles totales para los extractos crudos de
pieles de mangos control y mangos con tratamiento UV-C. Al dia cero, se obtuvo una
concentracion de 375mg/g de fenoles totales en los extractos crudos de la piel de mangos
control, sin embargo no se encontré diferencia significativa (P > 0.05) con los frutos que
recibieron tratamiento con UV-C. Se observa que en el dia 12, la concentracion de fenoles
totales fue muy similar en mangos control y los tratados con UV-C, por lo que el
tratamiento en este caso, no tiene un efecto en lo que respecta a la induccién de la
sintesis de compuestos fendlicos como se ha reportado anteriormente (Gonzalez-Aguilar

et al., 2002). Gonzélez-Aguilar et al. (2007) reportan que mangos de la variedad ‘Tommy
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Atkins’ tratados por 10 min. con UV-C 10 presentaron un continuo incremento en los

fenoles totales durante el tiempo de almacenamiento. A pesar de estos resultados se
decidid evaluar la actividad antimicrobiana de los extractos crudos obtenidos de la piel de
mango Ataulfo, debido a que la concentracién de fenoles totales no es indicativo del tipo
de compuesto fendlico que se encuentra presente y en que concentraciones, lo que puede
tener influencia en la cantidad y el tipo de bacterias que pueden colonizar la superficie del

mango Ataulfo.
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Figura 21. Comparacién del contenido de fenoles totales en la piel de mangos
con tratamiento UV-Cy sin tratamiento.

5.6.2 Actividad antimicrobiana de extractos crudos preparados a partir de la piel de
mango Ataulfo

Kabuki et al. (2000) reportaron actividad antimicrobiana de extractos preparados a partir

de semillas y hojas de mango sobre 18 especies diferentes entre las cuales estaban E. coli,

Salmonella sp., Klebsiella aerogenes y Bacillus cereus, teniendo este antecedente, se

evaluod la actividad antimicrobiana de los extractos crudos de la piel de mango, los
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extractos inhibieron el crecimiento de algunos microorganismos. Los extractos crudos de
los mango control presentaron actividad antimicrobiana sobre 3 de las 14 especies en que
se probaron. Entre ellas, P. fluorescens presenté la mayor sensibilidad (fig. 22, tabla 6) y se
encontré diferencia significativa (P < 0.05) en la actividad antimicrobiana (medida como el

didmetro de inhibicion) para esta cepa, entre los dias 4 y 12.

Figura 22. Actividad antimicrobiana de
extractos fendlicos preparados a partir de la
piel de mango tratados con UV-C sobre P.
fluorescens.

De acuerdo con los resultados mostrados en la tabla 6, P. fluorescens y P. sutszeri
resultaron ser las mads sensibles a la actividad antimicrobiana de los extractos de piel de
mango con y sin tratamiento. Rodriguez et al. (2007) encontraron que algunos
compuestos fendlicos como el acido vainillinico y el acido gdlico fueron menos efectivos
contra E. coliy P. aureginosa en comparacién con la catequina. Para los extractos crudos
de mangos Ataulfo, es probable que ocurra los mismo en relaciéon a la actividad
antimicrobiana del acido gdlico debido a que en el dia cero presenta su mayor
concentracion (fig. 25 B) y no se ve efecto en la actividad antimicrobiana contra las cepas

de la superficie del mango (tabla 6).
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Tabla 6. Actividad antimicrobiana de extractos preparados a partir de la piel de mangos con y sin

tratamiento UV-C.

Diametro de la zona de inhibiciéon (mm)*

Bacteria Dias Control Tratamiento
P. Fluorescens 0 36 35
4 31 45
12 37 45
P.sutzeri 0 30 40
4 32 40
12 35 35
P. aeruginosa 0 N 22
4 N 22
12 N 16
E. cancerogenus 0 N N
4 N N
12 N N
E. hormanechei 0 22 24
4 N 23
12 N 25
E.cloacae 0 N N
4 N 18
12 N N
E.aerogenus 0 N N
4 N 18
12 N N
K. pneumoniae 0 N N
4 N N
12 N N
K.ornithinolytica 0 N N
4 N 16
12 N 18
C. freundii 0 N N
4 N 16
12 N 20
C.amalonatus 0 N N
4 N N
12 N N
S.marcescens 0 N N
4 N N
12 N N
Salmonella sp. 0 N N
4 N 12
12 N 15
E.coli 0 N N
4 N 15
12 N 18

N = Negativo; * Con discos de papel filtro 6mm

Asimismo, los extractos crudos de piel de mangos que recibieron tratamiento con UV-C

presentaron actividad antimicrobiana en 10 de las 14 cepas probadas,

lo que

probablemente es debido a algin componente que se puede sintetizar después de aplicar
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el tratamiento con UV-C. Dentro de las cepas que presentaron sensibilidad destacan E. coli
y Samonella, los agentes causales mas comunmente asociadas con enfermedades
causadas por el consumo de frutas y verduras (Aruscavage et al., 2006; Brandl, 2006;

Heaton y Jones, 2007).

