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RESUMEN

El mango es muy valorado debido a los ingresos econdmicos que genera Su
exportacion, por lo que es importante impulsar los productos agropecuarios, como lo
es el mango Ataulfo, que ademas es la Unica variedad de origen mexicano. Si la
competencia por los mercados siempre ha sido fuerte, la globalizacion la intensifica. La
radiacion gamma se ha propuesto como una tecnologia segura para darle un valor
agregado al alimento ya que reduce las enfermedades transmitidas por ellos.
Actualmente, la irradiacibn gamma en el mango no contempla el control de patégenos;
por lo que se requiere determinar el efecto de las dosis en el control de bacterias
patégenas sin que éstas afecten la calidad del producto, asi como conocer el efecto
sobre la microbiota nativa después del tratamiento. Primero se caracterizé la cepa por
métodos bioquimicos e inmunolégicos, identificandola como Escherichia coli (E. coli)
0102:H6 enteropatdégena. Después se inocularon los mangos con esta cepa y se
mandaron irradiar a 0, 0.5, 1 y 1.5 KGy; se almacenaron a temperatura ambiente y se
realizo el analisis microbiolégico por cuenta en placa. Se encontré que a mayor dosis
de radiacion gamma menor la sobrevivencia de E. coli 0102:H6. Y que el estado de
madurez y la calidad del mango antes de ser irradiado fueron aspectos importantes
para obtener mejores resultados. En el mismo lote se evalu6 la calidad de los mangos
donde se observé que la radiacion gamma no tuvo un efecto negativo en los
parametros fisiol6gicos y fisicoquimicos evaluados. En otro lote se realiz6 el analisis
sensorial por el método QDA®. La dosis de 0.5 y 1 KGy no afectaron el perfil sensorial
del mango Ataulfo significativamente. Se escogié como dosis éptima la de 1 KGy ya
gue presentd la menor sobrevivencia de E. coli 0102:H6 sin afectar sensiblemente las
propiedades fisiolégicas, fisicoguimicas y sensoriales del mango Ataulfo. Se evalué el
efecto de la dosis de 1 KGy en la microbiota superficial del mango por el método 16S
rRNA PCR-DGGE. Se observé un efecto directo (dafio oxidante) y un efecto indirecto
(interacciones interespecie), este Ultimo predomind sobre el estrés abidtico; por lo que
el perfil de la comunidad bacteriana en el mango irradiado a las 72 h de

almacenamiento fue similar al del control.
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1. ABREVIATURAS

AC Atmosferas controladas

AFF Alianza por la alimentacion y la
agricultura  (Alliance for Food and
Farming)

AM Atmosferas modificadas

APHIS Servicio de Inspeccibn de Sanidad
Agropecuaria (Animal and Plant Health
Inspection Service)

C Citosina

CDC Centros de Control y Prevencion de
Enfermedades (Center for Disease
Control Prevention)

CNP Consejo Nacional de Produccién

CIPF Convencion Internacional de Proteccion
Fitosanitaria

CNSNS Comisién Nacional de Seguridad Nuclear
y Salvaguardias

DBS Ruptura doble de cadena (double strand
break)

DGGE Gel con gradiente desnaturalizante

DGSV Direccién General de Sanidad Vegetal

Dntp Desoxirribonucleotido trifosfatado

EDTA Acido etilen diamino tetraacético

EMEX Empacadoras de Mango de Exportacion
A.C.

EROs Especies Reactivas de Oxigeno

ETA Enfermedades transmitidas por alimentos

EtOH Etanol

FAO Organizacion de las Naciones Unidas
para la agricultura y la alimentacion
(Food and Agriculture Organization)

FAOSTAT Base de datos estadisticos

fundamentales de la FAO




FDA Administracion de medicamentos 'y
alimentos de E.U.A. (Food and Drug
Administration)

FoodNet Programa Activo de Investigacion de
Enfermedades Transmitidas a Través de
los Alimentos

G Guanina

Gy Gray

ICN Instituto de Ciencias Nucleares

IAEA Agencia Internacional de Energia
Atomica (International Atomic Energy
Agency)

ICMSF International Commission on
Microbiological Specifications for Foods.

IICA Instituto Interamericano de Cooperacion
para la Agricultura

ININ Instituto Nacional de Investigaciones
Nucleares

INEGI Instituto Nacional de Estadistica vy
Geografia

KGy Kilo Grays

NAPPO Organizacion Norteamericana de
Proteccion a las Plantas (North American
Plant Protection Organization)

OECD Organizacion para la Cooperacion y
Desarrollo Econdémico (Organization for
Economic Cooperation and Development)

OIEA Organismo Internacional de Energia
Atémica

OMS Organizacion Mundial de Salud

pb Pares de base

PCR Reaccion en cadena de la polimerasa

PPQ Proteccibn de Plantas y Cuarentenas
(Plant Protection and Quarantine)

PSA Persulfato de amonio

RNA asa Ribonucleasa




SAGARPA

Secretaria de Agricultura, Ganaderia,

Desarrollo Rural, Pesca y Alimentacion

SDS Dodecil sulfato sédico

Senasica Servicio Nacional de Sanidad, Inocuidad
y Calidad Agroalimentaria

SIAP Servicio de Informacién Agroalimentaria y
Pesquera

SINAIS Sistema Nacional de Informacion en
Salud

TAE Amortiguador tris, acido acético glacial,
EDTA

TBE Amortiguador tris, acido bérico, EDTA

TE Amortiguador tris, EDTA

TEMED N,N,N,N'-tetrametilenodiamina

TES Amortiguador tris, EDTA, cloruro de sédio

TH Tratamiento hidrotérmico

UFC Unidades formadoras de colonia

USDA Departamento de Agricultura de los

Estados Unidos (United States

Department of Agriculture)




2. INTRODUCCION

Las frutas tropicales son importantes para los paises en desarrollo, tanto desde el
punto de vista nutricional como en los ingresos que se obtienen con sus
exportaciones. Sin embargo, la exportacibn hacia los principales mercados esta
obligada a cumplir con normas internacionales y estandares de seguridad y calidad
alimentaria (FAO, 2009).

El mango es un fruto muy valorado debido a los ingresos econémicos que genera su
exportacion. Es la variedad de fruta tropical que mas se produce en todo el mundo,
seguido por la pifia, la papaya y el aguacate (FAO, 2009). Durante los primeros ocho
meses de 2012, las exportaciones de mango alcanzaron los 215 millones de ddlares
(SAGARPA, 2012). La Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la
Agricultura (FAO) ubica a México con un valor de produccién de mango estimado en
978 millones de doélares anuales (SAGARPA 2012).

Los principales productores de mango a nivel mundial son los paises Asiaticos y
México, siendo India el mas importante. En 2002 India tuvo una participacion del
44.6%, seguido por China con un 12.7%, México con un 6.4% y Tailandia con un 6.3%
(Osuna-Garcia et al, 2002). En el 2010 India sigui6 liderando con una participacion del
42 %, pero México bajé al quinto lugar con el 4.2%. En cuanto a las exportaciones,
México era hasta hace unos afios el mayor exportador a nivel mundial; en el 2012
India lo desplazé y ahora es el segundo exportador mundial (SIAP, 2012) con envios
de alrededor de 270 mil toneladas (SAGARPA, 2010; SAGARPA, 2012). Sus
exportaciones se destinan principalmente a los mercados de Estados Unidos, Canada,
Europa (Paises Bajos, Espafia y Reino Unido) y Japén. (SAGARPA-SIAP, 2008,
SAGARPA, 2012).

El incremento de la demanda del mango fresco en los mercados europeos Yy
estadounidenses, a partir de 1995, ha venido presionando a los paises proveedores
para que mejoren y estandaricen la calidad de las principales variedades, asi como la

regularidad del suministro.

En el mercado de los Estados Unidos de América (EUA), el cual es el mercado mas
importante para México donde se canaliza 80 % del volumen exportable (EMEX,
2011a), se observa que el precio de compra del mango afio con afio va teniendo una

disminucion. Del afio 1993 al afio 2002 se tuvo una pérdida del 34.1% del precio de



venta. AUn a pesar de ésta situacion, México ha incrementado sus volimenes de
exportacion en un 138% con respecto al afio 1993 (SAGARPA, 2005). Del afio 2008-
2010, el precio del mango varid entre 1.8 a 3 pesos dependiendo la oferta y la
demanda del mercado (EMEX, 2011a).

En los dltimos afios, paises como Brasil, Ecuador, Perd, Guatemala y Nicaragua, entre
otros, han estado desplazando a México en sus exportaciones, aun cuando nuestro
pais sigue conservando el liderazgo en cuanto al volumen en América Latina, estos
paises han tenido un despegue en sus precios de venta en comparacién con el mango
Mexicano. En promedio el mango Mexicano se cotiza un 40% menos que otros paises.
(USDA, 2003)

Las principales razones por las que se rechazaron productos que se querian importar
a EUA en el 2010 fueron por mal uso de plaguicidas, etiquetado y por contaminacion
microbiana. La FDA ha podido ver un aumento en la contaminacion microbiana, la cual
es causada por agua de riego contaminada o por un mal manejo de las frutas y
hortalizas frescas en el almacenamiento o empaque. Las principales bacterias
encontradas por la FDA y por las cuales los productos hortofruticolas son rechazados
son Salmonella, E. coli (EMEX, 2011b).

En el momento de un rechazo de importacion a Estados Unidos hay dos opciones:

1. Devolver el producto a su pais de origen. Esto se presenta cuando el producto
se encuentra en perfecto estado, pero no puede ingresar a los Estados Unidos
por el etiquetado, empaque u otra razén que no comprometa la vida de quienes
consumirian el producto. Al regresar el producto a su pais de origen, la
empresa puede venderlo en el mercado interno, o exportar a otros paises.

2. Destruir el producto. Esta opcion es utilizada cuando el producto esta infectado
por alguna bacteria 0 se encuentra en mal estado para su consumo. Cuando
hay rechazos por salud publica, como por ejemplo por presencia de E. coli, se
notifica a las entidades competentes del pais de origen.

Cabe resaltar, que entre mas riesgo tenga un producto de padecer de bacterias o

efectos por mal uso de plaguicidas, habra mayores inspecciones.

La inocuidad alimentaria se ha convertido en una prioridad, tanto para la salud publica,
como para mantener la competitividad, posicionamiento y mayor acceso a los
mercados nacional e internacional. Los consumidores de los paises desarrollados con

alto poder adquisitivo estan dispuestos a pagar el costo de un régimen regulatorio que



garantice estdndares mas altos y exigen a sus gobiernos mayor vigilancia para

garantizar el abasto de alimentos inocuos (Osuna-Garcia et al, 2007).

El comercio del mango ha sido limitado por su naturaleza altamente perecedera. Es
susceptible a enfermedades, a temperaturas extremas y dafos fisicos. La mayoria de
las tecnologias postcosecha han sido disefiadas para el control de enfermedades del
mango y la proteccion contra dafio durante el empaque y el transporte. México exporta
mangos tratados con agua caliente, método que se utiliza contra la mosca de la fruta,
estimando una merma del 25% relacionado al uso de este procedimiento (NAPPO,
2008). Sin embargo, no se contempla el control de bacterias patégenas, las cuales
causan gastos en el servicio de salud y cierre de fronteras; por lo tanto, causan

pérdidas econémicas muy importantes.

La radiacién gamma se ha propuesto como una alternativa para dar al mango un valor
agregado (interrumpe procesos que conducen a la descomposicién y mata bacterias,
aumentando su calidad). Aunado a esto, se conoce mucho acerca de la sobrevivencia
de patdgenos en el humano a partir de que se consumen; sin embargo, no se tiene
informacion sobre las condiciones de sobrevivencia de estos en productos frescos. Se
busca contribuir en el conocimiento sobre el comportamiento de patégenos y el efecto
sobre la microbiota nativa en frutos, después de un tratamiento postcosecha. Por lo
gue es importante, entonces, observar los efectos que tiene la radiacibn gamma tanto

en el patbgeno como en la microbiota nativa del fruto.



3. ANTECEDENTES

3.1 MANGO
Los mangos son los frutos del arbol también llamado mango, un arbol longevo de hoja

perenne siempre verde que puede llegar a alcanzar los 20 metros de altura.

El fruto es una gran drupa carnosa, posee un mesocarpio comestible de diferente
grosor segun los cultivares y las condiciones de cultivo. Su peso varia desde 150 ¢
hasta 2 kg. Su forma también es variable, pero generalmente es ovoide-oblonga. El
color puede estar entre verde, amarillo y diferentes tonalidades de rosa, rojo y violeta.
La cascara es gruesa, contiene un numero importante de compuestos; como
polifenoles, carotenoides, vitaminas, enzimas y fibra dietética; no debe comerse
porque contiene una resina rica en mangiferina, acido mangiférico y mangiferol que
poseen propiedades irritantes para la piel. La carne es jugosa, dulce, fibrosa, con un

profundo aroma y muy buen sabor (Vasquez-Valdivia et al, 2009).

3.1.1 CLASIFICACION TAXONOMICA DEL MANGO

El Mango (Mangifera indica Linnaeus) pertenece a la familia de las anacardiaceas.

- Reino Vegetal

- Clase Angiospermae

- Subclase Dicotyledonae

- Orden Sandae

- Familia Anacardiaceae
- Género Mangifera

- Especie indica

3.1.2 COMPOSICION QUIMICA DEL MANGO
Tabla 1. Composicién quimica del mango Ataulfo en madurez comercial (Rodriguez y
Romo, 2010)

Componente Cantidad
(%e)
Humedad 83830097
Carbohidratos | 13.02 = 1.02
Proteina 054=034
Grasas 1.08 =040
Fibra Cruda 0.05=0.04
Cenizas 047=041




Tabla 2. Promedio de diferentes variedades: (FAO, 2013)

Mango, crudo

Agua (g) 84.80 Acidos grasos 0.06 Hierro (mg) 0.10
saturados (g)
Proteinas (@) 0.50 Acidos grasos 0.05 Fésforo (mg) 11.00
monoinsaturados
@)
Grasas (9) 0.30 Acidos grasos 0.01 Vitamina A 137.00
poliinsaturados (g) (ng)
Cenizas (g) 0.30 Sodio (mg) 2.00 Tiamina (mg) 0.06
Carbohidratos 14.10 Potasio (mg) 156.00 Rivoflavina 0.06
totales (g) (mg)
Vitamina C (g) 28.00 Calcio (mg) 10.00 Niacina (mg) 0.60

La composicién del mango es diferente segun la variedad, su estado de desarrollo y
las condiciones de cultivo; pero todos ellos tienen en comudn su elevado contenido en
agua (Tablas 1 y 2). Contiene una cantidad importante de hidratos de carbono por lo
tanto, su valor calérico es elevado (Tablas y 2). Es rico en acidos (mélico, palmitico, p-
cumarico y miristico), flavonoides (quercetina, camferol), carotenoides (vitamina A),
vitaminas del grupo B y en vitamina C (funcién antioxidante) (Tabla 2). ElI mango
Ataulfo contiene también minerales como potasio [0.943 mg/Kg], calcio [0.176 mg/Kg],
magnesio [0.07 mg/Kg], hierro [119.9 mg/Kg], zinc [5.7 mg/Kg], manganeso [38.5
mg/Kg], sodio [42.1 mg/Kg] y boro [8 mg/Kg] (Pérez-Barraza et al, 2007).

3.1.3 VARIEDADES DEL MANGO

Algunas de las variedades que produce México con calidad de exportacion son
Tommy Atkins, Haden, Kent, Keitt, Manila y Ataulfo (SIAP, 2012).

En los ultimos afos el mango Ataulfo ha incrementado su volumen de exportacion. En
el 2012, esta variedad tuvo la participacion porcentual mas alta en comparacion con
las otras variedades (SIAP, 2012). Entre las caracteristicas mas sobresalientes del
mango Ataulfo que lo han posicionado en el mercado nacional e internacional, esta su
excelente calidad organoléptica, alto contenido de azlcares (gran palatabilidad para el
consumidor), su gran vida de anaquel que le permite ser trasladado a mercados

lejanos y su tolerancia a los tratamientos cuarentenarios contra la mosca de la fruta




gue le permiten también expandir su mercado a paises de Norteamérica e incluso a
Europa.

Caracteristicas: de color amarillo, forma alargado, longitud 12.5 - 14 cm, anchura 5.5—
6 cm, peso 180 — 260 gr (SIAP, 2004). Susceptible a la antracnosis. Contiene muy

poca fibra.

Los estados de Guerrero, Oaxaca, Colima, Sinaloa, Nayarit y Chiapas son los
productores de mango Ataulfo mas importantes en México. Nayarit figura como uno de
los estados productores y exportadores mas importantes de mango en México con
mas de 22,000 hectareas (Pérez-Barraza et al, 2007), de las cuales mas de 7,000 son
cultivadas con mango Ataulfo, la Unica variedad de origen mexicano con calidad de
exportacion (Vazquez-Valdivia et al, 2009). En lo que respecta al cultivo de mango la
variedad Ataulfo es la mas importante en el estado de Chiapas.

3.1.4 COSECHA

La cosecha debe hacerse mediante el uso de escaleras y bolsas especiales de malla,
con el fondo moévil para evitar que los frutos caigan al suelo al momento de
cosecharlos, luego se colocan en cestas para ser llevados al sitio de seleccion y
empaque. La caida de la fruta puede causarle magulladuras y posteriormente
estropeamiento. Para el mercado nacional, los mangos deben ser cosechados cuando
los frutos se encuentran cercanos a su madurez. Para el caso del mercado
internacional los frutos se deberan cosechar en estado pintén (80% verdes), luego son
llevados al centro de acopio donde seran clasificados, sometidos al tratamiento con
agua caliente y posterior empaque. Los embarques con destino a empacadoras de
exportacion se deben movilizar en transportes protegidos con una malla sombra de
propileno (60% de sombra) o enlonados. Los embarques deben tener las plataformas
libres de hojarasca, ramas y desechos de fruta. Esta actividad es responsabilidad del
transportista (NOM-075-FITO-1997).

3.1.5 MADURACION DE FRUTOS CLIMATERICOS

La maduracién de un fruto es un proceso de diferenciacion bajo control genético,
implicando la sintesis programada de enzimas especificas.
La madurez fisioldgica de una fruta se alcanza cuando ha logrado un estado de

desarrollo en el cual ésta puede continuar madurando normalmente aun después de



ser cosechada para llegar a la madurez de consumo. Si la cosecha se efectla antes,
la maduracién se vuelve irregular.
La madurez de consumo es el estado fisioldgico en el cual la fruta presenta las

caracteristicas fisicas, quimicas y sensoriales apropiadas para ser consumida.

Los frutos respiran para llevar a cabo la produccién de energia, el carbono proviene de
la oxidacion de las reservas de almidén, azucares solubles y otros metabolitos como
acidos organicos. Una vez cosechado, el producto no puede reemplazar estas
reservas y la velocidad con la que disminuyen sera un factor de gran importancia en la

duracién de la vida postcosecha del producto (Tabla 3).

Durante la maduracion se producen cambios metabdlicos intensos en donde los
azucares son los sustratos preferidos para la biosintesis y suministro de energia pues
son oxidados (via glucdlisis) hasta acido piravico, el cual a su vez, por
descarboxilacién oxidante se convierte en Acetil-CoA que se metaboliza, via ciclo de
Krebs, dando lugar a la formacion de CO,, H,O y energia (ATP, GTP) la cual queda
disponible para la biosintesis de azlcares, acidos organicos, proteinas, nucleotidos,
glucésidos, etc. Durante todo este proceso, el contenido de azlcares aumenta por
hidrdlisis del almidon, aunque algunos azucares sean utilizados como sustratos para la

actividad respiratoria.

Tabla 3. Principales cambios durante la maduracion de los frutos. (Modificado
de Primo-Yufera, 1997)

Acidos Acido citrico Disminuyen con la

Acido malico maduracion.

(son sustratos gluconeogénicos)

Polisacaridos

Almidoén (carbohidrato de

Dan consistencia firme a los

reserva) frutos. Se hidroliza durante la
Pectinas (carbohidrato maduracion.
estructural)
Color Clorofila La clorofila se degrada en la
Carotenoides maduracion. Se inicia la
biosintesis de carotenoides.
Agua Agua Aumenta la transpiracion,

propicia la pérdida de peso.

Carbohidratos solubles

Fructosa, glucosa y sacarosa

Aumentan en la madurez
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Todos estos procesos bioquimicos y fisiolégicos son regulados por fitohormonas, en
especial por el etileno. Las fitohormonas ejercen las reacciones primarias capaces de
iniciar una serie de eventos moleculares que conducen a un efecto fisiolégico medible
como cambios de la expresidon génica y maodificacion de procesos metabdlicos. El
etileno es la Unica hormona vegetal gaseosa; por lo tanto, ésta se puede mover
rapidamente a través de los tejidos por difusion. La biosintesis del etileno se inicia con
la metionina que se asocia a la adenosina conformando la S-adenosilmetionina
(AdoMet). El paso siguiente es la conversion de este intermediario en ACC (acido 1-
aminociclopropano-1-carboxilico) el cual se desdobla en etileno con liberacion de CO..
Las tres reacciones estdn gobernadas por las enzimas AdoMet-sintetasa para la
sintesis de AdoMet; la ACC-sintasa para el ACC y la ACC-oxidasa para el etileno,
siendo esta Ultima una reaccion aerdbica. Varios factores pueden acelerar o frenar
estas interconversiones. La sintesis y actividad de la enzima ACC-sintasa es
estimulada por factores abiéticos como inundacion, sequia y dafio mecanico o durante
algunas etapas de desarrollo como cierto grado de madurez de frutos. Aumentos de
ACC, ACC-oxidasa y etileno se han observado en varios frutos un par de dias después
de su cosecha; sin embargo, las reacciones de sintesis también pueden ser

incrementadas bajo algunas situaciones de estrés.

Los efectos méas conocidos del etileno son a nivel de la maduracion de frutos (Tabla 3).
En breve también se denota un aumento global de la respiraciéon con alta produccién
de CO,. Aunque este efecto es inicialmente lento, la produccion de etileno se
“retroalimenta”, es decir, los niveles endégenos auto-generan un mayor incremento de
su sintesis rapidamente y en forma exponencial. EI aumento explosivo del nivel de
producciéon de etileno en algunas frutas se denomina climaterio. El fenbmeno ocurre
solamente en algunas especies. Entre los frutos climatéricos se puede citar a banana,

manzana, tomate, paltas, kiwi, melon, pera, higo, durazno, nectarin y mango.

Mecanismos de accion

A nivel de la membrana del reticulo endoplasmico esta el receptor proteico del etileno
denominado ETR1 de 79-kDa con dominio transmembranal en forma de dimero. El
receptor ETR se dimeriza (por presencia de una proteina RAN citosolica mediante
enlaces disulfuro y con fijacion de un i6n de Cu™) interactda con otra quinasa (CTR1)
presente en el citosol y la activacién de ésta inicia una cascada de MAP quinasas que
culmina con la desactivacién de la proteina EIN2. Cuando el etileno es percibido, el
receptor ETR se inactiva desacoplandose la interaccion entre ETR y CTR1. La

desactivacion de la cascada de quinasas resulta en la activacion de la proteina EIN2 la
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cual regula la activacion de factores de transcripcion EIN3 y EIL1, los que finalmente
inducen la expresion de genes especificos de respuesta al etileno. Los genes blanco
de EIN3/EIL1 son genes que también codifican para factores de transcripcion.
EIN3/EIL1 reconocen “elementos de respuesta primarios” (PERE) presentes en los
promotores de genes ERBP. A su vez, los factores de transcripcion EREBPs
reconocen cajas GCC en genes de respuesta final a etileno. Un EREBP, ERF1, por
ejemplo, esta involucrado en regular genes de defensa de la planta (Jordan y
Casaretto, 2006).