Otro de los compuestos fendlicos que fue encontrado en los extractos de la piel del mango
Ataulfo fue el acido clorogénico (fig. 23-1), respecto a este compuesto y de acuerdo con
los resultados mostrados en la tabla 6, se puede decir que P. aeruginosa, E. hormanechei,
E. cloacae y E. aerogenus presentaron sensibilidad al acido clorogénico, ya que este se

encontrd en una concentracién mayor en los mangos tratados en el dia 4 (fig. 26).

Binutu y Cordel, 2000 reportaron que el acido gdlico y sus derivados tienen actividad
antimicrobiana sobre bacterias Gram-positivas y Gram-negativas. Para el caso de los
extractos crudos del mango Ataulfo, estos tuvieron actividad antimicrobiana en P.
fluorescens, P.sutzeriy E. hormanechei en el dia cero en los frutos control (tabla 6) que es
cuando se determind la mayor concentracién de acido galico (fig.25B) pero para el resto
de las cepas no, por lo que el acido galico parece no tener actividad antimicrobiana sobre

las cepas aisladas de la superficie del mango Ataulfo.

El mecanismo de accién de la actividad antimicrobiana de algunos compuestos fendlicos
no estd del todo determinado, sin embargo, se cree que la degradacion de la pared celular,
el dafo a la membrana citoplasmatica y a las proteinas de membrana, la filtracién del
contenido intracelular y la coagulacion del citoplasma pueden ser los mecanismos que
causan la muerte celular, también se cree que la alteracidn del material genético por parte

de las cumarinas y alcaloides puede ser otro mecanismo (Singh, 2012).

Por otro lado, los galotaninos de la semilla de mango muestran actividad antibacteriana
contra bacterias patégenas de los alimentos, se sabe que los taninos desnaturalizan a las

proteinas por lo que se ha sugerido que esto puede contribuir con su actividad
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antibacteriana y también puede afectar la disminucion de la adherencia de las bacterias.
Engels et al. (2012) reportaron que E. coli presentd mayor resistencia a los galotaninos en
comparacion con L. monocytogenes. Adicionalmente, Singh (2012) reporta que la difusidn
de los compuestos fendlicos estd relacionada con la temperatura por lo que la
temperatura de almacenamiento puede influir en la actividad antimicrobiana de los
compuestos fendlicos. Asimismo, el tipo de compuesto que los productos vegetales filtran
a través de sus barreras influye en la cantidad y el tipo de bacterias que pueden colonizar
la superficie de un producto vegetal, tal como ocurre en las manzanas Macintosh que se
inhibid la proliferacion de cepas de E. coli 0O157:H7. Reinders et al. (2001) demostraron
que el acido cafeico presente en las manzanas, inhibe la proliferaciéon de E. coli 0157:H7.
Asimismo, Heaton y Jones (2008), encontraron que una amplia variedad de &cidos
fendlicos incluyendo el cafeico inhiben el crecimiento de L. monocytogenes in vitro. Los
resultados obtenidos para el mango Ataulfo sugieren que los compuestos fendlicos
pueden jugar un papel importante para limitar la sobrevivencia de las enterobacterias
patdgenas en los frutos. Ademads, pudiera ser posible que los compuestos fendlicos
purificados se utilicen como antimicrobianos naturales en sistemas alimenticios o bien
para extender la vida util de estos productos previniendo el crecimiento de bacterias

patdgenas.

Cabe destacar que en los resultados obtenidos con los extractos de mangos tratados con
UV-C, se observa un incremento de la actividad antimicrobiana en el dia 12 (tabla 6)
cuando decae la concentracién de todos los compuestos fendlicos cuantificados, lo que
podria indicar que existe algun otro compuesto no identificado en este estudio que estd
contribuyendo a que se presente la actividad antimicrobiana en los extractos crudos de
mangos tratados con UV-C. En conclusidén, se ha demostrado que diferentes tipos de
compuestos fendlicos muestran diferente actividad antimicrobiana contra algunas
bacterias que pudieran ser patégenas; la sensibilidad de las bacterias hacia los diferentes
compuestos fendlicos depende ademas del tipo de compuesto y de su concentracién, por

lo que también se hace necesario establecer la concentracion minima inhibitoria para
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cada una de las especies que se encontraron en la superficie del mango y las

enterobacterias patdégenas que pudieran contaminar al fruto. La eficiencia de los

compuestos antimicrobianos depende del tipo de compuesto, del género y especie del

microorganismo, ademas de factores ambientales tales como el pH, la actividad de agua y

la temperatura (Singh, 2012).

5.6.3 Identificacion de los compuestos fendlicos presentes en la piel del mango por
medio de HPLC (Cromatografia de liquidos de alta eficiencia)

Los compuestos fenolicos que se encuentran en la piel del mango incluyen al acido galico,

el acido cafeico, el acido clorogénico, el acido elagico, mangiferin, quercetina, ramnetina,

kaempferol entre otros. También se han identificado antocianinas y se estima se

encuentran en concentraciones de 203 a 565 mg/100 g dependiendo de la variedad y

estado de madurez del mango (Berardini et al., 2005).

Los cromatogramas (fig. 23 y 24) muestran tres compuestos fendlicos que fueron

exitosamente identificados en la piel del mango de acuerdo al tiempo de retencién y las

caracteristicas espectrales de cada pico. El andlisis por HPLC de los extractos crudos de las

pieles de mango con y sin tratamiento muestra la presencia del acido clorogénico, el acido

galico y el acido cafeico. Se observan diferencias en los picos (algunos no identificados)

hacia el final del analisis, estos desaparecen en las muestras de mangos tratados (fig. 23 y

24).
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Figura 23. Cromatograma de compuestos fendlicos de piel de mangos control (sin tratamiento). 1) Acido
clorogénico, 2) Acido galico y 3) Acido cafeico.
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Figura 24. Cromatograma de compuestos fendlicos de piel de mangos con tratamiento (20 min. 254 nm). 1)

Acido clorogénico, 2) Acido galico y 3) Acido cafeico.

En lo que se refiere a la concentracién de cada uno de los compuestos identificados, se
encontraron resultados por demads interesantes. En la figura 25A, se muestran los
resultados obtenidos para el acido cafeico, se observa que en los frutos control las
concentraciones oscilan entre 1 a 1.5 mg durante el tiempo de almacenamiento de los
frutos, la concentracién mas alta para esta condicion se reporta cuando los frutos han
alcanzado el dia 12. Para el caso de los frutos que recibieron tratamiento con UV-C las
concentraciones obtenidas fueron desde 0.5 mg hasta 0.7 mg, sin embargo, las

concentraciones mas altas se observan en los dias 4 y 12.

En la figura 25B se muestran los resultados con respecto al acido gdlico, en los frutos
control se observa que la mayor concentracién (2.3 mg) la presenta al dia cero,
posteriormente desciende drasticamente a cero y se incrementa hasta 1.8 mg en el dia 12.
Con respecto a los extractos crudos de los mangos con tratamiento (fig. 25B) al dia cero no
se detectd concentracidén de acido galico, la cual al dia 4 se incrementa hasta 0.3 mg,

finalmente al alcanzar el dia 12 la concentracidn de acido gélico llega a 1.8 mg.
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Figura 25. Contenido de (A) acido cafeico y (B) acido galico en piel de mango

Respecto al acido clorogénico (fig. 26) los frutos control, al dia cero presentaron una
concentracion de 9 mg, que desciende hasta 6 mg en el dia 4, y se incrementa hasta 7 mg
al alcanzar el dia 12. En el caso de los frutos que recibieron tratamiento al dia cero
presentan una concentracion de 6 mg, que aumenta hasta 10 mg al dia 4 y finalmente la

concentracion desciende hasta 9 mg en el dia 12.
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Figura 26. Contenido de 4cido clorogénico en piel de mango.
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Por otro lado, algunos compuestos fendlicos que estdn localizados en los productos
vegetales se encuentran presentes como agliconas o glicosidados y como esteres o estan
unidos a la pared celular (Soong y Barlow, 2006). La reduccidon de la efectividad
antimicrobiana puede ser atribuida al uso de extractos crudos, ya que estos generalmente
contienen flavonoides en su forma glicosidada, en la cual el azlucar presente disminuye la
eficacia contra algunas bacterias (Singh, 2012). Se recomienda entonces, realizar una
hidrélisis dcida para liberar estos compuestos glicosidados que pudieran estar presentes

en los extractos crudos de la piel del mango Atadulfo.
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VI. CONCLUSIONES

En este trabajo se implementaron de manera exitosa las condiciones 6ptimas de la
electroforesis en gel con gradiente desnaturalizante (DGGE) para conocer los cambios en
la microbiota superficial del mango Ataulfo. Se demostrd que los frutos de un mismo lote
presentan una patron de bandas similar y por lo tanto una similitud de la composicién

bacteriana de la superficie del mango Ataulfo.

Para el caso de la microbiota bacteriana de la superficie del mango Ataulfo, la aplicacién
de técnicas independientes del cultivo como el DGGE permitid conocer los cambios en la
microbiota bacteriana derivados de la aplicacién del tratamiento con UV-C, asimismo,
permitid monitorear los cambios a lo largo del tiempo de almacenamiento de los frutos.
Se encontrd que algunos géneros estan presentes inicialmente en la superficie de los
frutos y otros se encuentran de manera constante a través del tiempo de almacenamiento
de los frutos. Estos resultados podrian utilizarse en la industria procesadora de frutos para
obtener una vision mas clara en la mejora de las practicas de higiene durante el manejo de
los frutos en fresco, a fin de preservar la calidad microbioldgica de los productos hasta

llegar al consumidor.