El proceso de maduracion de una fruta se ha clasificado en tres etapas:

1. Preclimaterio o fruto inmaduro (E1 o estadio 1): este proceso ocurre en la
planta, se empieza a desarrollar la fruta y todas las sustancias se acumulan en
ella, la fruta esta verde, su textura es fuerte, insipida y tiene una gran cantidad
de &cidos organicos, almidones, enzimas y minerales.

2. Inicio del climaterio (E2 o estadio 2) y maximo climaterio o fruto maduro (E3 o
estadio 3): cuando se cosecha aumenta la respiracibn y se presentan
diferentes cambios en la fruta, se desarrollan sabores, olores caracteristicos y
pigmentos como los carotenos que daran coloraciones amarillas y rojas. La
textura cambia, se vuelve méas blanda, disminuye la cantidad de &cidos, los
almidones comienzan a desdoblarse en azlcares lo que da un sabor més dulce
a la fruta, llegando al punto donde ésta tiene las caracteristicas para su
consumo.

3. Postclimaterio o envejecimiento (E4 o estadio 4): todos los compuestos
empiezan a degradarse, la respiracion disminuye, los azlcares se desdoblan a

alcoholes y di6xido de carbono y los tejidos se vuelven mas blandos.

3.1.6 MICROBIOTA DEL MANGO
La microbiota del mango no se conoce con certeza, entre las bacterias que se han

aislado del mango se encuentran:

o Coliformes: Klebsiella oxytoca, Enterobacter agglomerans, Rahnella aquaris.
Predominan Klebsiella pneumoniae y Enterobacter cloacae. (Guadarrama-
Orozco, 2009)

o Enterobacterias: Salmonella spp., Escherichia coli, cominmente se han
detectados como responsables de brotes infecciosos (Perez-Jimenez, 2007;
Ramirez-Villatoro, 2012).
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o Bacterias acido lacticas: Lactococcus lactis, Lactobacillus sp., Lactobacillus

confusus, Lactobacillus viridescens (Ramirez-Villatoro, 2012)

En estudios de Poubol e Izumi, 2005 se identificaron bacterias Gram negativas y el

60% eran de la familia Enterobacteriaceae.

Nuestro grupo de trabajo, encontr6 en mangos Manila Klebsiella pneumoniae,
Enterobacter cloacae, Staphylococcus xylosus, Pantoea agglomerans vy
Corynebacterium xerosis; en mangos Ataulfo se identificaron E. coli, Enterobacter
cloacae, Citrobacter freundii, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa,
Pseudomonas fluorescens, Klebsiella ornithinolytica, Enterobacter cancerogenous,
Enterobacter aerogenous, Serratia marcescens y Pseudomonas stutzeri (Guadarrama-
Orozco, 2009).

Las fuentes de contaminacién pueden ser por suelo, fecales, a través de la infiltracion
de aguas residuales en los campos, riego con agua contaminada, uso incorrecto de
abonos y por la mala manipulaciébn durante la cosecha, empaque, transporte,
distribucién o en el destino final. Algunas condiciones como la disponibilidad de
nutrientes, temperatura, pH, humedad y salinidad inadecuadas favorecen la

multiplicacién de estas bacterias.

Se ha demostrado que Salmonella y E. coli poseen sistemas de sobrevivencia a la
acidez (inducidos por valores bajos de pH aproximadamente 3.65) (Guadarrama-
Orozco, 2009) y E. coli puede sobrevivir en el jugo de mango con un pH de 3 (Hsin-Yi
y Cheng-Chun, 2001, Hsin-Yi et al, 2002). Salmonella puede internalizarse en el
mango durante la aplicacion de los tratamientos hidrotérmicos (Penteado et al, 2004) y
se ha visto que Escherichia coli O157 puede internalizarse en manzanas (Aruscavage
et al, 2006) a través de heridas. Escherichia coli tiene la capacidad de formar
biopeliculas (comunidades bacterianas altamente especializadas y encapsuladas en
una matriz de exopolisacaridos), que les confiere resistencia a agentes quimicos como
el cloro, los desinfectantes y los antibiéticos, entre otros (Vélez et al, 2001) y donde
puede ocurrir transferencia de material genético entre diferentes bacterias
(Aruscavage et al, 2006). Ademas de que con los métodos postcosecha, se puede
reducir la microbiota natural del mango y los patégenos como E. coli pueden crecer y

ocasionar brotes.
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3.1.6.1 Escherichia coli

Es un bacilo Gram (-), anaerobio facultativo, de la familia Enterobacteriaceae, su pH

Optimo es de 6-7, mesobfilo, se le considera un microorganismo de la microbiota normal

del hombre, pero hay cepas que pueden ser patégenas. Para determinar el grupo

patégeno al que pertenecen se clasifican por los antigenos somaticos (O) y flagelares

(H). El antigeno O es el responsable del serogrupo; la determinacion del antigeno

somaético y flagelar (O:H) indica el serotipo, el cual se asocia a un cuadro clinico en

particular (Tabla 4).

Tabla 4. Caracteristicas de los grupos de E. coli causantes de diarrea. (Rodriguez-
Angeles, 2002)

Grupo | Sintomas clinicos Epidemiologia Serogrupos y serotipos mas
comunes
ETEC | Diarrea aguda acuosa | Nifios menores de dos | 0O8:H9, O15:H11, O20:H-, O25:H-
afios 027:H7,078:H12, 0148:H28,
y diarrea del viajero 0159:H20
EHEC | SUH, CH, diarrea con | Nifios y adultos 0157:H7 026:H11, O0O1.03:H2,
sangre, dolor, fiebre, 0113:H21, 0119,0128, 0145
EIEC Diarrea con moco y Nifios menores de seis | 0O28:H, 0O112ac:H-, 0O144:H-,
sangre o diarrea meses 0152:H-, 164:H-0167:H
acuosa.
EPEC | Diarrea aguda, dolor Nifios menores de 6 055, 086, 0142, O111:H- 0127,
abdominal, vomito, meses hasta 2 afios. 0102:H6
fiebre baja.
EAEC | Diarrea liquida, verde | Recién nacidosy 044:H18
con moco, sin sangre, | nifios menores de 2
diarrea persistente afnos.
hasta 20 dias.
DAEC | Diarrea acuosa sin Nifios de 1 a 5 afios 0126:H27
sangre

3.1.7 PLAGAS DEL MANGO (Brisefio-Contreras y Vargas-Solano, 2008; Rodriguez-

Ramirez y Romo-Escartin 2010)

La mosca de la fruta: Las hembras depositan los huevos en la pulpa del fruto
dando lugar a la maduracion prematura del fruto originando su pudricion. La
mosca mexicana de la fruta es perteneciente a la especie del género

Anastrepha; es la principal plaga del mango.
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Aserrador del mango: (Trachysomus sp.) coledptero que se alimenta de la
madera muerta. Para ello corta las ramas circularmente, lo que impide que
circule la savia. Luego pone las larvas en la rama afectada que termina por
pudrirse.

Escama blanca del mango: (Aulacaspis tubercularis) insectos que chupan la
savia de la planta.

Pulgén negro: (Aphis craccivora Koch.) las ninfas de estos insectos se comen
los frutos en su estadio inicial.

Coccidios: los insectos de esta familia que atacan al mango son numerosos,
como la cochinilla del mango, de escudo, blanca, puarpura circular, marrén
blanda, la cochinilla de la tizne, el piojo rojo, etc. Sus dafios se producen tanto
en el tronco como en hojas y frutos; ademés originan una melaza sobre las
partes afectadas que favorece el ataque de diversos hongos. Los frutos pueden

sufrir decoloraciones que impiden su exportacion.

3.1.8 ENFERMEDADES DEL MANGO (Brisefio-Contreras y Vargas-Solano, 2008;

Rodriguez-Ramirez y Romo-Escartin 2010)

Antracnosis: (hongo Colletotrichum gloesporioides Penz) es la que aparece con
mas frecuencia. Ataca a todas las partes visibles de la planta produciendo
manchas marrones en las hojas que se convierten en agujeros por destruccion
del tejido, caida de las flores o del fruto. Esta enfermedad requiere tratamiento
con fungicidas.

Mildiu polvoriento: (Oidium mangiferae) su sintoma es un micelio polvoriento
que cubre las hojas, frutos y flores. Puede producirse el cuarteado de la piel de
los frutos y la caida de los méas pequefios.

Rofia: (Elsinoe mangifera) Produce grietas en los frutos que terminan
pudriéndose.

Mancha negra: causada por el hongo Alternaria alternata. Los sintomas en los
frutos se desarrollan tras la cosecha, al comienzo de la maduracion, con la
aparicion de pequefias manchas circulares. A continuacion estas manchas se
agrandan y dan lugar a una mancha Unica que llega a cubrir la mitad del fruto.
La enfermedad avanza y las manchas penetran en la pulpa que se oscurece y
ablanda.

Mancha negra bacteriana: afecta a todos los 6rganos aéreos. Esta causada por
la bacteria Xanthomonas campestris. El sintoma tipico de esta enfermedad se
manifiesta en el tronco del mango por la aparicion de chancros negros

longitudinales con exudados de resina, aunque también aparecen sintomas en
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hojas viejas y frutos. Tratamientos: la instalacion de cortavientos y la poda
sistemética de los brotes infectados disminuye la propagacién de la
enfermedad. El empleo de aspersiones cupricas combate de manera eficaz
esta enfermedad.

- Pudricién del pedunculo: Es una enfermedad que puede ser ocasionada por un
complejo de hongos, entre los que se encuentran Lasiodiplodia sp., Dothiorella
sp., Citosphaera mangiferae y Pestalotiopsis sp. Los sintomas dependen del
hongo involucrado, sin embargo, la lesiébn se ubica principalmente en el
pedunculo. Los sintomas incluyen areas difusas de aspecto humedo que
crecen a partir del pedinculo en proyecciones en forma de dedo, las que
rapidamente se tornan a un color oscuro. Es comun que la epidermis afectada
se rompa y un liquido de color café fluya del pedunculo o de las heridas

abiertas.

3.1.9 TRATAMIENTOS APLICADOS PARA ALARGAR LA VIDA UTIL DE LAS
FRUTAS

- Tratamiento hidrotérmico (TH)

Como se menciond anteriormente, todos los mangos destinados a la exportacion a
E.U.A. deben recibir inmediatamente después de la cosecha un tratamiento
hidrotérmico, el cual consiste en inmersion en agua caliente para eliminar posibles
infestaciones de moscas de la fruta (Senasica, 2012f). Una vez concluido el
tratamiento con agua caliente, se saca del tanque y se transporta la canasta al area de
cuarentena, en donde la canasta estara en espera de 30 minutos para posteriormente
introducirla en el tanque de agua a una temperatura no menor de 21°C para evitar que

la fruta se deshidrate.

- Quimicos

De acuerdo con la NOM-075-FITO-1997, el tratamiento de fumigacion para mango
debe realizarse en camaras de fumigacién, con bromuro de metilo (100% puro), con
dosificacion de 40 g/m? durante 2 h de exposicion a presion atmosférica normal y con
media hora de ventilacion.

Los plaguicidas incluyen al carbendazim, procloraz, ditiocarbamatos, imazilil,
tiabendazol y benomilo como tratamiento postcosecha.

La vainillina puede ser un conservante practico para el procesamiento de mangos
frescos recién cortados. La actividad antimicrobiana de la vainillina en contra de cuatro

bacterias (Pantoea agglomerans, Aeromonas enteropelogenes, Micrococcus lylae, y
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Sphingobacterium spiritovorun), cuatro hongos (Alternaria sp., Aspergillus sp.,
Penicillium sp., y Fusarium sp.), y levaduras aisladas de rebanadas frescas de mango
deteriorado fue evaluado por Manatchaya y colaboradores (2006). Todas las especies

de prueba fueron sensibles a sus efectos antimicrobianos.

El acido salicilico aumenta la resistencia de enfermedades en el mango. Zeng y
colaboradores (2006) demostraron que las actividades de B-1,3-glucanasa y la
fenilalanina amonio-liasa (PAL) (enzimas de defensa) en el mango fueron

significativamente mayores con su uso.

-Vapor caliente

El vapor de agua saturado a alta temperatura se hace circular alrededor del producto
hasta que éste alcanza la misma temperatura que el vapor, después el producto se
mantiene a esa temperatura por un tiempo. La utilizacion de tratamientos térmicos
para el control de insectos comenzd a realizarse a comienzos del siglo XX (Baker,
1952). Este autor encontré que huevos y larvas de la mosca del Mediterraneo Ceratitis
capitata morian luego de 8 h a 43°C. En el caso del mango manila, recibe un
tratamiento de 6 h a 43.3°C (Jacobi et al, 2001).

- Controles biolégicos y reguladores del crecimiento

El control biolégico se basa en organismos antagonistas como herramienta
complementaria a los tratamientos quimicos y/o por calor. En citricos se utiliza
Pseudomonas syringae y Candida oleophila, su método de aplicacion es por inmersion
0 rociado para contrarrestar patégenos de podredumbre. Liao (2009) identificd a
Pseudomonas fluorescens 2-7 como una bacteria antagonista beneficiosa para la
utilizacion en practicas de seguridad alimentaria contra patégenos tales como
Salmonellay E. coli O157:H7.

Los reguladores de crecimiento como el &cido giberélico se usan para retrasar la
senescencia en citricos y consecuentemente retrasar su susceptibilidad a las
pudriciones (FAO, 2003).

- Refrigeracioén (Slaughter, 2009)
Reduce la tasa de maduracién, pero los productores deben evitar las lesiones por
congelamiento. La mayoria de las variedades de mango deben almacenarse a

temperaturas de enfriamiento no menores de 50-55°F (10-13°C) para evitar lesiones.
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Los mangos verdes-maduros o mangos a punto de madurar se pueden mantener a 10-
15°C por algunos dias, sin presentar dafio por frio, en camaras de atmosfera

controlada.

- Atmosferas modificadas (AM) o controladas (AC)

Los tratamientos de AM o AC consisten en una alteracién de la composicién del gas
atmosférico normal. Una atmésfera controlada ideal para mangos verdes-maduros y
mangos a punto de madurar seria 4% de oxigeno (con nitrégeno para balance de la
atmosfera), una temperatura de 15 °C (59 °F) y la humedad del aire entre 90 a 95%

para evitar la deshidratacion de la fruta (Slaughter, 2009).

- Ozono

El ozono es amigable con el ambiente, y la FDA lo ha clasificado como seguro. El
ozono ataca los enlaces olefinicos de los &cidos grasos insaturados presentes en la
membrana celular de las bacterias, lo que da lugar a la formacién de un ozénido (03 ),
el cual tiene un alto potencial de oxidacién; es inestable, y ejerce su propia acciéon de
desinfeccion atacando e interrumpiendo la actividad enzimatica de las bacterias
actuando sobre los grupos sulfhidrilo o aldehidos en ciertas enzimas. La muerte
bacteriana puede estar dada directamente por los cambios en la permeabilidad celular.
El ozono también actla sobre el material nuclear oxidando &cidos nucleicos

(Beutelspacher-Santiago y Calderén-Ancona, 2005).

- Radiacion ultravioleta UV-C

El tratamiento con UV-C induce la acumulacién de poliaminas, las cuales pueden
actuar como antioxidantes causando una reduccion de los sintomas de dafio por frio y
del deterioro de los frutos, retardando la maduracion y por lo tanto la senescencia.
(Gonzalez-Aguilar et al., 2004). La irradiacion UV-C tiene un pico de emisién a 254 nm,

el cual presenta la mayor accién germicida.

- Radiaciébn gamma

En México ha sido aprobada la radiacibon gamma como un tratamiento cuarentenario
para exportacion de frutas y es aceptado por organismos internacionales como la
FAO, la OMS y el OIEA. La radiacibn gamma es un método que tiene efecto
antimicrobiano adn cuando los microorganismos formen biopeliculas (Niemira vy
Solomon, 2004).

18



3.2 ENFERMEDADES TRANSMITIDAS POR ALIMENTOS (ETAS)

De las enfermedades transmitidas por alimentos, el 21.9% de los brotes esta
relacionado por productos frescos (AFF, 2010). Los productos frescos son el segundo
vehiculo mas comun relacionado con brotes en los Estados Unidos en el periodo de
1990-2001 (CSPI, 2005). Ya que el mercado de Estados Unidos es el mas importante
para la exportacion de mango en México; la presencia de un brote en este pais debido

al mango mexicano tendria un impacto importante en la economia.

Hasta la fecha se han descrito mas de 250 ETAs. Incluyen infecciones causadas por
bacterias como Salmonella, Shigella, Campylobacter, Escherichia coli O157:H7,
Listeria monocytogenes, Yersenia enterocolitica y Vibrio (CDC, 2008). Se estima que
ocurren 76 millones de casos de ETAs cada afio en los Estados Unidos. La gran
mayoria de estos casos son leves y causan sintomas por uno o dos dias. Otros casos
son mas graves, y el Centro de Control y Prevencién de Enfermedades (CDC, por sus
siglas en inglés) estima que hay 325 000 hospitalizaciones y 5 000 muertes
relacionadas con las ETAs cada afio. En México, las enfermedades infecciosas
intestinales se encuentran entre las primeras 20 causas de mortalidad general
(SINAIS, 2005).

Las ETAs constituyen un importante problema de salud publica debido al incremento
en su ocurrencia, el surgimiento de nuevas formas de transmision, la aparicion de
grupos poblacionales vulnerables, el aumento de la resistencia de los patégenos a los
compuestos antimicrobianos y el impacto socioeconémico que ocasionan. La
incidencia de estas enfermedades es un indicador directo de la calidad higiénico-
sanitaria de los alimentos, y se ha demostrado que la contaminacion de éstos puede
ocurrir durante su procesamiento o por el empleo de materia prima contaminada, pues
algunas bacterias patdgenas para el hombre forman parte de la microbiota normal de

aves, cerdos y ganado (Flores-Gonzéalez y Herrera-Rojas, 2005)

El reporte de investigacion del Programa Activo de Investigacion de Enfermedades
Transmitidas a Través de los Alimentos (FoodNet, por sus siglas en inglés) del 2008,

identifica a Salmonella como la infeccién bacteriana mas comidnmente reportada.

En cuanto a E. coli, hay cerca de 70,000 infecciones con E. coli O157 cada afio en los
Estados Unidos y se cree que un igual nUmero de personas tienen diarrea causada
por otras cepas de E. coli. (CDC, 2008)

19



Nuestro grupo de trabajo ha detectado tanto Salmonella como serotipos de

Escherichia coli en los mangos nacionales y en los destinados a exportacion.

En 1998 hubo un brote de S. oranienburg en el estado de Washington causado por el
consumo de mangos (FDA, 2003). En enero de 2000, las autoridades de Virginia,
E.U.A., reportaron un brote epidemioldgico debido al consumo de mangos
provenientes de Brasil, la infeccion fue debida a Salmonella enterica serotipo Newport
y tuvo como fuente de contaminacion la etapa de enfriamiento, ademas de deficientes
practicas sanitarias de la empacadora. En 2001 otro brote en los E.U.A. ocurri6é por S.
enterica serotipo Saintpaul asociada al consumo de mango proveniente de Peru
(Beatty et al, 2004)

3.2.1 IMPACTO ECONOMICO MUNDIAL DE LAS ETAs

Las ETAs causan un aumento en los costos de servicios de salud, disminucién de la

productividad, cierre temporal o definitivo de establecimientos y de fronteras.

A continuacion se mencionan algunos productos hortofruticolas asociados con brotes
de patégenos (FDA, 2003):

o 1990: Salmonella poona, melén cantaloupe

o 1994: Cryptosporidium, jugo de manzana sin pasteurizar
o 1995: E. coli 0157:H7, germinados de rabano

o 1996: E. coli 0157:H7, jugo de manzana sin pasteurizar.
o 1996: E. coli 0157:H7 y Salmonella, germinados de alfalfa.
o 1996: Cyclospora, frambuesa.

o 1997: Hepatitis A, fresa

o 1999: Shigella, perejil.

o 2000: Salmonella poona, melén cantaloupe

o 2001: S. agona, melon cantaloupe

o 2002: S. poona, melon cantaloupe

o 2003: E. coli 0157:H7, ensaladas, Hepatitis A, cebollin.

En 1997 fueron reportados 153 casos de hepatitis “A” en Michigan, E.U.A. y se culp6 a
la fresa mexicana de Baja California, nunca se pudo identificar la fuente de
contaminacién, la FDA aleg6 que era posible que los jornaleros cosecharan el fruto en
condiciones no sanitarias; ya que encontraron letrinas en malas condiciones y

deficiencias en el lavado de manos. La fresa no ha podido recuperar su mercado
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nacional incluso. El caso del cebollin en el 2003, hubo diversos brotes de hepatitis “A”
en E.U.A. que involucraron al menos 635 casos de enfermedad y tres muertes; con
sélo visitas a los campos de cultivo se aplic6 a cuatro empresas mexicanas la
“Detencioén sin Evidencia Fisica”, en la que se impide el ingreso del producto a la
Unién Americana. Nunca se demostro la contaminacion. En el 2002 hubo varios brotes
de salmonelosis en E.U.A. y Canada por el melén cantaloupe; aunque el gobierno
americano sefialé a dos empresas como sospechosas, se impuso “Detencion sin
Evidencia Fisica” a todo el melébn mexicano. Debido a esto en 2003, se dej6 de percibir

170 millones de ddlares; se considera la peor catastrofe del campo mexicano.

Recientemente, el mango fresco de origen mexicano, ha sido sefialado por la Agencia
Canadiense de Inspeccion de Alimentos de Canada (CFIA por sus siglas en inglés),
por la supuesta contaminacién con Salmonella entérica serovar Braenderup, teniendo
como resultado la emision de una alerta publicada en su portal electronico el pasado
24 de agosto de 2012. Derivado del consumo de este fruto presuntamente
contaminado, se reportaron varios enfermos, por lo que la autoridad hizo un llamado a
los consumidores para contactar al minorista e identificar los mangos afectados. La
FDA también emitié6 una alerta a la Agricola Daniella en Sinaloa, para negar el acceso
de sus mangos a los E.U.A., a menos que demuestren que no estan contaminados por
Salmonella (FDA, 2012).

Lo anterior, ha generado preocupacion en el sector exportador de este fruto, con la
consecuente reaccion por parte de la autoridad para desarrollar un “Plan de Accion” y
fortalecer Sistemas de Reduccion de Riesgos y Contaminacion en la produccion del
mango (Senasica, 2012a). El objetivo de este Plan de Accion es la difusion,
implementacion y vigilancia de medidas preventivas de contaminacion microbiolégica
durante la produccion, cosecha, empacado, transporte y almacenamiento de frutos de

mango. Esto solo se aplicara a empresas que exportan mango fresco a Canada.

Pasos:

- Capacitacion en la aplicacion de los “Requisitos técnicos para reducir los
riesgos de contaminacion microbiolégica durante la produccién de mango”

- ldentificar posibles fuentes de contaminacién microbioldgica.

- Realizar un monitoreo interno de Salmonella spp. y E. coli.

- Auditoria interna por personal del Comité Estatal de Sanidad Vegetal.

- Plan de muestreo previo a su envio realizado por Senasica.
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“‘Requisitos técnicos para reducir los riesgos de contaminacién microbiolégica durante

la produccion de mango” (Senasica, 2012b, Senasica, 2012c, Senasica, 2012d,
Senasica, 2012e)

10.

Uso de desinfectantes con cloro sin exceder los limites maximos permisibles
(cloruros: 250 mg/L, cloro residual: 0.2-1.5 mg/L)

Limpieza y desinfeccion de superficies de contacto no vivas (cajas de campo,
contenedores de fruta, herramientas de corte, guantes, paredes de depdsito de
agua). Demostrar ausencia de coliformes fecales, Salmonella spp. y
Escherichia coli.

Limpieza y desinfeccion de manos de trabajadores. Demostrar ausencia de
coliformes fecales, Salmonella spp. y Escherichia coli. El personal debe cumplir
con la NOM-120-SSA1-1994.