A partir de la secuenciacion de las bandas de la microbiota superficial del mango, se
identificaron 12 géneros prevalenciado las bacterias Gram-negativas, el género que se
identific6 como prevalente fue Enterobacter. También se encontraron bacterias Gram-

positivas, algunos géneros se identificaron como bacterias acido lacticas.

En el patrén de bandas de la superficie del mango se identificaron bacterias que han sido
reportadas por su capacidad para inhibir el crecimiento de enterobacterias patdgenas

para los humanos, asimismo, se identificaron bacterias de los géneros que se han
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identificado como patdgenos importantes para el hombre y que han estado implicados en

sindromes clinicos.

Se determiné el potencial que tiene E. coli para sobrevivir en la superficie del mango
Atallfo y se demostrd que esta enterobacteria patégena no crece en la superficie del
mango Ataulfo pero puede sobrevivir hasta por 8 dias, con lo que se destaca la
importancia de prevenir la contaminacidn por patégenos en estos frutos. Los resultados
obtenidos podrian recomendar a la industria procesadora de frutos, el control mas
estricto en las practicas de higiene durante la manipulacién después de la aplicacion de los
tratamientos postcosecha con el fin de preservar la calidad microbioldgica de los frutos

hasta llegar al consumidor final y asi garantizar la inocuidad de los mismos.

La concentracién de fenoles totales no se vié afectada por la aplicacién del tratamiento
con UV-C pero la concentracidon de los 3 compuestos fendlicos identificados si mostré

cambios importantes en su concentracion.

Los extractos crudos preparados del las pieles de los mangos control presentaron
actividad antimicrobiana sobre tres cepas en las que se probaron, P. fluorescens resulté
ser la mas sensible, mientras que los frutos con tratamiento presentaron actividad
antimicrobiana sobre 10 cepas. Los resultados obtenidos para el mango Ataulfo sugieren
gue los compuestos fendlicos pueden jugar un papel importante para limitar la

sobrevivencia de las enterobacterias patdgenas en los frutos.

Se demostré que los compuestos fendlicos identificados en la piel del mango Ataulfo
tienen actividad antimicrobiana contra algunas bacterias que pudieran ser patogenas, sin

embargo mostraron diferentes comportamientos con los extractos.
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VIl. RECOMENDACIONES

A partir de los resultados obtenidos en este trabajo, se recomienda realizar estudios en los
que se evalue la formacion de biopeliculas por parte de Salmonella sp. y E.coli que
pudieran contaminar la superficie del mango y con ello determinar el efecto que tienen

estas biopeliculas en la inocuidad de frutas como el mango.

Asimismo evaluar las potenciales fuentes de contaminacién del mango Ataulfo durante
cada una de las etapas postcosecha para mejorar el control de los microorganismos
patdégenos, manteniendo asi la calidad y la seguridad de los productos en fresco para el

consumo humano.

Se sugieren estudios adicionales para una mejor elucidaciéon del comportamiento de E. coli
durante su sobrevivencia en la superficie del mango Ataulfo, como por ejemplo evaluar
por medio de DGGE la presencia de E. coli como miembro de la comunidad bacteriana de
la superficie del mango. Ademas, se necesitan dilucidar los mecanismos por los cuales las
enterobacterias patégenas pueden ser controladas por la microbiota natural. Estos puntos
de vista pueden ser utiles en el desarrollo de la inhibicidn competitiva de la microbiota

gue mitiguen la colonizacion y sobrevivencia de enterobacterias patdgenas.

Se recomienda identificar los mecanismos para que los compuestos que presentaron
potencial de actividad antimicrobiana estén disponibles en la superficie del fruto, asi como
la determinacién de su concentracién minima inhibitoria en diferentes enterobacterias

patogenas.

Dado que se tienen reportes de que algunos compuestos fendlicos se encuentra como
agliconas, compuestos glicosidados y que esto contribuye en la reduccion de su actividad

antimicrobiana, entonces se recomienda, realizar una hidrdlisis acida para liberar estos
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1
compuestos glicosidados que pudieran estar presentes en los extractos crudos de la

[t

piel del mango Ataulfo.

Se propone el estudio que permita evaluar si patégenos como Salmonella sp. y E. coli
pueden penetrar en el fruto del mango y bajo que condiciones podrian llevarlo a cabo,
asimismo, la evaluacién de la sobrevivencia de estas bacterias en condiciones acidas que

pudiera presentar el mango.
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