Higiene de instalaciones, materiales, equipo agricola y unidades de transporte.

Uso de agua potable de acuerdo con la NOM-127-SSA1-1994.

Demostrar la ausencia de organismos patdogenos Salmonella spp. y E. coli en
frutos cosechados.

Implementar barreras fisicas de proteccibn que prevengan el ingreso de
animales domésticos o silvestres a los arboles de mango.

Asegurar que la materia fecal de estaciones sanitarias y fosas sépticas no entre
en contacto con el mango.

Control de plagas durante la cosecha de acuerdo con la NOM-120-SSA1-1994.

En el tratamiento hidrotérmico se debe aplicar al agua un desinfectante y
establecer un sistema de monitoreo que cumpla con lo establecido en la NOM-
075-FITO-1997. Se debe aplicar a una temperatura constante de 46.1°C en la

forma siguiente:

Variedades Peso Tiempo de exposicion
Redondas 700 g 0 menos 90 minutos
500 g 0o menos 75 minutos
Alargadas 570 g 0o menos 75 minutos
375 g 0 menos 65 minutos

3.2.2 ECOLOGIA MICROBIANA

El continuo aumento en el numero de ETAs vinculadas a los productos frescos (frutas

y hortalizas) desafia la nocién de que los patdgenos entéricos se definen sélo por su

habilidad de colonizar el intestino. Existe evidencia cientifica de que la colonizacién de

bacterias patégenas en productos frescos estd vinculada con el aumento en la
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incidencia de las ETAs (Brandl, 2006). Antes se creia que los brotes epidemioldgicos
ocasionados por productos frescos se debian por una contaminacion cruzada con
alimentos de origen animal contaminado; sin embargo, estudios de vigilancia hechos
por la FDA y el Departamento de Agricultura de Estados Unidos (FDA, 2001; US
Department of Agriculture, 2004) han detectado patégenos entéricos en productos
frescos antes de que lleguen al consumidor, por lo que, es posible, una contaminacién
de estos en la precosecha o durante su procesamiento. El aumento de las ETAs
podria indicar un papel mucho mas importante de las plantas como un segundo habitat
de las bacterias patdgenas, donde estos pueden encontrar microambientes con
condiciones favorables para su sobrevivencia y crecimiento (Brandl, 2006; Critzer y
Doyle, 2010).

Los patdgenos tienen que competir con microbiota muy bien adaptada a la planta. Las
interacciones del patégeno con la microbiota residente podrian beneficiar o perjudicar
su crecimiento (Critzer y Doyle, 2010). Estudios moleculares indican que los
microorganismos patégenos podrian utilizar los mismos mecanismos de adherencia
que utilizan en el hospedero, para adherirse a plantas. Escherichia caoli,
(enterohemorragica, enteropatdgena, enterotoxigénica y uropatdgena), Enterobacter
agglomerans, Klebsiella pneumoniae, Listeria monocytogenes, Salmonella enterica,
Shigella fleneri, Vibrio cholerae, Pseudomonas spp. utilizan fimbrias, pili y

lipopolisacaridos para adherirse a tejidos de plantas (Sapers et al, 2005).

La ecologia microbiana estudia las interacciones entre los microorganismos y entre los
microorganismos y su medio ambiente. Estas interacciones podrian ser un factor
importante en la persistencia que tienen algunos patdgenos en los cultivos y en su
potencial para causar enfermedades a través de los productos frescos; asi como en su

adaptacion al habitat de la planta (evolucion) (Brandl, 2006).

Algunos de los problemas relacionados con la inocuidad en el mango se pueden
asociar directamente con los tratamientos térmicos postcosecha aplicados al fruto para
extender la vida de anaquel. Estos tienen la finalidad de evitar la incidencia de plagas
y enfermedades del mango. Sin embargo, estos tratamientos pueden destruir o reducir
la microbiota natural del mango, rompiendo el equilibrio dinamico entre los
microorganismos. Al reducir la microbiota de competencia podria permitir el
crecimiento de algun patégeno que antes estaba restringido. Por ejemplo; patégenos
como S. enterica serotipo Newport y E. coli O157:H7 son capaces de moverse sobre y

dentro de la planta A. thaliana en ausencia de microbiota de competencia. La
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supervivencia de estos agentes patdgenos se reduce en presencia de Enterobacter

asburiae presente en el suelo (Cooley et al, 2003).

A pesar de que se necesita una dosis especifica de un patégeno para ocasionar una
infeccion en el ser humano, estd la paradoja que en los productos frescos hay un
namero relativamente bajo de bacterias patégenas y aln asi producen un brote
(Isaacs et al, 2005, Vibha et al, 2006). La razén, se cree, es porque el ambiente de la
planta afecta la fisiologia de las bacterias patégenas (Critzer y Doyle, 2010). Por
ejemplo, las bacterias patdgenas se podrian adaptar a condiciones 4cidas ya sea por
las caracteristicas del alimento o por alguna infeccibn de éste (Bhagwat, 2006),
evitando la primera barrera que tienen los humanos contra la infeccion (el pH bajo del
estdbmago). También la exposicion de los patdgenos a péptidos antimicrobianos de las
plantas y de otras bacterias podrian conferirles resistencia y aumentar la virulencia de
estos (Parra-Lépez et al, 1993).

Conocer y entender los factores que afectan el crecimiento de los microorganismos es

importante para entender su ciclo de vida y asi poder utilizar estos factores en la

industria productora de alimentos y prevenir las ETAs.
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3.3 RADIACION

La radiacion es la propagacion de energia en forma de ondas electromagnéticas
(lamada radiacién electromagnética) o particulas subatdmicas (llamada radiacion

corpuscular).

Si esta propagacion de energia es suficiente para ionizar el medio que atraviesa, se le
denomina radiacion ionizante (rayos X, rayos y, particulas a, particulas p); si la energia
no es suficiente para provocar la ionizacién se le denomina radiacion no ionizante
(rayos UV, ondas de radio). Esta caracteristica es independiente de su naturaleza

ondulatoria o corpuscular.

3.3.1 RADIACION GAMMA

La radiacibn gamma son fotones muy energéticos y por lo tanto penetrantes. Se
originan en las desintegraciones nucleares cuando el nucleo se desprende de la
energia que le sobra para pasar de un estado de alta energia a otro estado de energia
mas baja. Este tipo de emision acompaia a las radiaciones alfa y beta (Bushong,
1999).

3.3.1.1 FUENTES DE RADIACION GAMMA

Existen dos fuentes de radiacion gamma aprobadas para su uso en alimentos y son
Cobalto 60 (Co-60) y Cesio 137 (Cs-137) (FDA, 2011). De estos, el cobalto 60 es el
gue genera rayos gamma de mayor energia durante su transformacién al estado
estable de niquel 60. Libera fotones con dos niveles de energia de 1.17 y 1.33 MeV
con una longitud de onda entre 10! y 10™ m (Ruiz-Hernandez y Ruiz-Montiel, 2001).
Se lo obtiene a partir del Cobalto en su estado natural, llamado Cobalto 59, cuando es

expuesto a un flujo de alta velocidad de neutrones.

3.3.1.2 DOSIS DE RADIACION GAMMA ABSORBIDA

La dosis absorbida es la parte de la energia que es absorbida por la materia (el
alimento) cuando inciden sobre ella los rayos gamma, se mide en Gray (Gy) o en Kilo
Grays (kGy). 1Gy es igual a la absorcién de 1 J/kg. La dosis que cada producto
absorbe se calcula por la tasa de dosis y el tiempo que la muestra esta expuesta a la
radiacion (Ruiz-Hernandez y Ruiz-Montiel, 2001). La tasa de dosis, es la radiacién

emitida por la fuente radiactiva por unidad de tiempo, se mide en Gray/hora (Gy/h).
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Para irradiar un producto a una dosis determinada, se utiliza la tasa de dosis para
calcular cuanto tiempo de exposicion es necesario para lograr la dosis absorbida

requerida.

3.3.2 CARACTERISTICAS DE LOS EFECTOS BIOLOGICOS DE LAS
RADIACIONES IONIZANTES

3.3.2.1 IONIZACION

El proceso por el que un aomo o una molécula neutros se llegan a cargar, se
denomina ionizacion, y a la entidad resultante se la conoce como ion. Asi que el ion se
forma por pérdida o captura de un electrén, esto hace que tenga un electron
desapareado y sea en esencia un radical libre (Molins, 2003). Los radicales libres son
atomos o moléculas muy reactivos ya que el electron desapareado o libre les permite
sustraer electrones de moléculas estables para alcanzar su estabilidad electroquimica.
Una vez que el radical libre ha sustraido un electrén, la molécula estable que se lo
cedio se convierte en un radical libre por tener un electron desapareado y se inicia asi

una reacciéon en cadena (Lépez-Gazcon, 2005).

3.3.2.2 EFECTO DIRECTO E INDIRECTO DE LA RADIACION GAMMA

Los cambios quimicos inducidos por la radiacion gamma pueden ser por efecto directo
o por efecto indirecto. El efecto directo se basa en el impacto de la radiacién con el
sustrato. El proceso mas importante mediante el cual los rayos gamma interaccionan
con la materia, es denominado “dispersion Compton”. En este proceso, el fotdon
transfiere parte de su energia a un electrén que es expulsado del &tomo. El resultado
es un fotén de baja energia que contindia en una direccién diferente y puede, a su vez,
tomar parte en fendbmenos Compton posteriores. El electrén expulsado lleva una
porcion sustancial de la energia del foton incidente, y transferird su energia al medio
en una serie de interacciones con los &atomos y moléculas, causando mas
ionizaciones. Los efectos directos no son especificos y pueden golpear cualquier
molécula que se esté en el camino, sin preferencia especifica para un atomo o grupo
de &tomos (Molins, 2003).

El efecto indirecto se debe a la interaccion del haz de radiaciébn con otros atomos y
moléculas de la célula como el agua, produciendo radicales libres que al difundir

interaccionan con moléculas orgénicas (Ruiz-Hernandez y Ruiz-Montiel, 2001).
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3.3.2.3 RADIOLISIS DEL AGUA

En el mango, el agua representa alrededor del 84%, en consecuencia, la radidlisis del
agua es de principal importancia. La ionizacion de la molécula de agua provocada por
el fotén, genera el ion HOH™ mas un electrén que es solvatado (electron acuoso), la
inestabilidad del ion conduce a H* mas el radical hidroxilo (OH"), radical muy reactivo.
El electrén acuoso reacciona con otra molécula de agua para formar el ion HOH , cuya
inestabilidad genera al radical H"y al hidroxilo (OH) (Bushong, 1999). Entre estos, el
radical hidroxilo y el electron acuoso son los que se producen en mayor cantidad. El
radical hidroxilo se puede afadir a los compuestos aromaticos u olefinicos y sustraer
atomos de hidrégeno de los enlaces C-H, mientras que el electrén acuoso puede
atacar a compuestos aromaticos, acidos carboxilicos, cetonas, aldehidos, iminas y
tioles (Molins, 2003).

La ionizacion (provocada principalmente por la radidlisis del agua) que producen los
rayos gamma dafia carbohidratos, proteinas, lipidos y acidos nucleicos. Esto
interrumpe los procesos que conducen a la descomposiciébn de las substancias
organicas y mata bacterias rompiendo las cadenas del material genético, de manera
tal que la divisién de las bacterias no tenga lugar. A su vez, las levaduras y hongos

son destruidos y los parasitos, insectos o sus huevos y larvas son inactivados.

3.3.2.4 DANO A MOLECULAS ORGANICAS

Es importante sefalar que los dafios a carbohidratos, proteinas, lipidos y acidos
nucleicos que se mencionan a continuacioén, son el resultado de irradiar soluciones
puras; por lo tanto, se debe tener cuidado al extrapolar los resultados a una matriz
multicomponente tal como lo es un alimento, donde los componentes constituyentes

ejercen un cierto grado de proteccion mutua (Molins, 2003).

3.3.2.4.1 DANO A HIDRATOS DE CARBONO

El radical hidroxilo actia sustrayendo un atomo de hidrogeno sujeto a un atomo de
carbono (Reaccién 1). Las reacciones que le siguen a este evento, pueden ser una
deshidratacion (Reaccién 2), una oxidacién del grupo alcohol a cetona (Reaccién 3) o
una dimerizacion (Reaccion 4) donde dos atomos de carbono con electrones

desapareados de diferentes hidratos de carbono, pueden unirse. La irradiacion de los
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azucares da como resultado la formacién de H,, CO, y H,O y una caida del pH
(Molins, 2003).

(1)

()

®3)

(4)

3.3.2.4.2 DANO A PROTEINAS

El dafio oxidante a proteinas es diverso, incluye la carbonilacion de ciertos
aminodcidos (prolina, arginina, lisina y treonina), la oxidacion de grupos sulfhidrilos en
metionina y cisteina, la introduccion de grupos hidroxilos en fenilalanina y tirosina, la
ruptura del anillo de triptéfano, la escision del enlace peptidico, la desaminacion de la
histidina y la formacién de dimeros de tirosina (Slade y Rodman, 2011). La radiacion
gamma puede provocar el desdoblamiento, la agregacion o la degradacién de las
proteinas al alterar las estructuras secundarias, terciarias y cuaternarias de éstas. En
el caso de un alimento, la radiosensibilidad intrinseca de las enzimas se puede reducir
con la presencia de sustancias protectoras en el alimento como el &cido ascérbico
(Molins, 2003).

3.3.2.4.3 DANO A LIPIDOS

Los lipidos en un alimento, son principalmente triglicéridos. La radiacion de lipidos
conduce a radicales catidnicos donde la carga positiva puede migrar al grupo carboxilo
0 a los dobles enlaces. Esto provoca que se rompan enlaces cercanos a los grupos
carbonilo dando como resultado un radical libre que puede aceptar o perder atomo de
hidrégeno para dar compuestos C,; saturados (alcanos) o insaturados (alquenos),

respectivamente. También se producen aldehidos y ésteres (Molins, 2003).
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3.3.2.4.4 DANO A ACIDOS NUCLEICOS

La radiacién produce distintos tipos de lesiones en el DNA entre las que destacan
(Almeida et al, 2004):

e Ruptura simple de cadena (SSB por sus siglas en inglés): se rompe el enlace

fosfodiester.

e Ruptura doble de cadena (DSB por sus siglas en inglés): Es una lesion

compleja que se produce como consecuencia de la ruptura de las dos hebras

del DNA en sitios muy proximos.

e Lesion en las bases nitrogenadas: Consiste en la pérdida de una o mas bases

(se rompe el enlace glucosidico). La modificacién quimica de alguna de ellas,

ya que pueden sufrir hidroxilacion con formaciéon de hidroperéxidos en

presencia de oxigeno, como la guanina y generar la 8-oxo-guanina (causa

transversiones GC-TA). Y la ligadura entre dos bases contiguas (dimeros de

timina o citosina).

o Dafio multiple localizado: Combina una o mas rupturas dobles de cadena, con

un numero variable de rupturas simples de cadena, lesiones de bases y

azucares dificiles de reparar y gue conducen a la muerte celular.

o Alteracién de los azlcares: pueden ser oxidados y después hidrolizados con

liberacién de la base.

e Modificaciones estructurales del DNA: se pueden producir entrecruzamientos

de las cadenas de DNA o la union de una cadena a una proteina. La alteracion

en la forma de la molécula es el origen de anomalias en la replicacion y en la

transcripcion.

Existen diferentes mecanismos para la reparacion de las lesiones en el DNA en

bacterias; en el caso de lesiones causadas por la radiacibn gamma se activa el

sistema de reparacion SOS. Es el Ultimo recurso de la célula para asegurar su

supervivencia frente a una lesion que no ha podido ser resuelta. Es un regulon

integrado por mas de 40 genes implicados en la reparacion al DNA que se encuentran

reprimidos por la proteina LexA y activados por RecA. Este sistema responde a

lesiones en el DNA, a una parada en el proceso de replicacion y a la acumulaciéon de

DNA de cadena sencilla (Jara-Ramirez, 2005).
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Accion de algunos genes SOS (Jara-Ramirez, 2005).

La reparacion por esciscion que se ve incrementada por el aumento de
produccion de Uvr D helicasa y de las subunidades UvrA y UvrB de la
endonucleasa UvrABC.

La induccién de la DNA polimerasa Il que incrementa la capacidad de la célula
de copiar el DNA frente a sitios abasicos.

Aumento de las proteinas RecA y RecN, cruciales en el proceso de la
reparacion por recombinacion.

Sobreproduccién de SulA para inhibir la division celular.

La induccion de genes que codifican bacteriocinas.

La proteina LexA es el represor comun a todos los genes SOS, incluido el gen RecA,

cuya proteina es la responsable de inducir o activar el sistema SOS. Cuando el DNA

es dafado, se acumula DNA de cadena sencilla. Esta sefial es reconocida por RecA,

la cual pasa a su estado activado RecA” (adquiere su actividad de coproteasa) y forma

filamentos espirales nucleoproteicos alrededor del DNA. La proteina LexA reconoce

esta estructura, se une a ella produciéndose la ruptura catalitica del represor LexA y la

induccioén de los genes del sistema SOS.
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3.4 RADIACION GAMMA EN ALIMENTOS

La alternativa para preservar la calidad de los alimentos frescos, controlar o eliminar
los microorganismos y protegerlos del deterioro fisico y quimico, es con el uso de la
radiacién electromagnética. Las radiaciones de principal interés en la conservacion de

alimentos son las radiaciones ionizantes como la radiacion gamma.

La clasificacion de las dosis de acuerdo con la OMS es la siguiente (ININ):

Dosis baja (hasta 1 kGy): Retrasa los procesos fisiolégicos, como maduracién y
envejecimiento de frutas frescas y vegetales, y sirve también para controlar insectos y

paréasitos en los alimentos.

Dosis media (hasta 10 kGy): Reduce los microorganismos patdégenos; se utiliza para
mejorar propiedades tecnolégicas de los alimentos, como reducir los tiempos de

coccion de vegetales deshidratados y para extender la vida de varios alimentos.

Dosis alta (superior a 10 kGy): Esteriliza carne, pollo, mariscos y pescados, y otras
preparaciones, en combinacion con un leve calentamiento para inactivar enzimas y

para la desinfeccion de ciertos alimentos o ingredientes, como las especias.

La irradiacién de alimentos consiste basicamente en la exposicién de estos a la accion
de las radiaciones ionizantes provenientes de una de las fuentes de radiacién
permitida para tal efecto. Aplicando la dosis correcta se logra la reduccion bacteriana y
se mantiene la calidad del producto. Los rayos gamma tienen suficiente energia para
ionizar moléculas en su trayectoria sin que se eleve de forma apreciable la
temperatura (esterilizacién fria), lo que minimiza los cambios adversos de olor, aroma,
textura, color y calidad nutricional. Esto hace que los alimentos irradiados conserven

mas la apariencia, el sabor y las caracteristicas del alimento fresco.

La norma general del Codex Alimentarius esta basada en las investigaciones de un
comité internacional de expertos en irradiacion de alimentos de la FAO, la OMS vy el
Organismo Internacional de Energia Atémica (OIEA) y concluye que la irradiacion de
cualquier alimento hasta una dosis promedio total de 10 kGy no presenta riesgos
toxicoldgicos y no requiere hacer ninguna prueba adicional, ya que no introduce

problemas microbiol6gicos o nutricionales especiales.

Sin embargo, en septiembre de 1977, se formd otro grupo de cientificos de estas

mismas organizaciones para la evaluacion de la calidad de los alimentos irradiados
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con dosis superiores a 10 kGy, concluyendo que no hay evidencias cientificas para

gue se limite la dosis suministrada a los alimentos a ese valor.

En México se autoriz6 la irradiacion de alimentos en el afio de 1988 (Ley General de
Salud, 1989). Actualmente USDA permite la importacién de frutas y verduras frescas

tratadas mediante radiacibn gamma contra la mosca de la fruta (Senasica, 2012f).

El uso de la irradiacion como tratamiento fitosanitario fue aprobado en 2003 por la
Convencién Internacional de Proteccion Fitosanitaria (CIPF) de la FAO mediante la
publicacién de la Norma Internacional para Medidas Fitosanitarias n.° 18 denominada

“Directrices para utilizar la irradiacion como medida fitosanitaria”.

En 2006, México y Estados Unidos firmaron un acuerdo para usar la irradiacion como
tratamiento postcosecha en frutas y vegetales para exportacion, que cuenta con la
aprobacién de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), la Organizacién para la
Alimentacion y la Agricultura (FAO), y la Agencia Internacional de Energia Atémica
(IAEA) (Food and Water Watch, 2006).

3.4.1 VENTAJAS DEL TRATAMIENTO

- Alto poder penetrante, por lo que el alimento puede tratarse ya envasado, impidiendo
una posible recontaminacion.

- No deja residuos como el caso de fumigantes.

- No produce un aumento apreciable de temperatura.

- Implica un menor gasto de energia, si se le compara con algunos métodos de
preservacion tradicionales, lo cual influye en el costo del proceso.

- Tecnologia probada.

- Buena uniformidad de dosis.

- Control de los patégenos fungicos que causan la podredumbre postcosecha.

- Inactivacién de patégenos humanos para mantener la seguridad microbiolégica y la
calidad de las frutas.

-Tratamiento de cuarentena para productos sujetos a infestacion de plagas de
insectos.

- La mayor calidad microbiol6gica que ofrecen estos alimentos.

- Aumento de la vida util de los alimentos mediante el retraso de los procesos

fisioldgicos y bioquimicos que conducen a la maduracion.
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3.4.2 DESVENTAJAS DEL TRATAMIENTO (NAPPO, 2008)

- No tiene aplicacion general. No se puede tratar a todos los alimentos ya que no todos
soportan la radiacién dando como resultado efectos negativos en la apariencia y en el
sabor.

- Estrictamente regulado.

- Pocos proveedores.

3.4.3 FACTORES QUE CONFIEREN A LOS MICROORGANISMOS RESISTENCIA A
LA RADIACION (Slade y Rodman 2011):

Deinococcus radiodurans es un microorganismo resistente a la radiacion gamma,
sobrevive a una radiacion ionizante de 5 kGy sin ser letal o mutagénico para él. Si
estd en un medio rico en nutrientes puede crecer con una radiacion crénica de 60 Gy/h
sin ningun efecto. Analizando a Deinococcus radiodurans los cientificos tienen
hipotesis de los factores que se necesitarian para que un microorganismo fuera

resistente a la radiacion gamma.

Deinococcus radiodurans es una bacteria Gram positiva, produce un pigmento rojo, no
esporula, no es patégena y es resistente a la radiacibn gamma y a la desecacion.
Estos dos ultimos puntos originan especies reactivas de oxigeno (EROSs), las cuales
son especies de oxigeno reducidas de manera incompleta produciendo dafio a

proteinas, lipidos, carbohidratos y acidos nucleicos.

Se ha observado que Deinococcus radiodurans no solo tiene mecanismos eficientes
de reparacién del dafio al DNA; también tiene mecanismos que previenen del dafio
oxidante a sus proteinas, conservando asi su actividad catalitica y pudiendo tener una

respuesta rapida en condiciones de estrés.

Tradicionalmente, el DNA ha sido considerado como el principal blanco de la
radiaciéon. La investigacion moderna en el campo de D. radiodurans, ha demostrado
gue esta bacteria es tan susceptible a DSBs inducidas por la radiacion como todas las
demas especies; sin embargo, su proteoma estd mejor protegido contra las EROs.
Estos hallazgos sugieren que el nivel de dafio a las proteinas, y no al DNA, junto con
la capacidad para secuestrar EROs de la célula determinan el que una bacteria

sobreviva o0 no a la radiacion.
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Algunos de los mecanismos que previenen del dafio oxidante a D. radiodurans son:

e Metabolitos de la via de las pentosas: la enzima glucosa-6-fosfato
deshidrogenasa (G6PDH) aumenta después de la radiacion gamma. Esta
enzima cataliza la primera reaccion en la via de las pentosas. Esta via
metaboliza la glucosa a ribosa-5-fosfato, gliceraldeido-3-fosfato y NADPH que
son los precursores de los nucleétidos. El NADPH sirve como cofactor de la
enzima glutation y tiorredoxina reductasa que regeneran los antioxidantes
glutation y tiorredoxina, respectivamente. Estas disminuyen el peréxido de
hidrégeno y las cisteinas oxidadas.

¢ Nucleétidos y aminoacidos funcionan como antioxidantes: D. radiodurans es
incapaz de sintetizar NAD" y de utilizar nucleésidos y productos del ciclo de
Krebs como fuente de carbono; por lo tanto, se acumulan nucleétidos
(precursores del NAD") y aminoacidos (derivados del ciclo de Krebs) en el
citoplasma. Estos forman complejos con el ion Mn?* actuando como
secuestradores de EROs y protegiendo proteinas.

e Granulos de polifosfatos (poliP): estos granulos funcionan como fuente de
energia para la sintesis de ATP. En D. radiodurans también sirven como
proveedores de ortofosfatos que actlan en sinergia con el ion Mn? para
secuestrar radicales superéxido (O,) protegiendo a proteinas del estrés
oxidante.

e Trehalosa y sacarosa: durante la desecacién, estos disacaridos no reductores
reemplazan las moléculas de agua, estabilizando el citoplasma y reduciendo la
liberacion de radicales libres.

e Carotenoides: los carotenoides son eficientes secuestradores del oxigeno
singulete (*O,) y de radicales peroxilo (ROO*), protegiendo del dafio oxidante al
DNA y a los lipidos de las membranas. La dinoxantina, es el carotenoide en
mayor proporcion en D. radiodurans.

e Complejos con el ion Mn?: el complejo Mn-aminoacidos secuestra H,0,, el

complejo Mn-ortofosfato secuestra al superoxido (Oy).

3.4.4 FACTORES QUE AFECTAN LA EFICIENCIA DEL TRATAMIENTO CON
RAYOS GAMMA (Suarez, 2001)

e Tipo y especie de microorganismo: bacterias Gram positivas son mas
resistentes que las bacterias Gram negativas. Las bacterias que esporulan son

mas resistentes que las que no. En las esporas de B. subtilis, hay un aumento
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de los iones Mn?" y pequefias proteinas rodean al DNA promoviendo un
empaquetamiento en forma de anillo que excluye a las moléculas de agua,
previniendo el estrés oxidante (Slade y Rodman, 2011).

NuUmero de microorganismos: a mayor humero de microorganismos en el inicio
del tratamiento, menor la eficacia de una determinada dosis.

Composicion del alimento: los microorganismos son mAas sensibles en
soluciones salinas que en medios que contienen alto porcentaje de proteinas.
Algunos constituyentes de los alimentos ejercen una accién protectora sobre
los microorganismos (catalasa). La cdscara del mango tiene compuestos con
funcién antioxidante y antibacterial como la mangiferina (Gonzalez-Aguilar et al,
2007; Benites-Vilchez et al, 2011).

Estado fisico del alimento durante la irradiacion: En un alimento con poca
humedad las células serdn mas resistentes a la radiacion gamma. En las frutas
climatéricas, el grado de madurez en la recoleccién, el tiempo de retraso entre
la recoleccion y la irradiacion y el estado fisioldgico pueden influir en el retraso
de la maduracion inducida por la radiacién gamma (Molins, 2003).

Fase de crecimiento: Los microorganismos son mas resistentes durante la fase
estacionaria. En esta fase las bacterias como E. coli disminuyen la tasa global
de sintesis de DNA, RNA y proteinas, aumenta la degradacién de proteinas, se
reorganiza el metabolismo general y se acumulan compuestos de reserva
(polifosfato y glucdgeno) y osmoproteccion (trehalosa). Ocurre una expresion
diferencial de genes que contribuyen a que las células mantengan la viabilidad
y muestren mayor resistencia a diversos factores de estrés como la radiacién.
Este cambio en el patron de transcripcion de la célula depende principalmente
del reemplazo del factor de transcripciéon o’ en la enzima RNA polimerasa por
o°. El factor 6’ media la transcripcién de la mayoria de los genes importantes
para un crecimiento activo, mientras que o® es un regulador que incrementa su
actividad en respuesta al estrés nutrimental y a otras condiciones como el dafio
al DNA, el choque osmético y la disminucién del pH (Ramirez et al, 2005). D.
radiodurans presenta mayor actividad de antioxidantes enzimaticos como la
catalasa, la superéxido dismutasa y las peroxidasas durante la fase

estacionaria (Slade y Rodman, 2011).

35


http://www.nutricion.pro/13-09-2010/alimentos/mango-antioxidante-y-anticancerigeno

3.4.5 MANGOS IRRADIADOS

Varios paises irradian mango; en Blangadesh, Chile, Sudéfrica, entre otros se aceptan
los mangos irradiados para control de insectos y alargamiento de vida con una dosis
maxima de 1 kGy; Tailandia acepta mangos irradiados hasta un maximo de 1.5 kGy
(Fernandez, 1992). En 2008 Australia irradié6 300 toneladas de mango y las envid a
Nueva Zelanda (CNEA, 2009). En el 2007 India exportd a Estados Unidos 160
toneladas de mango Alphonso irradiado. En 2007 Pakistan firm6 un acuerdo con
USDA para el uso de la irradiacion de frutas tropicales hacia Estados Unidos,
incluyendo mangos (Blakey et al, 2011).

3.4.6 ALIMENTOS IRRADIADOS EN MEXICO

En noviembre del 2008, México exporté el primer cargamento de guayaba fresca
irradiada a Estados Unidos, después de que en 1935 se prohibiera el ingreso de esta
fruta a territorio estadounidense debido a la deteccion de mosca de la fruta. En 2009
se exportaron dos embarques de mango Manila (34 toneladas) irradiados a los
Estados Unidos y se tiene la expectativa que se puedan enviar citricos (naranja,
mandarina, tangerina, toronja y lima dulce), chile manzano y carambola irradiados en
el futuro (INFOAGRO, 2008; SAGARPA, 2011b).

3.4.6.1 MANGOS IRRADIADOS EN MEXICO (Senasica, 2009)

Los objetivos del tratamiento en el mango son la prevencién de la emergencia de
moscas de la fruta; neutralizaciéon, muerte, esterilidad o interrupcién de su desarrollo
para que no alcance el estado adulto. De acuerdo con las regulaciones de APHIS, la
radiacion gamma interrumpe el desarrollo de todas las plagas de la familia Trephritidae

(mosca de la fruta) a una dosis minima absorbida de 150 Gy.

El mango irradiado proveniente de México puede ser exportado a los Estados Unidos,
solo si se cumple las siguientes condiciones:
a. La fruta debe ser producida comercialmente y ser parte de un embarque
comercial.
b. Debe ser tratada con irradiacién y recibir una dosis minima absorbida de 150
Gy.
c. Cada embarque debe ser inspeccionado en forma conjunta por inspectores de
APHIS y SAGARPA.
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3.5 DGGE

El andlisis del DGGE es una técnica molecular independiente del cultivo que permite
detectar los efectos de algun tratamiento, en este caso radiacibn gamma, en una
comunidad microbiana (superficie del mango Ataulfo). Este es un método de ecologia
para analizar como varia la comunidad bacteriana a través del tiempo y de acuerdo a

un tratamiento (Cardenas et al, 2003).

Los marcadores moleculares, como el gen 16S rRNA, se han utilizado ampliamente
para detectar, identificar y medir la diversidad microbiana. La amplificacién por PCR
del gen 16S rRNA, en combinacion con electroforesis en gel con gradiente
desnaturalizante (Denaturing Gradient Gel Electrophoresis o DGGE, por sus siglas en
inglés) ha sido y es comunmente utilizado para analizar las comunidades bacterianas.
Algunas bacterias tienen multiples copias de genes 16S rRNA y éstas tienen
secuencias diferentes entre si; lo cual complica la interpretacion de los resultados. Sin
embargo, tiene atributos clave que lo hacen ideal para el andlisis de comunidades
bacterianas y la identificacién de microorganismos. Es comun en todas las bacterias,
tiene un mosaico conservado, dominios de secuencia variable y la base de datos de
las secuencias es amplia, por lo que cada banda en el DGGE puede ser atribuida a

una especie (Peixoto et al, 2002).

El DGGE es un tipo de electroforesis que permite detectar diferencias entre
secuencias debido a las variaciones que estas diferencias provocan en la Tm de la
molécula. La Tm se define como la temperatura a la que el 50 % de las moléculas de
DNA se encuentran en estructura de doble cadena unida por puentes de hidrogeno.
Este valor depende de la proporcién de bases puricas y pirimidicas de la secuencia,
debido a que la unién entre A-T (con dos puentes de hidrogeno) es mas labil que la
union G-C (con tres puentes de hidrégeno). El fundamento es que al aumentar la
concentracion de desnaturalizante, la doble cadena de DNA se separara en distintos
dominios (Grompe 1993). Por esto, la composicion del DNA afecta el patrén de
desnaturalizacion, siendo posible distinguir entre moléculas con diferentes secuencias,
debido a su movilidad diferencial en geles con un gradiente de concentracion de un
compuesto desnaturalizante. El DNA desnaturalizado tiene una velocidad de migracion
menor que el DNA de doble cadena, diferenciando dos o mas fragmentos del mismo

tamafio en pares de bases pero con distinta composicion.
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PCR-DGGE se clasifica como parte de las herramientas utilizadas para la deteccién de
comunidades microbianas, disciplina de la ecologia microbiana molecular (Muyzer y
Smalla, 1998). El PCR-DGGE tiene la ventaja de no requerir conocimientos previos
sobre las poblaciones microbianas. Proporciona patrones de diversidad genética
(huellas dactilares) en los ecosistemas microbianos complejos, tales como los suelos,
sedimentos, aguas profundas y biopeliculas (Muyzer et al, 1993, Muyzer y Smalla,
1998). EI PCR-DGGE es un método ecoldgico, que permite observar cambios en los
patrones de microorganismos en diferentes muestras o0 como consecuencia de
diferentes tratamientos (Céardenas et al, 2003). Nuestro objetivo se centr6 en los

cambios microbianos y su incidencia, mas que identificar cada banda.

La estrategia para distinguir distintas secuencias de un gen en una muestra consiste
en realizar un corrimiento preliminar que se denomina gel perpendicular. En este caso,
el gradiente desnaturalizante es perpendicular a la direccién de la electroforesis. La
molécula de DNA migra a través de una concentraciéon constante de desnaturalizante.
La curva resultante es debido a los diferentes dominios de fusién y el porcentaje de
agentes desnaturalizantes a los que ocurre la desnaturalizacion de cada dominio.
Posteriormente, se realiza el gel paralelo en donde las moléculas de DNA migran a
través de un incremento lineal de concentracion del agente desnaturalizante para

separar cada fragmento de DNA por secuencia.
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4. JUSTIFICACION

Para impulsar, fomentar y fortalecer la competitividad del medio rural, es necesario
ejecutar programas sanitarios. Para aumentar la productividad en la actividad agricola,
la tecnologia juega un papel importante, ya que permite alcanzar mayores indices de
produccién y obtener productos con una buena condicién sanitaria y de inocuidad, que
proporcionen ventajas para la comercializacion de los productos agropecuarios
mexicanos, como el mango, en los mercados internos y externos (SAGARPA, 2010).
Si la competencia por los mercados siempre ha sido fuerte, la globalizacién la

intensifica.

Es por eso que surge la necesidad de nuevas técnicas postcosecha mas eficaces. La
irradiacién de los alimentos ha sido identificada como una tecnologia segura para
reducir el riesgo de ETAs, en la produccion, procesamiento, manipulacién y

preparacion de alimentos con alta calidad.

La presencia de bacterias patégenas como Escherichia coli son un problema de
creciente preocupacion para las autoridades de salud publica, ya que algunos alotipos
resisten pH bajos y forman biopeliculas, que puede reducirse con el uso de la

radiacién gamma.

Actualmente, los protocolos desarrollados con la técnica de irradiacion gamma en el
mango se enfocan mas en la mosca de la fruta (dosis minima de 150 Gy y maxima de
1kGy para el control de plagas) (USDA, 2003); no se contempla el control de
patdégenos; por lo que se requiere determinar el efecto de las dosis en el control de
bacterias patégenas sin que éstas afecten la calidad del producto. Es sumamente
importante, tanto desde el punto de vista de salud publica como econdémico, controlar

los patégenos humanos potenciales en los productos frescos.
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5. HIPOTESIS

Ya que la radiacion ionizante, como los rayos gamma, es efectiva y penetrante, sera
posible eliminar enterobacterias patégenas, como Escherichia coli, con una dosis que

no afecte las caracteristicas sensoriales del mango Ataulfo.

6. OBJETIVO

El objetivo de este trabajo es determinar el efecto de la radiacion gamma en la
eliminacion de enterobacterias patdgenas de la superficie del fruto, asi como en la
modificacion de la microbiota superficial del mango.

6.1 OBJETIVOS PARTICULARES

Encontrar una dosis de radiacibn gamma mediante la cual sea posible eliminar E.
coli enteropatdgena de la superficie del mango, sin modificar sensiblemente sus
pardmetros fisicoquimicos (color, firmeza, pH, grados Brix, acidez), fisioldgicos

(respiracion) y sensoriales.

Determinar el efecto de la irradiacibon gamma sobre la microbiota superficial del
mango mediante el método 16S rRNA PCR-DGGE.
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7. METODOLOGIA

7.1 CARACTERIZACION DE LA CEPA

Se usé una cepa de Escherichia coli O102:H6 enteropatdgena resistente a la
ampicilina y aislada de la superficie de mangos por nuestro grupo de trabajo (Vélez
et al, 2001).

Se sembro e incubo por 16 h a 37°C en caldo infusion cerebro corazon (BHI) para
reactivar la cepa. Posteriormente se sembrdé en agar nutritivo con ampicilina (50
Mg/mL), y en agar nutritivo con el fin de obtener cultivos puros y se realizé la tincién de

Gram.

7.1.1 CONSERVACION DE LA CEPA

Una vez que se comprob6 que estaba pura se sembr6 en caldo BHI e incub6 por 16 h,
se tomd 1.2 mL del cultivo y se agregd 300 uL de glicerol en un tubo estéril; después
de mezclar en vortex para unir el glicerol al medio, se refriger6 por 1 h a 4°C y

finalmente, se congeld la cepa a -60°C.

7.1.2 IDENTIFICACION DE Escherichia coli

La identificacién de la cepa se llevé a cabo en el Laboratorio de Bacteriologia del
Departamento de Salud Publica de la Facultad de Medicina de la UNAM. La
identificacion de las cepas se realiz6 por medio del sistema Vitek® (bioMérieux) y la
serotipificacion mediante la metodologia de Orskov y Orskov (1984) con sueros
especificos (SERUNAM) que fueron obtenidos de la inmunizaciébn de conejos de

Nueva Zelanda blanco.

7.1.3 IDENTIFICACION AUTOMATIZADA VITEK®

Se utilizé el sistema automatizado Vitek®, con tarjetas de identificacion GNI+,
disefiadas para la identificacién de microorganismos de la familia Enterobacteriaceae.
Estas tarjetas tenian 30 pocillos, de los cuales 28 contenian caldos bioquimicos
liofilizados, un caldo para control negativo y otro para control positivo de crecimiento
(Tabla 5). Antes de utilizar las tarjetas se realiz6 la prueba de oxidasa que consistid en

colocar en un trozo de papel de filtro 2-3 gotas de tetrametil-p-fenilendiamina (TMFD),
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y se extendié con el asa de siembra una colonia sobre el papel impregnado. Se

consider6 una reaccion positiva si el reactivo pasé a purpura al ser oxidado en 5-10

segundos.

Tabla 5. Caldos bioquimicos liofilizados (Benfari et al, 1981)

DP-3 OFG GC ACE ESC PLI
Fermentacion Utilizacion de Control de Utilizacion de Hidrdlisis de Glucosidasa
de glucosaen | glucosa crecimiento acetamida esculina
presencia de
DP-300
URE CIT MAL TDA PXB LAC
ureasa Utilizacion de Utilizacion de | Triptéfano Crecimiento en Fermentacion
citrato malonato desaminasa presencia del de lactosa
antibidtico
Polimixina B
MLT MAN XYL RAF SOR SucC
Fermentacion Fermentacion Fermentacion Fermentacion Fermentacion Fermentacién de
de maltosa de D-manitol de D-xilosa de rafinosa de D-sorbitol sacarosa
INO ADO Ccou H.S ONP RHA
Fermentacion Fermentacion Fermentacion Produccion de Hidrdlisis de Fermentacion
de inositol de adonitol de glucosa en acido sulfhidrico | orto-nitrofenol de L-ramnosa
presencia acido galactopira
p-cumarico nosido
ARA GLU ARG LYS ORN OXI
Fermentacion Fermentacion | Arginina Lisina Ornitina Prueba de
de L-arabinosa | de glucosa dihidrolasa descarboxilasa | descarboxilasa | oxidasa

El procedimiento que se sigui6 fue el siguiente:

Se sembré la cepa en agar Mac Conkey y en agar sangre para determinar la pureza
de la cepa, se tomaron 5 colonias de cada medio (en total 10) y se sembraron en agar
TSA, incubandose a 37°C por 24 h. El cultivo en TSA se ajustd con solucién salina al
0.45% a 3.0*10° ufc/mL en la escala de Mac Farland con el colorimetro. Se hidrat6
cada pocillo de la tarjeta GNI+ con la suspensién bacteriana de manera automatica (en
la unidad de llenado/sellado). Se incubaron las tarjetas a 37 °C en la camara
incubadora con un lector éptico (BioMerieux Vitek 32) y se almacenan los resultados

en el software del equipo.

7.1.4 SEROTIPIFICACION

Las mismas 10 colonias utilizadas en el sistema Vitek® se sembraron individualmente
en tubos de 10 mL de TSA inclinado y las mismas colonias en medio semisélido

Colindale con tubo de Craigie.
Las reacciones de aglutinacion se efectuaron en microplacas de 96 pozos de fondo

redondo. Se analiz6 el antigeno somatico de la cepa, empleando una bateria de 181

sueros monovalentes obtenidos de los antigenos sométicos conocidos (SERUNAM).
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Para analizar el antigeno flagelar, se utilizaron 56 sueros especificos correspondientes

a los antigenos conocidos. Los sueros se encontraban diluidos 1:100.

7.1.4.1 ANTIGENO SOMATICO “O”

Se incubaron los tubos de TSA a 37°C por 24 h, después de ese periodo, las células
fueron cosechadas en 10 mL de solucién salina al 0.85%. La suspension bacteriana se
hirvié a vapor efluente por 1 h entre 5y 10 libras de presion para romper las proteinas
y que el antigeno se encontrara mas libre. Se dejaron enfriar para luego agregar
formalina al 0.06% vy fijar el antigeno. Esta suspension bacteriana fue empleada como
antigeno somatico.

Las microplacas se prepararon con 50 pL del suero monovalente y 50 pL del antigeno
somatico. Las placas se envolvieron con papel plastico para evitar la evaporacion
durante la incubacién a 50°C por 24 h. Después de la cual, se realiz6 la interpretacion
de los resultados. Se consider6 como positivo la presencia de aglutinacion en el fondo
de los pozos y como negativo la presencia de un botén de antigeno en el fondo del
pozo (Figura 1). Todos los sueros que dieron un resultado positivo se tomaron para
hacer diluciones con solucién salina al 0.85% desde 1:100 hasta 1: 12 800 en las
microplacas (50 uL de la dilucién + 50 uL del antigeno), se incubaron a 50°C por 24 h
y se realizé la interpretacion de los resultados. Cuando se presentaron reacciones
cruzadas, el antigeno se enfrenté con sueros puros diluidos desde 1:50 hasta 1:6 400.
El serogrupo se definio al determinar el mayor grado de aglutinacién en la dilucion mas

alta del suero en comparacion con la que se presenta con el antigeno homélogo.

h 'A
NS

Figura 1. A: aglutinacién positiva, B: aglutinacién negativa

7.1.4.2 ANTIGENO FLAGELAR “H”

Los tubos del medio semisdlidos Colindale con los tubos de Craigie se utilizaron para
evaluar la movilidad. Se sembraron las 10 colonias a la mitad del interior del tubo de
Craige por picadura y se incubaron a 30°C durante 15 dias. Se consideré que el cultivo
bacteriano era movil, si se observo un crecimiento dentro del tubo de Craige y en el

exterior de él hasta llegar a la superficie del medio. Los flagelares positivos se

43



sembraron en caldo biotriptasa al 2% y se incubaron 24 h a 37°C. Después del tiempo
de incubacion, se agregd formalina al 0.06%. Esta suspension bacteriana fue

empleada como antigeno flagelar.

Las microplacas se prepararon con 50 pL del suero monovalente y 50 uL del antigeno
flagelar. Las placas se envolvieron con papel plastico para evitar la evaporacion
durante la incubacion a 50°C por 2.5 h. Después de la cual, se realizé la interpretacion
de los resultados. A los positivos se les realiz6 diluciones de la misma manera que se

hizo para el antigeno somatico.

7.2 MANGO

Se utiliz6 mango (Mangifera indica) variedad Ataulfo, en su etapa preclimatérica,
procedente de la central de abasto de la Ciudad de México.

La evaluacion del efecto de la irradiacion sobre las caracteristicas de calidad del
mango y en la sobrevivencia de E. coli O102:H6 se realizaron con el mismo lote de
mangos que venian del estado de Guerrero en el mes de agosto, categoria Il.

El analisis sensorial se realiz6 con mangos que venian de Chiapas en el mes de
abril, categoria extra.

La réplica de sobrevivencia de E. coli O102:H6 y la evaluacién del efecto de la
radiacibn gamma en la microbiota natural de la superficie del mango se realizaron

con mangos de Chiapas en el mes de junio, categoria I.

7.2.1 LIMPIEZA (Tratamiento previo)

Se realiz6é un lavado previo en tinas con agua por 30 min para eliminar tierra y otras

impurezas como hojas, tallos, raices y basura sobre la piel del fruto.
7.2.2 SELECCION
Se eliminaron los mangos que presentaron dafios fisicos y mecénicos como,

malformaciones, arrugamiento, grietas, esponjosidad, hongos, insectos, para contar

con lotes de frutos con caracteristicas homogéneas.
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7.2.3 EMPAQUETADO

Los mangos se empaquetaron en cajas de carton para exportaciéon a E.U.A. Sus
dimensiones fueron: largo 32.5 cm, ancho 27.5 cm y alto 11 cm. Se almacenaron a
temperatura ambiente después de aplicada la dosis de radiacion gamma

correspondiente.

MANGOS

b

r" >
Figura 2. Mangos en cajas de carton
7.2.4 TRATAMIENTO DE MUESTRAS
Las cajas se enviaron al Instituto de Ciencias Nucleares (ICN) para ser irradiadas a
una tasa de dosis entre 23.7 Gy/min y 26.2Gy/min. Las cajas se etiquetaron

dependiendo de la radiacion recibida (Figura 2 y Tabla 6).

Tabla 6. Grupos del experimento

Grupo Cadigo de color
Control blanco

0.5 KGy amatrillo

1 KGy azul claro

1.5 KGy Rojo

Nota: En el caso del experimento de sobrevivencia para E. coli 0102:H6 los mangos

se inocularon antes del tratamiento de radiacibn gamma.

Posterior al tratamiento se almacenaron a temperatura ambiente, y se consider6 ese

momento como el tiempo cero.
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7.3 EVALUACION DEL EFECTO DE LA IRRADIACION SOBRE LAS
CARACTERISTICAS DE CALIDAD DEL MANGO.

DETERMINACION DE PARAMETROS FISIOLOGICOS Y FISICOQUIMICOS.

Los parametros de calidad se evaluaron en la FES Cuautitlan con el apoyo de la Dra.
Ma. Andrea Trejo Marquez. Para determinar el estado de madurez de los mangos, se
evalué diariamente el parametro fisiolégico de respiracion en los frutos, el cual es un
indicativo del estado de madurez en frutos climatéricos (E; = pre-climaterio, E, = inicio
del climaterio, E; = maximo climaterio y E, = post-climaterio). Una vez llegado a cada
estadio se evaluaron los parametros de calidad: color, firmeza, pérdida de peso,
sélidos solubles, pH y acidez. Todos los pardmetros se midieron por triplicado. El
parametro fisioldgico (respiracion) se determiné diario, del dia 1 al dia 11 de
almacenamiento. Los parametros fisicoquimicos se determinaron los dias: 1, 5, 8 y 12

analizando apariencia, color, firmeza, pH, acidez y sélidos solubles.
7.3.1 PARAMETROS FISIOLOGICOS (Trejo, 2010)
7.3.1.1 RESPIRACION

Se determind con base en la produccién de CO, generado por los frutos. Se colocaron
los mangos en un contenedor de vidrio de 480 mL sellado con parafiim. El contenedor
se conectd de la parte superior al analizador de gases por infrarrojos (marca NITEC
LLC) (Figura 3). Se tomd la primera lectura del contenedor recién sellado después de
1 minuto y se registr6 esa lectura; posteriormente, se dejé transcurrir 30 min a
temperatura ambiente para medir la acumulacion de CO,. Los resultados se

expresaron en mg CO, kg™ h™.

gt

Figura 3. Analizador de gases por infrarrojos (marca NITEC LLC)
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7.3.2 PARAMETROS FISICOQUIMICOS (Trejo et al, 2010)

7.3.2.1 FIRMEZA

Se utilizé el penetrémetro manual marca Tr. Fruit Pressure Tester modelo FT 327 con
un pistén de 11.3 mm de diametro. Se sostuvo el mango sobre una cara ecuatorial y
se presion6 el penetrometro hasta que se introdujo parcialmente el émbolo (hasta una

muesca que tiene el émbolo). El valor obtenido se expres6 en Kgi/cm?.

7.3.2.2 DETERMINACION DE SOLIDOS SOLUBLES

El contenido de solidos solubles se determind por medio de la lectura directa en un
refractometro (marca ATAGO, mod. 2111). Este se calibr6 con una gota de agua
destilada; posteriormente, se colocé una gota del jugo del mango para tomar la lectura.

Los resultados se expresaron como °BriX.

7.3.2.3DETERMINACION DE pH

Una muestra de aproximadamente 15 g de la pulpa del mango se molié en licuadora.
Se peso 10 g del producto molido en un vaso de precipitado y se afiadié 90 ml de agua
destilada, se agit6 hasta lograr la homogenizacién completa. La mezcla se filtré con
papel filtro y del filtrado se determiné el pH con un pHmetro manual digital (marca
HANNA instruments, modelo pHepl). El electrodo del equipo se sumergi6é en la
solucién a temperatura ambiente después de calibrarlo con las soluciones buffer de

acuerdo con las instrucciones del equipo.

7.3.2.4DETERMINACION DE ACIDEZ

La determinacion de este parametro se realizé por medio del analisis de titulacion
directa. Se tom6 20 mL de la solucién que se obtuvo en el punto anterior, se le
adicionaron 3 gotas de fenolftaleina al 1% y se valoré con hidréxido de sodio (NaOH)
0.1N.

Titulacién: Se adicioné gota a gota la solucion de hidroxido de sodio hasta que se
mantuviera el vire al color rosa. Los resultados se expresaron como % de acido citrico

ya que es el acido predominante en el mango (AOAC, 1990).
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(megAc xV oy X
mLAc

i N
% Acidez = naon) *100

Donde:

meg Ac = Mili equivalente de acido citrico
Vnaon = Volumen gastado NaOH

Nnaon = Normalidad NaOH

mL Ac = mililitros de la muestra

7.3.2.5DETERMINACION DE LA PERDIDA DE PESO.

Se determind por diferencia de peso por método gravimétrico con una balanza
analitica (marca SARTORIUS modelo {1800). El porcentaje para la pérdida de peso se

realizé con la siguiente ecuacion:

%PP = (Pi — Pf ) x100

Donde:
%PP = Porcentaje de pérdida de peso
Pi = Peso inicial

Pf = Peso final

7.3.2.6 DETERMINACION DEL COLOR.

La determinacion de color se llevé a cabo con un colorimetro marca Minolta modelo
CR300 (Figura 4). Los valores de “a” en abscisas van desde los valores negativos para
el verde a valores positivos para el rojo; los valores “b” en ordenadas van desde el azul
al amarillo y el parametro “L” representa la luminosidad desde la reflexién nula o color
negro (L=0) a reflexién difusa perfecta o blanca (L=100). Los pardmetros a y b se
utilizaron para evaluar la saturacién y el tono. La saturacion es la pureza del color y el
tono es el color propiamente dicho. El instrumento se calibré por medio de una baldosa
blanca de ceramica. Las mediciones se realizaron en la piel del mango en un punto de

la zona ecuatorial del fruto.
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El tono (angulo de Hue) se calculd con la ecuacion h° = 11- arctan a/b (para variedades
verdes y amarillas) donde: 0 = rojo-parpura, 90 = amarillo, 180 = azulado-verde y 270
= azul; y la saturacién de color se calcul6 mediante la ecuacién C = (a®> + b%?
(McGuire, 1997)

Figura 4. Colorimetro marca Minolta

7.4 EFECTO DE LA RADIACION GAMMA EN EL PATOGENO

CEPA USADA

E. coli 0O102:H6 aislada del mango.

7.4.1 PREPARACION DEL INOCULO.

Se marcaron 2 circulos con un area de 3.14 cm? en un costado del mango, realizados
con un disco estéril y posteriormente se colocaron en charolas plasticas para

mantenerlos a temperatura ambiente hasta su inoculacion.

Se reactivé la cepa en BHI e incubé a 37° C durante 24 h; posteriormente, se sembro
por estria en cajas Petri de 9 cm de didmetro con 20 ml de agar nutritivo con ampicilina
(50 pg/ml) y se incub6 a 37° C por 24 h. Transcurrido ese tiempo se tomé una colonia,
se coloco6 en BHI y se incub6 a 37° C durante 16 h.

Para la preparacion del inéculo se centrifugd la suspensién con microorganismos a
15000 rpm durante 15 min a 4° C a continuacion se descartdé el sobrenadante y el
pellet se resuspendié en 5 ml de agua peptonada al 0.1% estéril para volverse a
centrifugar a 15000 rpm durante 15 min a 4° C; de igual manera se descart6 el

sobrenadante y el pellet finalmente se resuspendi6é en agua peptonada al 0.1%.
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7.4.2 INOCULACION DE LOS FRUTOS.

Los lotes de frutos se colocaron bajo condiciones asépticas y se inocularon a
temperatura ambiente. Se tomé 100 ul del inéculo que contenia 1028 UFC/ml (10°
UFC/cm?) y se inocularon en las areas previamente marcadas. El inéculo se colocé en
forma de pequefias gotas en toda la superficie del circulo y se dej6é secar durante 1
hora a temperatura ambiente; posteriormente, los frutos se irradiaron a dosis de: 0.5,
1, 1.5 kGy, se almacenaron a temperatura ambiente y se realiz6 el analisis

microbioldgico a los diferentes tiempos. La sobrevivencia se evalud por quintuplicado.

7.4.3 ANALISIS MICROBIOLOGICOS.

Para la toma de muestras se realiz6 un frotis sobre el area inoculada de cada fruto.
Tomando un hisopo estéril humedecido con agua peptonada, se froté la superficie
inoculada, se colocé el hisopo en un vial con agua peptonada al 0.1% estéril, una vez
tomadas las muestras se agitd6 por espacio de 1 min para recuperar los
microorganismos que se encontraban en el hisopo y se realizaron las diluciones
seriales de la mezcla recuperada. De estas diluciones se tomé 100 ul y se plaqued en
agar nutritivo con 50 upg/ml de ampicilina. Se incubdé a 37° C durante 24 h y se
realizaron las cuentas. Las muestras se tomarona 0, 3,6, 18y 96 h; y 0, 3, 6, 18, 24,
48, 72 y 96 h en el experimento de réplica, después de ser irradiados los frutos. Como
control negativo se tomd un area de igual magnitud a la inoculada pero sin el inéculo
en el fruto y como control positivo se tom6 100 pul del indculo original diluido en 5 ml de
agua peptonada al 0.1 % y se plagueé de igual manera en agar nutritivo con

ampicilina.

Se determind si existian diferencias significativas en las cuentas de las bacterias

patdégenas en los mangos control con cada uno de las dosis de radiacion.
7.5 ANALISIS SENSORIAL

Para el perfil sensorial del mango se utilizé el analisis descriptivo cuantitativo QDA®,
por ser es un método cualitativo que da una descripcidn cuantitativa completa de las
propiedades sensoriales (Stone y Sidel, 1993). Umbelino (2005) realiz6 el perfil
descriptivo de distintos jugos de mango utilizando esta técnica y analizando atributos

de apariencia, sabor, aroma y textura.
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Este andlisis tuvo la intencién de buscar la dosis a la cual no se viera afectado el perfil

sensorial del mango y que fuera agradable para el consumidor.

Antes de realizar el andlisis se dio informacién sobre el objetivo y el procedimiento de
la técnica a los panelistas. Fueron 15 panelistas familiarizados con la metodologia y la
muestra, entre 21 y 60 afios, 13% hombres y 87% mujeres. El panel probé mango
Ataulfo en madurez comercial y sin tratamiento de radiacion gamma para elegir en
consenso los descriptores, los cuales proporcionaron una descripcion completa de las
propiedades sensoriales del fruto. Una vez que se escogieron los descriptores, se
explicaron tanto las definiciones como la manera de realizar la evaluacion para cada
descriptor una sesion antes. Posteriormente, el mismo panel realiz6 el andlisis
sensorial del fruto irradiado a diferentes dosis (0, 0.5, 1, 1.5 KGy) en estado post-
climatérico (doceavo dia) y almacenados a temperatura ambiente. Se presentaron
ante los panelistas las 4 muestras diferentes en platos de plastico con un cédigo de 3
digitos y cuantificaron la intensidad de cada descriptor en una escala lineal del 1 al 10
incrementando la intensidad de izquierda a derecha, donde el panelista marc6 en ella
el punto que mejor reflejé la intensidad del descriptor. Se introdujeron referencias en
las escalas para poder ayudar a los panelistas a precisar los puntos en ella y asi hacer

la evaluacion sensorial mas homogénea y sencilla.

La medicién de los valores en la escala se realiz6 con una regla tomando en cuenta
decimales. El andlisis de los datos se realiz6 por medio de un analisis de varianza
(ANOVA) de una via, seguida de la prueba de comparaciones multiples de Bonferroni.
Esto permiti6 monitorear el desempefio de los miembros del panel, asi como
identificar diferencias significativas (p<0.05) entre las muestras analizadas. Con los
resultados obtenidos se realizaron “graficas de arafa” que son diagramas que
representan el valor de la intensidad para cada atributo sensorial, en una serie de
lineas que radian de un centro. Cada linea represent6 un atributo siendo el centro la

intensidad minima.

7.6 EFECTO DE LA RADIACION GAMMA EN LA MICROBIOTA DEL MANGO

Para determinar cambios en la microbiota nativa se us6 el método PCR-DGGE. El
primer paso es la extraccion de DNA de los microorganismos que se encontraron en
la superficie. Debido a que se parte de mangos lavados con una cuenta baja de
microorganismos fue necesario usar muestras compuestas por 9 mangos y escoger el

método adecuado para extraer una baja concentracion de DNA.

o1



7.6.1 METODOLOGIA 1. METODO ENZIMATICO (Técnica montada en el laboratorio

para mango no lavado)

7.6.1.1 RECUPERACION DE LA MICROBIOTA DE CADA LOTE

(Una sola muestra de 5 mangos)

Se colocaron 5 mangos en bolsas de plastico normales y con doble nudo. Se adicion6
100 mL de SSI 0.085% y se agité en Barnsted/Thermolyn Type 50800 Rotomix,
velocidad 4.8 por 15 minutos volteandose 2 veces para cumplir la agitaciébn por 45
minutos. Se recuper6 el liquido en un matraz y se agregaron 50 uL de Macerex
(mezcla de peptinasa y celulosa). Después de incubar 30 min a 37°C se filtr6 por una
membrana de 0.45 ym en equipo de filtracién Millipore. La membrana se corté en
pequefios trozos con tijeras estériles y se colocaron en tubos de centrifuga. La mezcla
de microorganismos retenida en la membrana se recuperé con 2 mL de amortiguador
TES 50X.

7.6.1.2 EXTRACCION DE DNA

Para la extraccion del DNA por el método enzimatica se utilizo lisozima ya que ha sido
eficiente en la extraccion del DNA de bacterias Gram negativas como enterobacterias
y bacterias Gram positivas como las &cido lacticas, grupos microbianos que se
encuentran principalmente en la superficie del mango (Péloquin y Greer, 1993;
Serbolisca et al, 1999; Vasek et al, 2001; Poubol e 1zumi, 2005; Perez-Jimenez, 2007;

Guadarrama-Orozco, 2009; Ramirez-Villatoro, 2012).

A 500 yL de la mezcla de microorganismos (en microtubos) se le agregé 20 pL de
lisozima (10 mg/uL), se agit6 e incubo a 37°C por 1 h. Posteriormente, se agrego 8 uL
de pronasa (20 mg/uL) y 8 uyL de RNAasa (20 mg/uL), se agité vigorosamente y se
incubd a 65°C por 1 h. Después se agregd 120 uL de SDS 10% y se incubd a 65°C por
30 min. Se dejo enfriar a temperatura ambiente y se afiadié 600 uL de la mezcla fenol-
cloroformo (1:1). Se agité hasta formar una emulsiéon y se centrifugd 10 min a 5000
rpm. Posteriormente se transfirié a microtubos limpios y se adicionaron 2.5 volimenes
de EtOH al 100% a -20°C agitdndose suavemente. Se centrifugé 10 min a 14 000 rpm
y se retird el sobrenadante. Se dejoé secar el precipitado a temperatura ambiente por

24 h. El pellet se resuspendié en amortiguador TE.
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METODOLOGIA 1.1

Se siguid el procedimiento de la metodologia 1 a excepcion de que se utilizaron 10

mangos para obtener una sola muestra de DNA.

METODOLOGIA 1.2

Se sigui6 el procedimiento de la metodologia 1 a excepcién de que para recuperar la
microbiota se utiliz6 una esponja que fue previamente sumergida en 50 mL de SSI

0.85% y 10 mangos para obtener una sola muestra de DNA.

METODOLOGIA 1.3

Se siguid el procedimiento de la metodologia 1 a excepcién de que se utilizaron 10
mangos para obtener una sola muestra de DNA, un hisopo estéril de algodén
humedecido en 50 mL SSI + tween 80 al 1% y no se usé macerex. El liquido se filtrd
por un embudo con papel filtro antes del filtrado por una membrana de 0.45 um en el
equipo Millipore. La membrana se coloc6 en un tubo de centrifuga y se congel6 a -
20°C por 30 min. Se cort6 la membrana en 4 partes y se regresé al tubo de centrifuga;
se adicioné 1ml de buffer TES y se agité por 5 minutos en un vortex Fisher en el
numero 8. El liquido se transfiri6 a microtubos y se congelaron a -5°C hasta el dia

siguiente para realizar la extraccién enzimatica.

7.6.2 METODOLOGIA 2. METODO DE HERVIDO

7.6.2.1 RECUPERACION DE LA MICROBIOTA

Diez mangos lavados fueron considerados como una sola muestra. Se recupero la
microbiota con una esponja que se humedecié en SSI 0.85%. Se agreg6 a la

suspension 50 uL de Macerex (mezcla de pectinasa y celulosa) y se incub6 por 15 min

a 37°C. Elliquido se filtr6 por un embudo con papel filtro y el filtrado se pasé por una

membrana de 0.45 um en un equipo Millipore.
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7.6.2.2 EXTRACCION DE DNA

La membrana se colocé en un tubo de centrifuga y se congel6 a -20°C por 30 min.

Se corté la membrana en 4 partes y se regresaron al tubo de centrifuga; se adicion6 1ml
de buffer TES y se agité por 5 minutos en un vortex Fisher al nivel 8. Se coloc6 en un
congelador a —70 °C por 10 minutos. Después de ese tiempo, se transfiri6 a un
congelador y se almacen6 a —20 °C durante 10 minutos. El tubo se transfiri6 a un bafio
de agua y se calent6 a 92 °C por 10 minutos. Se agit6 el tubo que contenia la
membrana sumergida en el buffer por 30 segundos en el vortex al nivel 8. Se transfirio
el liquido a un tubo eppendorf de 1.5 ml y se puso en hielo por 5 min; posteriormente, se
centrifugd a 15 000 rpm por 5 minutos. Se pasoé el sobrenadante a otro tubo eppendorfy
se adicionaron 2.5 volimenes de etanol al 100% a —20 °C. Se agit6 cuidadosamente
con la mano y se centrifugé a 15 000rpm por 5 minutos. Se retir6 el etanol por

decantacion y se dejé secar el pellet. Se resuspendio el pellet en 50 pL de buffer TE.

METODOLOGIA 2.1

Se sigui6 el procedimiento de la metodologia 2 a excepcién de que para recuperar la

microbiota se utilizé una esponja sumergida en agua peptonada al 1%+ tween 80 al 1%.

METODOLOGIA 2.2

Se sigui6 el procedimiento de la metodologia 2 a excepcién de que para recuperar la

microbiota se utilizé una esponja sumergida en SSI+ tween 80 al 1%.

METODOLOGIA 2.3
Se sigui6 el procedimiento de la metodologia 2 a excepcién de que para recuperar la
microbiota se utilizd un hisopo estéril de algodén sumergido en SSI+ tween 80 al 1% y
no se us6 macerex.
Finalmente, se decidi6 trabajar con la metodologia 1.3. Se utilizaron 9 mangos para

obtener una muestra suficiente de DNA. Las muestras se hicieron por triplicado en el

tiempo cero, 24 y 72 h después de ser irradiados a 1KGy.
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7.6.3 CUANTIFICACION DE DNA

Para la cuantificacion del DNA se midié la absorbancia a 260 y 280 nm en un

espectrofotdmetro UV-visible (Agilent 8453E) y se utiliz6 la siguiente ecuacion:

i LY - -_—
| Absorbancia .4, "{ 5048 'nl DNA !I_E:I: Concentracion DNA . | s
\ H

| /ml|

dobiecadena

Considerandose la longitud de la celda (2mm) y que A, =1 = 50ug/mL de DNA de
doble cadena.

Se determiné la pureza del DNA extraido mediante el cociente de las absorbencias a

260 nm y 280 nm que refleja la proporcién acidos nucleicos y proteinas que hay en la

muestra.

Df] 260 nm )
AE] 2800 nre - P“j ezd D'x‘qn-r:r_':'ﬁ.:

7.6.4 PCR
Se amplificé la regién V3 del gen 16S rRNA con los oligonucle6tidos Agc338F y
B518R (Tabla 9) utilizando los reactivos descritos en la tabla 8 y el protocolo de la

tabla 7. Se usaron controles positivos y controles negativos.

Tabla 7. Condiciones de la reaccion de PCR para la region V3 del gen 16S rRNA:

Periodo Temperatura/tiempo Numero de ciclos
Desnaturalizacion 94°C/5min 1
Desnaturalizacion 94°C/1 min 20

Alineamiento 65°C/1 min

Extension 72°C/3 min

Desnaturalizacion 94°C/1 min 10

Alineamiento 55°C/1 min

Extension 72°C/3 min

Extension final 72°C/10 min 1

Enfriamiento 4°C 1
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Tabla 8. Protocolo de PCR para la amplificacion de la region V3 del gen 16S rRNA.

Reactivo Para 1 tubo (uL) Concentracion en la
mezcla de reaccion

Agua c.b.p 50 -

Albumina 5 400 ng/uL

Amortiguador 10X 5 1X

MgCl, 25mM 5 2.5 mM

dNTP's 2mM 1 0.2mM

Cebador de region V3 del | 1 25 pmol/uL

gen 16S rRNA Agc338F

1X

Cebador de region V3 del | 1 25 pmol/uL

gen 16S rRNA B518R 1X

Taq polimerasa 50 U/uL 1 1U/uL

DNA - 50 ng/uL

Tabla 9. Oligonucleétidos para la region V3 del gen 16S rRNA.

Agc338F Bacteria V3 *ACT CTA CGG AGG CAG CAG Hacia Ampe,1999
regién (338-358) adelante
B518R Universal V3 ATT ACC GCG GCT GCT GG Reversa

region (534-518)

*cola de GC afiadida al extremo 5' del primer 5 CGC CCG CCG GGC GGC GGG
CGG GGC GGG GGC ACG GGG GG 3

7.6.5 ELECTROFORESIS EN GELES DE AGAROSA

La evaluacion de la integridad del DNA se realizd por electroforesis en geles de

agarosa al 1% en TBE 1X y la calidad de los amplicones obtenidos en el PCR se

analizd por electroforesis en geles de agarosa al 1.5% en TBE 1X. La mezcla se

calent6 en el horno de microondas por 1 min y después se dej0 enfriar hasta

aproximadamente 50 °C para verterse en un acrilico. Se introdujo un peine para formar

los pozos. Una vez que se gelificd, se cargd 5 yL de cada muestra con 0.5 pL de
amortiguador (10 mM Tris-HCI pH 7.6, 10 mM EDTA, 0.005 % azul de bromofenol, 10

% glicerol). Se colocé el gel en una camara de electroforesis y se aplicé 65 V por 1 h.

El gel se revelé con bromuro de etidio (5 pg/pL) por 15 min.
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7.6.6 DGGE

7.6.6.1 PREPARACIONES DE LOS GELES (DCode System (Bio-Rad Laboratories)

Los geles utilizados se prepararon al 8 % de acrilamida. Se preparé una solucién
desnaturalizante de baja densidad (0 % para el gel perpendicular y 20 % para el gel
paralelo) y otra de alta densidad (100 % para el gel perpendicular y 90 % para el gel
paralelo) (Tabla 10 y 11). Se filtraron ambas soluciones usando un filtro de 0.45 uym y
se desgasificaron por 15 min. Los vidrios, los espaciadores y el peine se colocaron en
la base para hacer el gel, se montd el sistema formador de gradiente con las
mangueras y dos jeringas, una jeringa con 20 mL de la solucién desnaturalizante de
baja densidad, 70 uL de APS 10 % y 15 uL de TEMED vy la otra con 20 mL de la
solucion desnaturalizante d alta densidad, 70 uL de APS 10 % y 15 uL de TEMED
(Figura 5). Se conectaron las mangueras a la cavidad entre los vidrios (Figura 6) y se
giré la rueda del sistema formador de gradiente hasta llenarlo completamente, se

colocé el peine y se esperaron 90 min para que se llevara a cabo la polimerizacion.

Tabla 10. Preparacion del gel de acrilamida al 8%

Acrilamida (%) 8%
Acrilamida/Bis 40% (ml) 20

TAE 50X (ml) 2
Formamida (ml) Ver Tabla 11
Urea (g) Ver Tabla 11
Agua desionizada (ml) c.b.p. 100 ml

Tabla 11: Cantidades requeridas de agentes desnaturalizantes para preparar
soluciones a distintos porcentajes de desnaturalizante.

Desnaturalizantes |0 |20 |90 100
(%)
Formamida (ml) 0O |8 36 |40
Urea (g) 0 |84 |37.8|42
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Figura 5. Sistema formador del gradiente con las dos jeringas y mangueras

3 '_“ \

Figura 6. Llenado del gel

7.6.6.2 GEL PERPENDICULAR

Se mezcl6 todo el DNA de las muestras en un solo tubo quedando una cantidad final
de 3 ug de DNA en un volumen de 100 uL; se agregé un volumen igual de buffer de
carga (glicerol 50%, TAE 2X, azul de bromofenol 0.25%). Se realiz6 la electroforesis
con un gradiente de desnaturalizacion de 0 — 100% (Tabla 11) perpendicular al voltaje
de 80 v por 2 h 45 min a una temperatura constante de 60 °C.

7.6.6.3GEL PARALELO

En cada pozo se cargaron 900 ng de DNA y buffer de corrida en un volumen total de
40 uL. Se realiz6 la electroforesis con un gradiente de desnaturalizacion de 20 — 90%

paralelo al voltaje de 80 v por 17 h a una temperatura constante de 60 °C.

7.6.6.4 TINCION CON PLATA
Se retird el gel del contenedor y se realizé la tincién con plata utilizando el Kit Plus One

DNA Silver Satining, de (Pharmacia Biotech) (Tabla 12 y 13). La imagen se captur6
con el equipo Kodak Image Station y el programa Carestream.
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Tabla 12: Preparacion de soluciones para tincion (GE Healthcare, DNA Silver Staining

Kit)

Solucién

Reactivos requeridos del Kit

Disolver en 100 ml de

Solucion de fijacion

25 ml de solucion de fijacion 5X

Solucion de etanol 24 %
(100 mL)

Solucion de tincién

25 ml de solucién de tincion 5X

100 mL Agua destilada

Solucién de desarrollo

25 ml de solucién de carbonato
5X

125 ulL de tiosulfato de sodio
125 plL de formaldehido

100 mL Agua destilada

Solucién de paro y
preservacion

25 ml de solucién de paro 5X

100 mL Agua destilada

Tabla 13. Protocolo de tincidon (GE Healthcare, DNA Silver Staining Kit)

Paso Procedimiento Tiempo
1. Fijaciéon Agitacion lenta en solucion de | 30 min
fijacion
2. Tincién Agitacién lenta en solucién de | 30 minutos
tincion
3. Lavado Agitacion lenta en Agua MilliQ | 1 minuto
(125 ml)
4. Desarrollo Agitacion lenta en solucion de | 10 minutos o hasta que se
desarrollo visualicen las bandas
5. Paro Agitacion lenta en solucién de | Al menos 30 minutos o

paro y preservacion

toda la noche.
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7.6.7 ANALISIS DE LAS HUELLAS DE COMUNIDADES MICROBIANAS

Los geles paralelos con los patrones de las comunidades microbianas de la superficie
del mango Ataulfo obtenidas con la técnica de DGGE fueron digitalizados utilizando el
software Diversity Database versién 2.2 para Windows (BIORAD). Posteriormente, se
determiné la similitud de la comunidad microbiana entre cada muestra y entre cada
tiempo para elaborar el dendrograma que permiti6 la interpretacion del
comportamiento de la comunidad microbiana. Con el mismo software se obtuvo la
intensidad de cada una de las bandas determinada como la altura del pico para
obtener los indices de diversidad y de dominancia en cada una de las comunidades

microbianas.

7.6.7.1INDICE DE RIQUEZA (R)

El estimado de riqueza (R), se obtuvo contando el nimero de bandas visibles para

cada muestra y tiempo determinado (Nibel et al, 1999).

7.6.7.2COEFICIENTE DE SIMILITUD DE DICE Sp

Para determinar la similitud entre la microbiota de las diferentes muestras y tiempos,
se realiz6 el andlisis de agrupamiento a partir de matrices de similitud mediante la
presencia (1) o ausencia (0) de bandas. Con la matriz de similitud se calcul6 el
coeficiente de similitud de Dice Sp. El coeficiente promedié los valores de similitud por

cada combinacion de par de muestras mediante la siguiente ecuacion:
S = 2a /(2a+b+c)

Donde:

S;= coeficiente de similitud entre las muestras iy j

a= numero de bandas compartidas poriy j

b= nimero de bandas presentes en i pero ausentes en j

c= numero de bandas presentes en j pero ausentes en i.
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Se us6 el algoritmo UPGMA (Unweighted Pair Group Method using Arithmetic
averages) para calcular el dendrograma utilizando el software Diversity Database
version 2.2 para Windows (BIORAD).

7.6.7.3INDICE DE DIVERSIDAD

Se obtuvo a partir del indice general de diversidad de Shannon-Weaver (H) y fue
calculado usando la siguiente ecuacion:
H= - ZP| |092 Pi

Se utilizé la intensidad de las bandas, medida como la altura de los picos de las curvas
densitométricas. Se calcul6 la probabilidad de encontrar un determinado individuo en
la comunidad (P))

P=nil3n;
Donde:

n;: la altura del pico i en la curva densitométrica.

7.6.7.4INDICE DE DOMINANCIA DE SIMPSON (S)

El indice de dominancia de Simpson (1949) se calculé mediante la siguiente ecuacion:
S=3(P)?

Donde:

S= indice de diversidad de Simpson.

P:: proporcion de individuos de la especie i en la comunidad.

7.6.7.5RECUPERACION, REAMPLIFICACION PURIFICACION DE LOS
FRAGMENTOS DE DNA DE LOS GELES DE DGGE

La banda seleccionada se cort6 del gel con un bisturi y pinzas estériles, se deposité en
un microtubo con 50 pL de agua desionizada estéril. Los tubos se incubaron a 37°C
por 1 h, después a 4°C por 3 dias. Las muestras se llevaron a una concentracion de 5
ng/uL y 10 pL del sobrenadante se utilizd para realizar el PCR (protocolo de la tabla
10) con los mismos oligonucleodtidos B518R y Agc338F sin cola G-C. Se realiz6 la
electroforesis con las muestras y las sefiales se cuantificaron usando el software
Diversity Database versién 2.2 para Windows (BIORAD). Se purificé el DNA utilizando
el kit Montage PCR Centrifugal Filter Devices. EI DNA se resuspendié en un volumen

final de 20 pyL de agua desionizada estéril. EI DNA purificado se guardé en tubos
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eppendorf a -20°C con parafim hasta que fueron enviados a secuenciar. Las

secuenciaciones se realizaron en Macrogen (Korea).

7.6.7.6 ANALISIS BIOINFORMATICOS

Las secuencias obtenidas se compararon con las existentes en la base de datos del
GenBank de NCBI (National Center for Biotechnology Information;
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) usando el algoriimo BLASTn (Nucleotide Basic Local
Alignment Search Tool). Se buscaron secuencias correspondientes al gen, optimizado

por el programa megablast (Highly similar sequences).

7.7 ANALISIS ESTADISTICO.

Los datos se presentaron como promedio + error estandar de la media, se analizaron
con el programa Prism 5 (GraphPad) usando la prueba ANOVA de dos vias, seguida
de la prueba de comparaciones multiples de Bonferroni en el caso del experimento de
sobrevivencia, indice de diversidad, indice de dominancia y riqueza; para el analisis
sensorial y los experimentos de calidad se utilizé6 una prueba ANOVA de una via
seguida de la prueba de comparaciones multiples de Bonferroni. Las diferencias se
consideraron estadisticamente significativas a valores de *p<0.05, ** p<0.01, ***
p<0.001.
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8. RESULTADOS Y ANALISIS DE RESULTADOS

8.1 CORROBORACION DE LA IDENTIDAD DE LA CEPA E. coli

La identificacion bioquimica de las cepas mediante el equipo automatizado Vitek es
importante para asegurarnos que la cepa en este estudio fuera Escherichia coli y no
otro microorganismo. Un analisis bioquimico en este equipo nos da un resultado
confiable en corto tiempo. En la tincion de Gram se observaron bacilos cortos Gram
negativos y con las 30 pruebas bioquimicas que se incluyen en las tarjetas GNI+

(Tabla 14) la cepa finalmente se identific6 como Escherichia coli con 99% de certeza.

Tabla 14. Resultados obtenidos por el sistema automatizado Vitek®

pP3 () |OFG (+) [cc (+) ACE (-) Esc () [Pu (9
URE (-) car  (-) MAL (-) TDA (-) PxB (-) LAC (+)
MLT (%) MAN  (+) XYL (+) RAF () SOR (+) |suc ()
INO () | ADO (v) cou (+) Hs (- oNP (+) | RHA ()
ARA (+) GLU (+) ARG (-) LYS (+) ORN (-) oxi (-)

Para determinar el grupo patégeno al que pertenecen, Kauffman desarrollé un
esquema de serotipificaciéon. El antigeno “O” es el responsable del serogrupo; la
determinacion del antigeno somatico y flagelar (O:H) indica el serotipo, el cual se
asocia con un cuadro clinico en particular. El serogrupo de la cepa en este estudio fue
0102; y su serotipo 0102:H6 perteneciente al grupo de las enteropatégenas (EPEC)
(Vélez et al, 2001)

8.2 EFECTO DE LA RADIACION GAMMA EN LA SOBREVIVENCIA DE E. coli
0102:H6 Y EN LOS PARAMETROS DE CALIDAD DEL MANGO ATAULFO

8.2.1 TRATAMIENTO DE LOS MANGOS

Los mangos se enviaron irradiar a 3 diferentes dosis (0.5, 1, 1.5 KGy) en el Instituto de
Ciencias Nucleares (ICN) el 16 de agosto de 2010 con una tasa de dosis de 26.2

Gy/min.
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8.2.2 CARACTERIZACION FISICA

De acuerdo con la norma NMX-FF-058-SCFI-2006 (Productos alimenticios no
industrializados para consumo humano — fruta fresca — mango (Mangifera indica L.) —
Especificaciones) la calidad de los mangos fue de Categoria Il al presentar cubrimiento
de latex, manchas de lluvia en algunos de los mangos (manchas irregulares de color
mas oscuro que la cdscara). Su peso y longitud polar y ecuatorial (tabla 15) fueron
menores que los establecidos en esta norma. El mango Ataulfo presentd forma

alargada, cdscara suave, lisa y de color verde ligeramente amarillo.

Tabla 15. Caracteristicas fisicas del mango Ataulfo

Parametro
Peso (9) 104.9£43.8
Largo ecuatorial
(cm) 9.81£0.63
Longitud polar (cm) |5.78 + 0.29

Los datos muestran el valor promedio + desviacion estandar, n=192

8.2.3 EFECTO DE LA RADIACION GAMMA EN LA SOBREVIVENCIA DE E. coli
0102:H6

En la figura 7 se observa que la mortalidad de E. coli O102:H6 no siguié una linea
recta. Hay un creciente nimero de publicaciones y observaciones que muestran que la
sobrevivencia vs tiempo es claramente una relacion no lineal. De acuerdo con Peleg y
Cole (1998), la curva resultante es una forma acumulativa de eventos temporales de
muerte de diferentes subpoblaciones de un mismo microorganismo. Dada la
variabilidad natural que hay en una cepa (mezcla de subpoblaciones), se tienen
diferentes espectros de resistencia; por lo tanto, los microorganismos van muriendo en

diferentes tiempos.

Resistencia no necesariamente significa “resistencia a la radiaciéon”. La irradiacion
gamma de cualquier sistema biolégico, produce la absorcion de una porcion de la
energia incidente en sitios al azar dentro del sistema biol6gico (Little, 2000;
Roginskaya y Razskazovskiy, 2009; ININ, 2011b), dando lugar a especies reactivas de
oxigeno y radicales libres. Estas moléculas se difunden desde los sitios de su
formacion y dafian a acidos nucleicos (EUROATOM, 2008; Gill y Tuteja, 2010), a
lipidos (Gill y Tuteja, 2010; Tyurina et al, 2011), a proteinas (Gill y Tuteja, 2010; ININD,
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2011b) y a carbohidratos (Gill y Tuteja, 2010; ININ, 2011b). Si las moléculas que han
sido dafiadas, son las que desempefian un papel critico en la proliferacion celular,
entonces pierden su capacidad para realizar esta funcion vital, y la célula ya no puede
multiplicarse (ININ, 2011). Esto quiere decir que algunos microorganismos tuvieron
dafos en genes esenciales y otros no, 0 algunos tuvieron un mayor namero de
mutaciones o0 dafios en sus macromoléculas que otros; y como consecuencias

murieron en diferentes tiempos.

control

-+ 0.5 KGy
-+ 1KGy
% ~+ 15KGy

UFCicm? (log10)

il 1
90 100

Tiempo (h)

Figura 7. Efecto de las dosis de radiacion gamma de 0.5, 1 y 1.5 KGy en la
sobrevivencia de E. coli O102:H6 en la superficie del mango Ataulfo. Los datos son
promedio + EEM, n=5 ensayos en medio nutritivo con 50 ug/mL de ampicilina e
incubados a 37°C por 24 h. Se analizaron todos los tratamientos a un mismo tiempo y se
compararon con respecto al control mediante una prueba de Bonferroni. *p<0.05, **
p<0.01, *** p<0.001.

Mangos control (Figura 7)

Los mangos control tuvieron una cuenta inicial de 4.3 UFC/mL (log10); durante las
primeras 6 h hubo un aumento de E. coli O102:H6 indicando que se adapt6 al
microambiente llegando a un maximo pico de sobrevivencia con 5.0 UFC/mL (log10).
Después de estas 6 h empezaron a disminuir las cuentas hasta las 96 h con 2.9
UFC/mL (log10). Del tiempo cero a las 96 h hubo una disminucién de 1.4 ciclos

logaritmicos.
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Mangos irradiados con 0.5 KGy vs mangos control (Figura 7)

En el tiempo cero no hubo diferencias significativas (p>0.05), a las 3 h la sobrevivencia
en los mangos tratados disminuy6 1.4 ciclos logaritmicos con respecto a los mangos
control siendo altamente significativo (p<0.01). A las 6 y 9 horas la diferencia fue mas
marcada, con una disminucion de 2.0 y 1.7 ciclos logaritmicos respectivamente entre
los mangos irradiados y los mangos control siendo alta y significativa (p<0.001). A las
96 horas el grupo control tuvo una cuenta final de 2.9 UFC/mL (log10) y los mangos
tratados de 1.1 UFC/mL (log10), siendo esta diferencia alta y significativa (p<0.001).
Del tiempo cero a las 96 h disminuy6 3.3 ciclos logaritmicos en los mangos irradiados,

1.9 unidades de diferencia con respecto al control.

Mangos irradiados con 1 KGy vs mangos control (Figura 7)

En el tiempo cero no hubo diferencia significativa entre los mangos irradiados a 1 KGy
y los mangos control, a partir de las 3 horas hubo una diferencia alta y significativa con
respecto al control (p<0.001), y esta se mantuvo hasta las 96 h. La mayor diferencia se
present6 a las 6 y 96 h, donde la sobrevivencia en los mangos tratados disminuy6 2.6
y 2.7 ciclos logaritmicos respectivamente con respecto al control. Del tiempo cero a las
96 h disminuyé 3.5 ciclos logaritmicos en los mangos irradiados, 2.1 unidades de

diferencia con respecto al control.

Mangos irradiados con 1.5 KGy vs mangos control (Figura 7)

A diferencia de las otras dosis, con la dosis de 1.5 KGy si hubo una diferencia
altamente significativa (p<0.01) desde el tiempo cero con respecto al control; a las 3 h
esa diferencia fue significativamente mayor (p<0.001), y esto se mantuvo hasta las 96
h. La mayor diferencia se presentd a las 6 y 18 h, donde la sobrevivencia de E. coli
0102:H6 en los mangos irradiados disminuyé 3.9 y 3.7 ciclos logaritmicos
respectivamente. Del tiempo cero a las 18 h disminuyd 2.8 ciclos logaritmicos con
respecto al control. Es 0.7 ciclos logaritmicos menos que en los mangos irradiados a 1
KGy; pero, esto fue porque desde el tiempo cero hubo una disminucion de 1.5 ciclos
logaritmicos con la dosis de 1.5 KGy que no se observé en los mangos sometidos a 1
KGy y desde las 18 h ya no se encontraron microorganismos en los mangos

sometidos a la dosis mas alta.
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Mangos irradiados con 1 KGy vs mangos irradiados con 1.5 KGy (Figura 8)

Actualmente, los protocolos desarrollados con la técnica de irradiacion gamma en el
mango permiten una dosis maxima de 1KGy (USDA, 2003); por lo tanto, se
compararon los resultados de esta dosis con la dosis mas alta evaluada en este
estudio de 1.5 KGy. So6lo hubo una diferencia altamente significativa a las 18 h
(p<0.01), donde hubo una disminucion de 1.4 ciclos logaritmicos en los mangos de 1.5
KGy con respecto a los mangos tratados a 1 KGy. Sin embargo, esta diferencia ya no
existid a las 96 h. Con ambas dosis se llegd a resultados similares a las 96 h; la

diferencia es que con la dosis de 1.5 KGy se llegé més rapido.
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Figura 8. Efecto de la radiacion gamma (dosis 1.5 KGy) en la sobrevivencia de E. coli
0102:H6 en la superficie del mango Ataulfo. Los datos son promedio + EEM, n=5 ensayos.
Se analizaron todos los tratamientos a un mismo tiempo y se compararon con respecto a
los mangos tratados a 1 KGy mediante una prueba de Bonferroni. *p<0.05, ** p<0.01, ***
p<0.001.

A mayor dosis de radiacion gamma menor la sobrevivencia de E. coli. 0102:H6. El
mango Ataulfo estda compuesto principalmente de agua (83.8%); por lo tanto las
ionizaciones (provocada principalmente por la radiblisis del agua) que producen los
rayos gamma actlan interrumpiendo procesos fisiolégicos dafiando a hidratos de
carbono, proteinas, lipidos y &cidos nucleicos. El dafio a hidratos de carbono provoca
su deshidratacién, la oxidacién del grupo alcohol a cetona o su dimerizacion (Molins,
2003). El dafio a proteinas incluye la carbonilacion de ciertos aminoacidos (prolina,

arginina, lisina y treonina), la oxidacion de grupos sulfhidrilos en metionina y cisteina,
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la introduccion de grupos hidroxilos en fenilalanina y tirosina, la ruptura del anillo de
triptéfano, la escision del enlace peptidico, la desaminacién de la histidina y la
formacion de dimeros de tirosina (Slade y Rodman, 2011). La radiacion gamma puede
provocar el desdoblamiento, la agregacion o la degradacién de las proteinas al alterar
las estructuras secundarias, terciarias y cuaternarias de éstas (Molins, 2003). La
radiacién de lipidos conduce a radicales cati6nicos donde la carga positiva puede
migrar al grupo carboxilo o a los dobles enlaces. Esto provoca que se rompan enlaces
cercanos a los grupos carbonilo dando como resultado un radical libre que puede
aceptar o perder atomo de hidrogeno para dar compuestos C,; saturados (alcanos) o
insaturados (alquenos), respectivamente (Molins, 2003). Varios estudios indican que
las radiaciones ionizantes alteran, principalmente, la estructura de las membranas
(Estévez-Tapia, 2013). Y el dafio a &cidos nucleicos provocando SSB, DSB, pérdida
de una o mas bases, la modificacion quimica de alguna base, la ligadura entre dos
bases contiguas (dimeros de timina o citosina), alteracién de los azlcares que pueden
ser oxidados y después hidrolizados con liberacién de la base, modificar la estructura
del DNA. La alteracion en la forma de la molécula es el origen de anomalias en la

replicacién y en la transcripcion (Almeida et al, 2004).

Todos los dafios producidos por la radiacion gamma provocan que la division celular
no tenga lugar correctamente y disminuya la sobrevivencia del microorganismo (ININ,
2011a). A mayor dosis, mayor nimero de ionizaciones y mayor el dafio a las

macromoléculas.

Con la dosis de 1 y 1.5 KGy, los mangos tuvieron cuentas cercanas a cero para la
enterobacteria E. coli 0102:H6. Sin embargo, las dosis de radiacion gamma en las que
se ve un efecto en los microorganismos, varian segun el alimento, incluso entre las
variedades de un mismo alimento. Por ejemplo, se investigé la sensibilidad a la
radiacién de un aislado de E. coli O157:H7 que produjo un brote en cuatro tipos de
lechuga y se encontraron diferencias significativas dependiendo del tipo de lechuga
(Rossi et al, 2009). Un estudio pudo establecer que las dosis de 0.26-0.34 KGy a una
temperatura de irradiacion de 19 °C son suficientes para la inactivacién de E. coli
0157:H7 en alfalfa inoculada, brécoli, y brotes de rdbanos, dosis muy similares a
aquellas observadas para su inactivacion en carnes. En el caso de las semillas de
alfalfa, rdbanos y habas, se llegd a la conclusibn que solamente una dosis de
irradiacién de 2 KGy, en combinacién con calor seco, lo eliminaba completamente de
las semillas de alfalfa y de las habas, pero que era necesario una dosis de 2.5 KGy

para eliminar los patogenos de las semillas de rabanos (Rossi et al, 2009).
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8.2.4 EFECTO DE LA RADIACION GAMMA EN LOS PARAMETROS DE CALIDAD
DEL MANGO ATAULFO

8.2.4.1RESPIRACION DEL MANGO ATAULFO

Durante la maduracion, a través del metabolismo, se sintetizan proteinas, acidos
nucleicos, pigmentos y sustancias volatiles. Estos procesos anabdlicos requieren de
energia, la cual es suministrada en el fruto por la actividad respiratoria (Nelson y Cox,
2000).

Durante la respiracion el fruto extrae energia de moléculas organicas, como azlcares
y &cidos organicos (degradacion oxidante), por un proceso complejo en el que se

forma diéxido de carbono y agua, con liberacién de energia (FAO, 1987).

El mango es un fruto climatérico (FAO, 1987); por lo que, la intensidad respiratoria de
las frutas disminuye durante su desarrollo y también después de la recoleccion
(preclimaterio), posterior a éste hay un aumento de su respiracion hasta un maximo
(pico climatérico) que luego disminuye al comenzar la senescencia 0 postclimaterio

(Figura 9) (Bolivar-Fernandez et al, 2011a).

De acuerdo con los resultados (Figura 10); en el dia uno, se observé que los mangos
control presentaron la menor tasa de respiraciéon con una produccion de 91.21 mg
CO./Kgh correspondiente al preclimaterio; el cuarto y quinto dia se presentaron los
valores mas altos con 296.68 y 268.15 mg CO./Kgh, respectivamente y que
corresponden al maximo climaterio; para después iniciar con el postclimaterio

disminuyendo la respiracion hasta 91.45 mg CO,/Kgh en el onceavo dia.

Los mangos tratados por radiacibn gamma presentaron diferencias significativas con
respecto al control solo en los primeros dias, ya que los mangos control tuvieron una
respiracion baja. La dosis de 0.5 KGy tuvo una diferencia significativa de 169.7 mg
CO,/Kgh en el primer dia y de 144.7 mg CO,/Kgh en el segundo con una (p<0.01 y
p<0.05, respectivamente).

La respiracién de los mangos tratados con una dosis de 1 KGy tuvieron diferencias
significativas de 217.3 y de 240.7 mg CO,/Kgh con respecto al control el primero y
segundo dia respectivamente (p<0.001) y en el tercer dia hubo una diferencia de 193

mg CO,/Kgh con una p<0.01.
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La respiracion de los mangos tratados con una dosis de 1.5 KGy fue mayor durante los
primeros 3 dias (diferencias de 240.8, 338.1 y 254.9 mg CO,/Kgh) siendo éstas

diferencia altas y significativas con respecto al control (p<0.001).

CLIMATERICO ei.:mango (Modificado de FAO, 1987)

Ritmo de respiracién

Climatérico respiratorio

La frula
produce
etileno

L

preclimaterio

postclimaterio

——

Ligero color
amarillo

Recoleccion de la Maduro verde Madurez de
fruta | cansumo
|| | ! .
P Tiempo
dlas
Figura 9. Modelo climatérico de respiracion del mango.
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Figura 10. Efecto de la radiacibon gamma en la respiracion de mangos Ataulfo. Los datos

son promedio + EEM, n=3 ensayos. De acuerdo con la prueba de comparaciones multiples

de Bonferroni: * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001 vs. mangos control.
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Ya se ha observado que la respiracion de los mangos aumenta inmediatamente
después del tratamiento de radiacion gamma (Arévalo-Galarza et al, 2002; Molins,
2003). Hernadndez y colaboradores (2008) encontraron que la fruta tenia una
respiracion mayor en condiciones de estrés como el estrés oxidante que genera la

radiacién gamma.

Un aumento en la actividad respiratoria esta asociado con una mayor sintesis de las
enzimas que participan en la via respiratoria por el incremento en la produccion de
etileno. Esta fitohormona involucrada en la maduracion del fruto, también es una
hormona del estrés, cuya sintesis es inducida por varias condiciones de estrés abidtico
como la radiacién que causa estrés oxidante. Cuando existe estrés, el incremento en
la biosintesis del etileno se debe al aumento en la actividad transcripcional del gen de
la ACC-sintasa, enzima que convierte AdoMet en ACC, para que luego éste se oxide
y forme el etileno (Fernandes-Amaro, 2012). En frutas como el aguacate se ha
observado un incremento de etileno los primeros dias después de la irradiacion para
luego disminuir drasticamente probablemente debido a dafios en las membranas ya
gue la enzima ACC oxidasa, reguladora del paso de ACC a etileno esté localizada en

el tonoplasto (Arévalo-Galarza et al, 2002; Estévez-Tapia, 2013).

Varios estreses abidticos originan la sobreproduccién de especies reactivas de
oxigeno en plantas (Gill y Tuteja, 2010) y la respiracion es un indicador para medir el

impacto que tienen estos estreses en el fruto (Hodges y Toivonen, 2008).

El aumento en la tasa de respiracion en los primeros dias de los mangos irradiados
pudo deberse al estrés que sufrieron por la aplicacion de la dosis. A mayor dosis de

radiacién, mayor el estrés oxidante y mayor fue la tasa de respiracion.

En el maximo climaterio los mangos tratados a 0.5 KGy presentaron un pico de
produccién de CO, de 269.99 mg CO./Kgh, mientras que los mangos sometidos a
dosis de 1 y 1.5 KGy presentaron una respiracion de 287.57 y 393.87 mg CO,/Kgh,
respectivamente; indicando que a mayor dosis mayor produccion de CO, durante los
primeros dias. En el postclimaterio mantuvieron el mismo comportamiento que los
mangos control (Figura 10). El hecho de que la respiracion disminuyera a partir del

cuarto dia es un indicador de que también disminuyé el estrés.
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Tabla 16. Tabla comparativa de mango Ataulfo irradiado a diferentes dosis

Control

Lavado




8.2.4.2 APARIENCIA DE LOS MANGOS ATAULFO (Tabla 16)

En el dia 1 después de la irradiacion, se observé uniformidad en el color, forma y
tamano de los diferentes grupos de mangos. El color de la piel fue verde con ligera
tendencia a amatrillo, los que tendian mas hacia el amarillo fueron los mangos control.
En el quinto y octavo dia se observo la evolucién del color de verde a amarillo con
respecto al dia 1. El cambio de color es debido a la degradacién de la clorofila a
feofitina y luego a otros compuestos incoloros por medio de sistemas quimicos
(procesamiento térmico, por frio, pH &cido) o enzimaticos (por la accion de la
clorofilasa), desenmascarando e iniciando la sintesis de otros pigmentos como los

carotenoides que le dan el color amarillo al mango (Barreiro y Sandoval, 2006).

El color es el criterio mas importante utilizado por el consumidor para decidir si el fruto
esta maduro o no. En el doceavo dia se pudo observar el retraso en la maduracién de
los mangos irradiados. El color de la piel del grupo control fue amarillo opaco y oscuro
con aparicion de manchas negras (posible infeccién por antracnosis); mientras que los
mangos irradiados permanecieron verde-amarillos y no presentaron marcas de

guemaduras.

8.2.4.3COLOR DE LA CASCARA DEL MANGO ATAULFO

Los cambios en el color no reflejaron una tendencia asociada al tratamiento de
radiacion gamma. Los mangos irradiados se comportaron con la misma tendencia que
el grupo control (p>0.05). Se ha observado que en la irradiacion de mangos verdes, no
se tiene un efecto sobre el nivel de carotenoides en la maduracion, aunque si se

retrasa la degradacion de la clorofila en la piel (Molins, 2003).

Luminosidad (L) (Figura 11-A)

En el quinto dia se present6 el mayor grado de luminosidad con valores de 91 a 97.

Posteriormente su luminosidad descendié a valores cercanos a 70 (p=0.05).
Tono (Figura 11-B)
El grupo control y los mangos sometidos a las diferentes dosis no presentaron

diferencias significativas (p>0.05) en el tono (Figura 11-B). El tono disminuy6

ligeramente de un valor promedio de 108.29 en el preclimaterio (color verde-
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amarillento) a un valor promedio de 98.6 (color amarillo) en el postclimaterio; es decir

se volvi6 mas amarillo. Se observd s6lo una ligera disminucion debido a que los

mangos eran de categoria Il y ya tenian un color verde ligeramente amarillo.
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Figura 11. Efecto de la radiacion gamma en la luminosidad, tono y cromaticidad de la
piel del mango Ataulfo medido con el colorimetro Minolta. A) Luminosidad, reflexion
nula o color negro (L=0) a reflexién perfecta o blanca (L=100) B) Tono, calculado con
la ecuacion h® = 1- arctan a/b donde: 90=amarillo y 180=verde. C) Cromaticidad,
calculado con la ecuacion C = (a? + b2 Los datos son promedio + EEM, n=3
ensayos. De acuerdo con la prueba de comparaciones mdultiples de Bonferroni: ***
p<0.001 vs. mangos control.
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Cromaticidad (Figura 11-C)

Los mangos irradiados a las diferentes dosis no presentaron diferencias significativas
en la cromaticidad con respecto a los mangos control (p>0.05). Sin embargo si hubo
diferencias entre los diferentes estadios. La cromaticidad indica el grado de saturaciéon
del tono o la intensidad de éste. Un menor valor indica un color menos intenso. En el

quinto dia fue cuando se obtuvo el color menos intenso de todos los estadios.

Esto puede explicarse por que en el inicio del climaterio es cuando comienza a
degradarse la clorofila (Rodriguez y Romo, 2010); posteriormente aumenta la
biosintesis de carotenoides (Primo, 1997) responsables de darle al mango un color
amarillo mas intenso y no tan luminoso. Si se comparan con las graficas de tono,
cromaticidad y luminosidad, el primer dia el mango present6 un color verde-amarillento
con la menor luminosidad en comparacién con los otros estadios, el quinto dia los
mangos presentaron un amarillo poco intenso y en el octavo y doceavo dia los mangos

presentaron un amarillo mas intenso y menos luminoso.

8.2.4.4PORCENTAJE DE PERDIDA DE PESO DE LOS MANGOS (Figura 12)

El porcentaje de pérdida de peso es la diferencia entre el peso de los mangos en el
tiempo “x” con respecto al peso inicial (tiempo 0). La pérdida de peso es una
consecuencia directa de la disminucion del contenido de agua por efecto de los

procesos fisiolégicos y bioquimicos que se dan durante la maduracion de la fruta.

En la etapa de crecimiento el mango tiene un abastecimiento abundante de agua a
través del sistema radicular de la planta. Con la cosecha, este abastecimiento de agua
se detiene y el fruto debe sobrevivir con sus propias reservas. El fruto cosechado
pierde agua hacia la atmosfera, tal como lo hacia antes de la cosecha, por un proceso
conocido como transpiracion, que no puede ser reemplazada. La atmésfera interna de
la fruta estd saturada con vapor de agua y el aire circundante esta menos saturado.
Existe pues, un gradiente a lo largo del cual el vapor de agua se mueve desde la fruta
al aire que lo rodea. La velocidad con que se pierde esta agua es un factor
determinante en la vida de postcosecha de la fruta. La pérdida de agua causa una
disminucion significativa del peso y a medida que avanza, disminuye la apariencia y
elasticidad del producto perdiendo su turgencia, es decir, se vuelve blando y marchito
(FAO, 1987).
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En la figura 12 podemos observar que los mangos control perdieron mayor cantidad de
peso que los mangos tratados con radiacibn gamma, aunque esta pérdida de peso fue
poca. Al doceavo dia, la reduccién del grupo control fue de 11.84%; para la dosis de
0.5 KGy fue de 10.94%; para la dosis de 1 KGy fue de 10.73% y para la dosis de 1.5
KGy fue de 10.68%. A mayor dosis de radiacion gamma menor fue la pérdida de peso,

aungue ésta no fue significativa con respecto al control (p>0.05).
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Figura 12. Efecto de la radiacion gamma en la pérdida de peso del mango Ataulfo. Los
datos son promedio = EEM, n=3 ensayos. De acuerdo con la prueba de

comparaciones multiples de Bonferroni: * p<0.05 vs. mangos control.

8.2.4.5SOLIDOS SOLUBLES EN LA PULPA DEL MANGO (Figura 13)

Durante la maduraciéon del fruto el metabolismo modifica el contenido de
carbohidratos, principalmente en la conversion del almidén en azucares solubles como
la glucosa, la sacarosa y la fructosa. A pesar del consumo de una parte de estos
azucares solubles por la actividad respiratoria; se produce un aumento de su
contenido por la hidrolisis del almidon, que hace a los productos mas dulces y
aceptables para el consumidor. La hidrélisis del almidon es uno de los cambios mas
comunes que acompafia la maduracién de muchos frutos climatéricos como lo es el

mango (Blandén-Navarro, 2012).

En la gréfica se observa que el contenido de sélidos solubles aumentdé a medida que
maduré el fruto debido, probablemente, a la hidrélisis del almidon. No se observd
efecto de la radiacion gamma sobre el contenido de los sdlidos solubles. Los cambios
en los °Brix de los diferentes tratamientos (0.5 KGy, 1 KGy, 1.5 KGy) no tuvieron

diferencias significativas con respecto al control (p>0.05), se comportaron con la
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misma tendencia. Sin embargo, a medida que avanzé el grado de madurez, se reflejé
el retraso de la maduracién en dicho pardmetro ya que el grupo control tuvo mayor
contenido de sdlidos solubles en el doceavo dia (15.82 °Brix) que los mangos
irradiados a 0.5 KGy (14.3 °Brix), a 1 KGy (14.2 °Brix) y a 1.5 KGy (13.95 °Brix)

aungue no fue estadisticamente significativo.
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Figura 13. Efecto de la radiacién gamma en el contenido de sélidos solubles en el
mango Ataulfo. Los datos son promedio + EEM, n=3 ensayos. Se analizaron todos los
tratamientos a un mismo tiempo y se compararon con respecto al control lavado

mediante una prueba de Bonferroni, *p<0.05 vs el control.

8.2.4.6 FIRMEZA DE LA PULPA DEL MANGO ATAULFO (Figura 14)

La pectina es un polisacarido de acido poligalacturénico que tiene la propiedad de dar
firmeza a los alimentos ya que es un componente que enlaza la pared celular de
los tejidos vegetales. Durante la maduracién se activan enzimas que actlan a nivel de
la pared celular como son la poligalacturonasa o pectinasa y la pectin metil esterasa y
gue pasan las protopectinas insolubles a pectinas solubles en la pulpa del mango;
como consecuencia, la firmeza disminuye a medida que madura la fruta (Blandén-
Navarro, 2012).

Los mangos irradiados a una dosis de 1 KGy fueron 4.4 veces mas firmes que el
control y los irradiados a 1.5 KGy fueron 4.5 veces mas firmes que el control en el
octavo dia (p<0.05). Los mangos irradiados a una dosis de 0.5 KGy presentaron

diferencias significativas con respecto al control solo hasta el doceavo dia con una
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diferencia de 4.6 (p<0.05). En el postclimaterio, los mangos con la dosis de 1.5 KGy
presentaron la mayor firmeza (14.29 Kg/cm?) con respecto al control (10.08 Kg/cm?)
(p<0.05).
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Figura 14. Efecto de la radiacibon gamma en la firmeza del mango Ataulfo. Los datos
son promedio + EEM, n=3 ensayos. Se analizaron todos los tratamientos a un mismo
tiempo y se compararon con respecto al control lavado mediante una prueba de

Bonferroni *p<0.05.

8.2.4.7pH DE LA PULPA DEL MANGO ATAULFO (Figura 15)

El mango es inicialmente acido (Thanaraj et al, 2009). Durante la maduracién aumenta
el pH debido a que los &cidos orgénicos son degradados o convertidos en azlcares
(Blandon-Navarro, 2012). Se encontrd que el tratamiento de radiacion gamma, no tuvo

efecto sobre estos cambios de pH.

Debido al proceso normal de maduracion todos los mangos presentaron un incremento
en el pH. Los cambios de pH de los mangos tratados a las diferentes dosis de
radiacion gamma (0.5 KGy, 1 KGy, 1.5 KGy) no tuvieron diferencias significativas con
respecto al control (p>0.05), se comportaron con la misma tendencia. Los mangos
control presentaron un pH final de 5.46 en el post-climaterio, los mangos con la dosis
de 0.5 KGy presentaron un pH de 5.64, los sometidos a la dosis de 1 KGy un pH de
5.46 y los de 1.5 KGy tuvieron un pH de 4.64.
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Figura 15. Efecto de la radiacion gamma en el pH del mango Ataulfo. Los datos son
promedio £ EEM, n=3 ensayos. Se analizaron todos los tratamientos a un mismo tiempo y

se compararon con respecto al control lavado mediante una prueba de Bonferroni *p<0.05.

8.2.4.8 ACIDEZ DE LA PULPA DEL MANGO ATAULFO (Figura 16)

La maduracioén de la fruta es acompafada por cambios en el contenido de los acidos
organicos. Estos alcanzan su maximo durante el crecimiento y desarrollo de la fruta
en el arbol. La maduracion presupone un descenso de la acidez, debido a que los
acidos organicos se degradan o con convertidos a azucares disminuyendo su
concentracion en el curso de la maduracion; siendo esta disminucidn de &cidos

organicos responsable de que el sabor acido disminuya (Blandon-Navarro, 2012).

El porcentaje de acidez determinado volumétricamente se reporté como acido citrico
ya que es el principal acido organico en el mango. El tratamiento de radiacion gamma
no tuvo un efecto sobre los cambios en la acidez. Los cambios en la acidez en los
mangos de los diferentes tratamientos (0.5 KGy, 1 KGy, 1.5 KGy) no tuvieron
diferencias significativas con respecto al control (p>0.05), se comportaron con la
misma tendencia. Al doceavo dia de almacenamiento, los mangos control tuvieron el
menor porcentaje de acidez con 0.0099 %, seguido de los mangos irradiados a 0.5
KGy con 0.0165%, y después las dosis altas de 1 KGy y 1.5 KGy que presentaron el
mayor porcentaje de acidez con 0.03% y 0.0399% respectivamente. Estos datos
concordaron con los obtenidos en el pH, ya que a mayor dosis de radiacion gamma
mayor fue el porcentaje de acidez en el postclimaterio y menor el pH aunque estas

diferencias no fueron significativas (p=0.05).
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Figura 16. Efecto de la radiacion gamma en la acidez del mango Ataulfo. Los datos
son promedio + EEM, n=3 ensayos. Se analizaron todos los tratamientos a un mismo
tiempo y se compararon con respecto al control lavado mediante una prueba de

Bonferroni *p<0.05.

Los cambios en los parametros de control de calidad evaluados no reflejaron una
modificacion asociada al tratamiento de radiacibon gamma. Sin embargo, se pudo
apreciar en los parametros fisicoquimicos de pérdida de peso, firmeza, contenido de
sélidos solubles, pH y acidez que a mayor dosis de radiacibn gamma el proceso de
maduracién fue menor. Se ha postulado que la inhibicién de la maduracion provocada
por la irradiacion implica una sensibilidad disminuida a la accion del etileno y/o una
disminucion en la produccion del mismo debido a dafios en la membrana celular ya
gue la enzima ACC oxidasa, reguladora del paso de ACC a etileno esta localizada en
el tonoplasto (Arévalo-Galarza et al, 2002). Al inhibir ACC oxidasa, se inhibe la
biosintesis de etileno, fitohormona responsable de regular la maduraciéon del fruto
(Molins, 2003). También se ha atribuido el retraso de la maduracion a alteraciones en
el metabolismo de los hidratos de carbono y la interferencia resultante en la
producciéon del ATP necesario para los procesos biosintéticos durante la maduracion.
En mangos se ha observado un deterioro de la actividad de la succinato
deshidrogenasa después de la irradiacién (Molins, 2003). La enzima succinato
deshidrogenasa (SDH) forma parte de un complejo proteico ligado a la membrana
interna mitocondrial que interviene en el ciclo de Krebs y en la cadena de transporte de
electrones; y al ser inhibida reduce la produccion de ATP y como consecuencia la

maduracién es mas lenta (Molins, 2003).
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8.3 ANALISIS SENSORIAL

Inocuidad alimentaria implica la garantia de que el consumo de alimentos no cause
dafno en la salud de los consumidores, lo cual se puede alcanzar minimizando los
peligros biologicos, fisicos y quimicos durante todo el proceso de produccion,
empaque, comercializacion y consumo. Sin embargo, la comunidad internacional no
solo considera importante la inocuidad alimentaria; sino también la calidad alimentaria
gue incluye atributos como color, aroma, apariencia y sabor (Osuna et al, 2007). Por
esta razon fue importante realizar un analisis sensorial; para poder evaluar el efecto

del método postcosecha en la aceptacién del consumidor frente al mango irradiado.

La evaluacién sensorial se ocupa de la medicién y cuantificacion de las caracteristicas
de un producto, las cuales son percibidas por los sentidos humanos. Por una parte, los
andlisis  colorimétricos 'y quimicos proporcionaron buenas correlaciones
unidimensionales de los atributos sensoriales individuales; en cambio, las respuestas
sensoriales son mas complejas debido a la integracion simultdnea de sefales
multiples (apariencia, aroma, gusto, etc.) las cuales el panelista asocia con su

experiencia pasada.

8.3.1 GENERACION DE DESCRIPTORES

En la primera parte del experimento, los 15 panelistas proporcionaron una descripcion
de las propiedades sensoriales del mango sin irradiar. De estas descripciones, se
generaron descriptores de apariencia (tabla 17), de sabor/aroma (tabla 18) y de textura
(tabla 19).

Tabla 17. Descriptores de apariencia generados para evaluar el mango Ataulfo (Arias-
Balderas, 2012; Carrasco-Garcia, 2010)

Atributos Definicion Escala

Color Radiaciones electromagnéticas que | 2. Pantone 134
un objeto emite o refleja hacia su
entorno. Es el color de la muestra | 9. Pantone 138
percibido a simple vista
aproximadamente a 30 cm vy
comparandolo con una imagen
proporcionada a los panelistas.

Homogeneidad del color El color de Ila muestra es | De menosamas
homogéneo si podemos percibir el | homogéneo

mismo color y en la misma
tonalidad en las diferentes zonas de
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la muestra.
Heterogéneo: cuando el color varia
de acuerdo con la zona del mango.

Brillo Es la propiedad que poseen las | De opaco a brilloso
superficies de reflejar, total o | 1. Huevo
parcialmente, la luz incidente. 8. Huevo envuelto en

plastico adherente

Jugosidad Cantidad de agua observable del | Seco a humedo

mango.

1. Pan
3. Limédn

Tabla 18. Descriptores de sabor/aroma generados para evaluar el mango Ataulfo.

(Lawless y Heymann, 1998)

Atributos

Definicién

Escala

Intensidad global del aroma

La propiedad de una sustancia o
una mezcla de sustancias, que a
determinada concentracion activan
el sentido del olfato promoviendo la
percepcién. Se evalia a 10 cm de
distancia entre la muestra y la nariz.

Poco intenso a muy
intenso.

3. Tang de mango

Intensidad global del sabor

Esta definido como la combinacién
del gusto, olor y sensaciones
trigeminales percibidos durante la
evaluacion del alimento.

Poco intenso a muy
intenso

Gusto acido

Gusto 4acido provocado por |la
interaccién entre los H' vy los
receptores gustativos presentes en
la lengua.

Poco acido a muy acido

Gusto dulce

Gusto basico provocado por la
interaccion de distintas moléculas
(carbohidratos,  polioles, entre
otros) y los receptores gustativos
presentes en la lengua.

Poco dulce a muy dulce

Tabla 19. Descriptores de textura generados para evaluar el mango Ataulfo.

(Szczesniak, 2006)

Atributos Definicidn Escala
Firmeza Fuerza necesaria para penetrar el | Poco firme a muy
mango con los dientes incisivos. firme
3. Durazno
9. Apio
Fibrosidad Cantidad de fibras que se sienten | Poco fibroso a muy
durante el masticado. Se evalta al | fibroso
contacto de la muestra y la lengua | 1. Durazno
contra el paladar 10. Apio
Jugosidad Cantidad de agua del mango que se | Poco jugoso a muy

percibe al masticarla. Se evalia en
el momento de la masticacion.
Sensacion de humedad.

jugoso
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Se introdujeron referencias en las escalas para poder ayudar a los panelistas a
precisar los puntos en ella y asi hacer la evaluacion sensorial mads homogénea y

sencilla.

8.3.2 TRATAMIENTO DE LOS MANGOS

Los mangos se mandaron irradiar a 3 diferentes dosis (0.5, 1, 1.5 KGy) en el Instituto
de Ciencias Nucleares (ICN) el 27 de marzo de 2011 con una tasa de dosis de 24.3
Gy/min. Posterior al tratamiento se almacenaron a temperatura ambiente, y se

considerd ese momento como el tiempo cero.

8.3.3 CARACTERIZACION FiSICA

De acuerdo con la norma NMX-FF-058-SCFI-2006 (Productos alimenticios no
industrializados para consumo humano — fruta fresca — mango (Mangifera indica L.) —
especificaciones) la calidad de los mangos fue de Categoria extra, presentaron forma
alargada (fruto bien formado), céascara suave, lisa y de color verde (madurez

fisiologica). El lote tuvo uniformidad en el color, forma y tamafio.

Tabla 20. Caracteristicas fisicas del mango Ataulfo

Parametro

Peso (9) 412 +29.22
Largo ecuatorial

(cm) 13.4 +0.52
Longitud polar (cm) | 6.8 + 0.66

Los datos muestran el valor promedio * desviacidn estandar, n=82

Una vez que los mangos desarrollaron la madurez comercial (al doceavo dia), se

pelaron y picaron en trozos de igual tamafio y se realiz6 el analisis sensorial.

Caracteristicas de los panelistas:
- Familiarizados con la metodologia y la muestra
- entre 21y 60 afios
- 13% hombres y 87% mujeres
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Se evaluaron 4 atributos de apariencia (Figura 17A); de los cuales el atributo color fue
el unico en donde no hubo diferencia significativa (p=0.05) entre los tratamientos y el
control. A pesar de esto, el mango irradiado a una dosis de 1.5 KGy se percibié con un
color amarillo méas descolorido ya que tuvo un valor promedio de 5.11 mientras que el
control y las dosis de 0.5 KGy y 1KGy estuvieron entre 7.15, 5.95 y 5.65,

respectivamente (Figura 17A).

Para los otros 3 atributos de apariencia (Figura 17A, Tabla 21), los mangos irradiados
a 1.5 KGy fueron percibidos como menos brillosos (valor promedio 2.96), con menor
apariencia jugosa (valor promedio 2.74) y con un color heterogéneo (valor promedio
2.43) siendo en todos estos casos significativamente diferente (p<0.05) con respecto al

control y con los mangos tratados a las dosis de 0.5 y 1KGy.

El pardeamiento que se observé en la pulpa de los mangos Ataulfo irradiados a 1.5
KGy, tiene lugar en frutas expuestas a dosis de radiacion mas altas de las que puede
soportar y ha sido atribuido a un aumento de la actividad polifenol oxidasa (Molins,
2003; Rodriguez-Ramirez y Romo Escartin, 2010). Esta enzima se encuentra
parcialmente soluble en el citoplasma y parcialmente insoluble en membrana celular,
sin embargo; cuando la radiacion es muy alta, las ionizaciones pueden producir
cambios en los lipidos de las membranas y la enzima y sus sustratos que se
encuentran en las vacuolas entran en contacto (Pab6n-Calderén, 2011; Mendoza y
Herrera, 2012). La polifenol oxidasa cataliza la hidroxilacion de monofenoles a
ortodifenoles y posteriormente son oxidados a ortoquinonas, las cuales se polimerizan
dando lugar a pigmentos que presentan color marrén (Gasull y Becerra, 2006).
Bolivar-Fernandez y colaboradores (201l1a) encontraron que la enzima polifenol
oxidasa utiliza como sustrato a las antocianinas y los taninos. Los reportes sugieren
gue el contenido fitoquimico de la pulpa del mango consiste en &cido galico,
mangiferina y muchos taninos hidrolizables que han sido identificados pero no
caracterizados (Schieber et al, 2000). En muchos frutos la astringencia esta
intimamente relacionada con la reaccion de oscurecimiento de los taninos
condensados, por lo que también afecta el sabor caracteristico del alimento

(Rodriguez-Ramirez y Romo Escartin, 2010; Bolivar-Fernandez et al, 2011b).

En la figura 17B y tabla 22 se observa que la intensidad del sabor a mango fue menor
en los frutos tratados con una dosis de 1.5 KGy (valor promedio 2.92) siendo
significativamente diferente (p<0.05) con respecto al control (valor promedio7.4) y a las

dosis de 0.5 KGy (valor promedio7.27) y 1 KGy (valor promedio 6.76). De hecho, el
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sabor que se detect6 en los mangos irradiados a la dosis mas alta presentd un resabio

metélico y ademas éstos fueron percibidos més acidos (valor promedio 8.02) y menos

dulces (valor promedio 2.18) que el control y los tratados a 0.5 y 1 KGy (p<0.05).

En cuanto al atributo de la intensidad del aroma (Figura 17A, Tabal 21) no hubo

diferencias significativas (p=0.05) entre las diferentes muestras, pero se aprecié, de

nuevo, que los mangos irradiados a 1.5 KGy tenian una menor intensidad del aroma a

mango (valor promedio 2.55) con respecto al control (valor promedio 3.99) y a los

tratamientos de 0.5 KGy (valor promedio 3.29) y 1 KGy (valor promedio 3.47).

Tabla 21. Prueba de atributos de apariencia y aroma en mango Ataulfo irradiado a
diferentes dosis (0, 0.5, 1, 1.5 KGy)

Tratamiento/atributo Control 0.5 KGy 1 KGy 1.5 KGy
Color 7.15+131a | 595+1.69a | 565+1.89a | 511+2.82a
Brillo 6.46+1.54a | 559+193a | 5.89+1.56a | 2.96+1.24b
Jugosidad 473+211a | 490+2.46a | 485+1.88a | 2.74+1.21b
Homogeneidad 8.27+144a | 8.04+135a | 749+191a | 2.43+2.20b
Aroma 3.99+2.47a | 3.29+2.27a 3.47+2.64a 2.55+2.73a

Filas con letras diferentes indican diferencia significativa. p<0.05

Tabla 22. Prueba de atributos de sabor y textura en mango Ataulfo irradiado a
diferentes dosis (0, 0.5, 1, 1.5 KGy).

Tratamiento/atributo Control 0.5 KGy 1 KGy 1.5 KGy
Sabor 740+2.14a | 7.27+1.83a | 6.76£2.12a | 2.92+0.85b
gusto acido 2.03+0.87a | 2.78+2.39a | 4.44+2.83b | 8.02+1.18¢c
gusto dulce 7.15+1.43a | 6.65+2.30a | 5.66+2.14b | 2.18+2.00c
Firmeza 427+1.84a | 3.87+194a | 425+1.61a | 490+2.23a
Fibrosidad 424+151a | 481+156a | 530+1.72a | 463+242a
Jugosidad 481+2.15a | 4.77+1.99a | 432+2.32a | 2.88+1.70b

Filas con letras diferentes indican diferencia significativa. p<0.05
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Figura 17. A) Prueba de atributos de apariencia y aroma en mango Ataulfo irradiado a
diferentes dosis (0, 0.5, 1, 1.5 KGy). B) Prueba de atributos de sabor y textura en
mango Ataulfo irradiado a diferentes dosis (0, 0.5, 1, 1.5 KGy). Atributos con letras

indican diferencia significativa. p<0.05

El gusto acido y dulce que se detectd en los mangos tratados a 1 KGy también fue
significativamente diferente (p<0.05) al de los mangos control y al de los mangos
irradiados a 0.5 y 1.5 KGy. Esto significa que a pesar de que los mangos de 1 KGy no
fueron tan dulces como los mangos control, éstos no fueron tan acidos como los
mangos de 1.5 KGy. Estos datos concordaron con los observados en los parametros
de calidad de pH (Figura 15), porcentaje de acidez (Figura 16) y sélidos solubles

(Figura 13). A mayor dosis de radiacibn gamma, mayor porcentaje de acidez, menor
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pH y menor el contenido de sdlidos solubles al doceavo dia, reflejando el retraso en la
maduracion del fruto. Por lo tanto, a mayor dosis de radiacion gamma se tuvo un sabor

mas &cido y menos dulce con respecto al control (Figura 17B, Tabla 22).

En los atributos de firmeza vy fibrosidad no se encontraron diferencias significativas
(p=0.05) entre las diferentes dosis y el control; en el atributo de jugosidad los mangos
tratados con 1.5 KGy (valor promedio 2.88) estadisticamente fueron menos jugosos
(p=<0.05) que los mangos control (valor promedio 4.81) y los tratados a 0.5 KGy (valor
promedio 4.77) y 1KGy (valor promedio4.32) (Figura 17B, Tabla 22).

Los resultados que se obtuvieron con los mangos tratados a 0.5 y 1KGy fueron
similares a los del control, a excepcion del gusto &cido y gusto dulce en la dosis de 1
KGy. Sin embargo, estos 2 atributos se debieron a una disminucién en la velocidad de
la maduracién y no a una modificacién directa del sabor global del mango. Por lo tanto,
el efecto de la radiacibn gamma en la evaluacién sensorial del mango Ataulfo no
afectd los atributos analizados a estas dosis; mientras que a dosis mayores de 1 KGy
disminuy6 la aceptacion del fruto, debido a que perdié el sabor caracteristico del
mango y presentd una apariencia distinta a la del control (intensidad de color menor y
un color heterogéneo). Utilizando la dosis adecuada de radiacibnh gamma se pueden
mantener las propiedades sensoriales del fruto; sin embargo, al aplicar dosis elevadas
gue no soporta la fruta, se producen modificaciones en el sabor y color que la hacen
inaceptable para su consumo. Estos cambios en las propiedades sensoriales se dan
por el efecto de los radicales libres sobre fenoles, lipidos y proteinas, ya que al
aumentar los productos oxidados de estos, modifican el sabor original de la fruta
(Hidalgo et al, 1992; Bernal et al, 2003; Rodriguez-Ramirez y Romo Escartin, 2010;
Bolivar-Fernandez et al, 2011b).

Aunado a esto, en la figura 8, se observa que no hubo diferencia significativa entre la
dosis de 1 y 1.5 KGy en la sobrevivencia de E. coli O102:H6; por lo tanto, en los
siguientes experimentos se trabaj6 con la dosis de 1KGy ya que fue la dosis donde se
presenté la menor sobrevivencia de E. coli O102:H6 sin que se haya afectado
sensiblemente las propiedades fisiolégicas, fisicoquimicas y sensoriales del mango

analizadas en este estudio.
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8.4 RECUPERACION DE LA MICROBIOTA EN LA SUPERFICIE DEL MANGO Y
EXTRACCION DEL DNA

Para la extraccion de DNA se utilizaron dos metodologias diferentes; el método
enzimatico y el método de hervido. Solo se pudo evaluar la integridad del DNA para
muestras de mangos no lavados; ya que en el gel de agarosa ninguna de las muestras
de mangos lavados present6 bandas. Asi que se decidi6 realizar diferentes variantes a

los métodos.

Con el método enzimatico utilizando 5 mangos no lavados para una sola muestra, se
obtuvieron buenos resultados en la extraccion de DNA y en el PCR; sin embargo,
cuando se aplic6 a mangos lavados no se observé banda en el gel de agarosa. Se
sSupuso que en mangos lavados, no se tenia la carga microbiana suficiente para que la
cantidad de DNA extraido de ella fuera detectada. Para obtener suficiente DNA se
aumenté el nimero de mangos a 10 para una sola muestra pero aun no se observo
ninguna banda. Al cuantificar el DNA por el método espectrofotométrico parecia
haberse obtenido 966.075 ng/uL (Tabla 23). Por lo tanto, se procedi6 a realizar el PCR
sin obtener una buena sefial (carril 4 y 5; figura 18). Probablemente, la agitacion de los
mangos en las bolsas con agua no fue suficiente para extraer a los microorganismos
de la superficie del fruto. Asi que para recuperar la microbiota se utilizé6 una esponja
sumergida en 50 mL de SSI 0.85% y 10 mangos para obtener una sola muestra de
DNA (Método 1.2). En este caso tampoco se pudo evaluar la integridad del DNA en el
gel de agarosa ya que no se observé sefial. Al igual que en el método 1.1 se cuantifico
el DNA por el método espectrofotométrico obteniendo al parecer una suficiente
cantidad de 980.175 ng/uL (Tabla 23); sin embargo, al realizar el PCR no se obtuvo
una buena sefial (carril 6 y 7; figura 18). El valor alto de absorbancia que se detectd en
estas muestras se pudo deber a la presencia de un precipitado del color de la esponja.
Por lo tanto se realizd la recuperacion de la microbiota con un hisopo estéril
humedecido en 50 mL SSI+ tween 80 al 1%; un tensoactivo para favorecer la
recuperacion de los microorganismos y el liquido se filtr6 por un embudo con papel
filtro para eliminar particulas grandes antes de filtrarlo por millipore (método 1.3). La
membrana se colocé en un tubo de centrifuga y se congel6é a -20°C por 30 min antes
de cortarla y resuspenderla con s6lo 1ml de buffer TES para no tener la muestra
diluida. El liquido se transfirié a tubos eppendorf y se congelaron hasta el dia siguiente
para realizar la extraccion enzimética. La extraccion de DNA mejora notablemente si
se congelan y descongelan las células dos veces antes de la extraccidbn enzimatica

con lisozima, lo que ayuda a romper la pared celular y permite un mejor rendimiento de

88



DNA incluso para bacterias Gram positivas como las actinobacterias (Cuesta-Amat,

2004). Al cuantificar el DNA por el método espectrofotométrico se obtuvo una menor

cantidad que las otras muestras de 133.175 ng/uL (Tabla 23); sin embargo fue la

muestra en donde se obtuvo el DNA mas puro, 1.23 (tabla 23). Un cociente menor a

1.8 indican la presencia de contaminantes (proteinas o polifenoles); sin embargo, el

mejor test de la calidad del DNA es su funcionalidad en la aplicacion de interés

(Alvarado, 2009). A pesar de haber obtenido un cociente 0.57 veces menor, después

de realizar el PCR se observé el amplicon de 233 pb correspondiente a la region V3

del gen 16S rRNA (carril 8 y 9; figura 18).

Tabla 23. Resultados de la extraccion de DNA con variantes del método enzimatica y

hervido
Método Mango 260nm | 280 nm | Cociente DNA (ng/pL) | Nota
lavado (260nm/280)
1 NO 3.9302 3.6121 1.08 982.625 Carril 12
Carril 13
3.9302 3.6121 1.08 982.625 -
1 NO 3.8655 3.1401 1.09 982.55 Carril 10
Carril 11
1.1 Sl 3.8643 3.3113 1.17 966.075 Carril 4
Carril 5
3.5264 3.0615 1.15 881.6 -
2 Si 0.1310 0.1073 1.22 32.72 Muy poco DNA
1.2 Sl 3.9207* | 3.8164* | 1.03 980.175 Carril 6
Carril 7
0.9607* | 0.8548* | 1.12 240.175 *  Presencia de
precipitado
21 NO 4.0000* | 3.6979* | 1.08 1000 *  Presencia de
precipitado
2.1 Sl 3.6673* | 4.0000* | 0.92 916.825 *  Presencia de
precipitado
2.2 Si 1.8210* | 1.7172* | 1.06 455.25 *  Presencia de
precipitado
2.3 Sl 0.1791 0.1528 1.17 44.775 Muy poco DNA
1.3 Sl 0.5327 0.4341 1.23 133.175 Carril 8
Carril 9
0.4588 0.3753 1.22 114.7 -
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El método de hervido (método 2) se utiliz6 como una posible alternativa al método
enzimatico ya que no tiene pasos de purificacion; por lo se esperaba obtener una mayor
cantidad de DNA aunque éste no estuviera puro. Sin embargo, no se logré una mejor
extraccion ni pureza del DNA a comparacion del método enziméatico (Tabla 23).

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13
PM Bco PM 11 11 12 12 13 13 1 1 1 1

Figura 18. Corrimiento electroforético de los productos de PCR de la region V3 del gen 16S rRNA para
muestras de la microbiota superficial de mangos lavados: carril 4: se utiliz6 el método 1.1 y DNA a una
concentracion final de 50 ng/uL, carril 5: se utilizé el método 1.1 y el DNA a una concentracion de 100
ng/uL, carril 6: se utilizé el método 1.2 y el DNA a una concentracion de 50 ng/uL, carril 7: se utiliz6 el
método 1.2 y el DNA a una concentracién de 100 ng/uL, carril 8: se utiliz6 el método 1.3 y el DNA a una
concentracion de 50 ng/uL, carril 9: se utiliz6 el método 1.3 y el DNA a una concentracion de 100 ng/uL,
carril 10: se utilizé el método 1 en mango no lavado y el DNA a una concentracion de 50 ng/uL, carril 11:
se utilizo el método 1 en mango no lavado y el DNA a una concentracion de 100 ng/uL, carril 12: se utilizd
el método 1 en mango no lavado y el DNA a una concentracién de 50 ng/uL, carril 13: se utilizo el método

1 en mango no lavado y el DNA a una concentracion de 100 ng/uL, carriles 1 y 3: Marcador de peso

molecular. Carril 2: blanco

8.5 EFECTO DE LA RADIACION GAMMA EN LA MICROBIOTA NATURAL DEL
MANGO Y SU EFECTO EN E. coli 0102:H6 CON UNA DOSIS DE 1 KGY

8.5.1 TRATAMIENTO DE LOS MANGOS

Los mangos se mandaron irradiar a 1 KGy (la mejor dosis de acuerdo con la
evaluacion microbiolégica, sensorial y con los parametros fisicoquimicos vy fisiolégicos
evaluados) en el Instituto de Ciencias Nucleares (ICN) el 13 de junio de 2011 con una
tasa de dosis de 23.7 Gy/min. Posterior al tratamiento se almacenaron a temperatura

ambiente, y se consider6é ese momento como el tiempo 0.
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8.5.2 CARACTERIZACION FISICA

De acuerdo con la norma NMX-FF-058-SCFI-2006 (Productos alimenticios no
industrializados para consumo humano — fruta fresca — mango (Mangifera indica L.) —
especificaciones) la calidad de los mangos fue de Categoria |, presentaron forma
alargada (fruto bien formado), cascara suave, lisa y de color verde (madurez
fisiologica). El lote tuvo uniformidad en el color, forma y tamafio. En 90 mangos se
evaluo el efecto de la radiacibn gamma en la sobrevivencia de E. coli O102:H6. En
162 se evalud el efecto de la radiacibn gamma en la microbiota de la superficie del

mango Ataulfo.

Tabla 24. Caracteristicas fisicas del mango Ataulfo

Parametro

Peso (9) 311 +39.86
Largo ecuatorial

(cm) 11.4£0.62
Longitud polar (cm) (6.6 £0.30

Los datos muestran el valor promedio + desviacién estandar, n=252

8.5.3 EFECTO DE LA RADIACION GAMMA EN LA SOBREVIVENCIA DE E. coli
0102:H6 CON UNA DOSIS DE 1 KGy

En la figura 19 se observa el mismo efecto no lineal en la mortalidad de E. coli
0102:H6 que en el primer experimento de sobrevivencia (Figura 7); sin embargo, no
se observa un pico maximo a las 6 h como en las muestras control del primer
experimento. Los mangos control tuvieron una cuenta inicial de 4.7 UFC/mL (log10); a
las 24 h disminuyé a 2.7 UFC/mL (log10), a las 72 h disminuy6 a 1.8 UFC/mL (log10) y
esta cuenta se mantuvo a las 96 h. Del tiempo cero a las 96 h hubo una disminucion
de 2.9 ciclos logaritmicos; 1.5 ciclos logaritmicos mas que en el primer experimento
(Figura 7). Esta diferencia se pudo deber a la calidad que los mangos presentaron
antes de ser irradiados. Los del primer experimento (Figura 7) fueron de categoria Il ya
gue presentaron manchas de lluvia y latex. En general los factores ambientales como
la temperatura, viento y precipitacion afectan la calidad del fruto. En un afio de lluvias
abundantes, la calidad del mango baja y es susceptible a infecciones por hongos y
bacterias. Diversos investigadores han comprobado el impacto de la carga del in6culo

y la lluvia sobre la severidad del deterioro de la fruta en postcosecha (Arpaia et al,
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2004). Los mangos de categoria Il, al ser una cosecha que se dio en un afio con

abundantes lluvias fue méas susceptible a E. coli 0102:H6.

En la figura 19 se observa que los mangos irradiados a 1 KGy tuvieron una diferencia
significativa (p<0.01) desde el tiempo cero, con una disminucién en la sobrevivencia de
E. coli 0102:H6 de 2.2 ciclos logaritmicos con respecto al control. La mayor diferencia
se presentd a las 6, 9, 24 y 48 h, en la que la sobrevivencia en los mangos tratados
disminuy6 2.5, 3.3, 2.8, 2.7 y 2.6 ciclos logaritmicos respectivamente con respecto al
control (p<0.001). A las 72 y 96 h la diferencia fue menor (p<0.05) con 1.8 ciclos

logaritmicos menos que el control.
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Figura 19. Efecto de la radiacibn gamma (dosis 1 KGy) en la sobrevivencia de E. coli
0102:H6 en la superficie del mango Ataulfo. Los datos son promedio + EEM, n=5
ensayos en medio nutritivo con 50 ug/mL de ampicilina e incubados a 37°C por 24 h.
Se analizaron todos los tratamientos a un mismo tiempo y se compararon con respecto
a los mangos control mediante una prueba de Bonferroni. *p<0.05, ** p<0.01, ***

p<0.001.

El efecto de la radiacibn gamma en la sobrevivencia de E. coli O102:H6 fue mas
marcado en este experimento que en el primero (Figura 7). Esta condicion se puede
atribuir a que la irradiacion se llevé a cabo en mangos en un estado de madurez
menos avanzado (totalmente verdes) que en los del primer experimento que eran

verdes ligeramente amarillos. Pérez-Gémez (2010) observé que el estado de madurez
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€S un aspecto sumamente importante para la aplicaciéon del tratamiento; cuando se
irradian los mangos inmediatamente después de la cosecha, estos son mas

resistentes al estrés y soportan mejor la irradiacién presentando mejor calidad.

Se ha reportado que la cascara del mango contiene polifenoles como la mangiferina,
carotenoides, enzimas (peroxidasa), vitaminas, pectinas, antocianinas, acido
mangiférico (terpenoide) y fibra (Vargas-Simon et al, 2002; Schieber et al, 2003;
Lopez-Martinez et al, 2011; Vasquez-Hidalgo, 2011; Garrido y Valdés, 2012) y se ha
determinado, que extractos de la cdscara de mango tienen actividad antibacteriana y
antioxidante (Benites-Vilchez et al, 2011). Los extractos de cascara de frutos verdes
tienen una mayor cantidad de polifenoles totales y presentan la mayor actividad

antioxidante que en otros estados de madurez (Villanueva-Tiburcio et al, 2010).

Esto sugiere, que un mango verde tendra mejores defensas contra microorganismos y

sera mas resistente a la radiacion que mangos mas maduros.

8.5.4 EFECTO DE LA RADIACION GAMMA EN LA MICROBIOTA DE LA
SUPERFICIE DEL MANGO

Para analizar el efecto de la radiacion gamma en la microbiota de la superficie del
mango, se realizo por triplicado la recuperacién de la microbiota superficial del mango
irradiado a 1KGy y mango control a los tiempos 0, 24 y 72 h. La recuperacion de la
microbiota se llevéd a cabo con hisopos estériles humedecidos en SSI+ tween 80 al 1%
y se realizd la extraccién de DNA por el método enzimatico. Se obtuvo una pureza de
1.20 - 1.38, con una cantidad aproximada de DNA de 130 ng/uL. Posterior a la
extraccion se realizé el PCR con los cebadores Agc338F (con cola G-C) y B518R
(Ampe, 1999) para amplificar la region V3 del gen 16S rRNA. Al realizar la
electroforesis en gel de agarosa se observd una sola banda de 233 pb (Figura 20)
correspondiente al tamario de la region V3 del gen 16S rRNA. En algunas muestras no
se alcanz6 a ver esta banda bien, como en el caso de los carriles 6, 7, 8y 9 de la
figura 21. En estas muestras se concentré el DNA a 60 °C durante 30 min utilizando un
concentrador (Vacufuge plus). Se realizé una electroforesis en gel de agarosa para
evaluar la integridad del amplicon (Figura 22) donde se lograron observar las bandas
mas intensas correspondientes al gen 16S rRNA; pero, también otra banda de menor
tamafo. Estas bandas de menor tamafo, que se observaron también en el control,
pudieron haber sido los cebadores que también se concentraron durante el tratamiento

de la muestra.
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8.5.4.1 DGGE paralelo de prueba

Con muestras del DNA del gen 16S rRNA que fueron concentradas se realiz6 un
DGGE paralelo de prueba para familiarizarse con la técnica. Se utilizé6 un gradiente
desnaturalizante de 10-50% (Figura 23) y 6 ug de DNA por muestra. La primera banda
se observo a una concentracion de 25% de desnaturalizante.
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Figura 20. Corrimiento electroforético en gel de agarosa con los productos de PCR de
la region V3 del gen 16S rRNA a partir del DNA de la microbiota superficial de
mangos. Gel de agarosa A: Carriles: 1. Marcador de peso molecular 2, 3y 4
microbiota natural de la superficie del mango 5.Control positivo 6.Blanco. Gel de
agarosa B: Carril: 1. Marcador de peso molecular 2.Control positivo 3.Blanco 4, 5, 6, 7
Y 8: microbiota natural de la superficie del mango.
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Figura 21. Corrimiento electroforético en gel de agarosa con los productos de PCR de
la region V3 del gen 16S rRNA a partir del DNA de la microbiota superficial de
mangos. Carriles: 1 y 5. Marcador de peso molecular 2, 6, 7, 8 y 9 microbiota natural
de la superficie del mango 3.Control positivo 4.Blanco.

Figura 22. Corrimiento electroforético en gel de agarosa con los productos de PCR de
la region V3 del gen 16S rRNA a partir del DNA de la microbiota superficial de
mangos. Carril: 1. Marcador de peso molecular 2, 3, 5y 6 microbiota natural de la
superficie del mango 4. Blanco.
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Figura 23. Gel DGGE con los patrones de bandas de los productos de PCR de la region
V3 del gen 16S rRNA a partir del DNA de la microbiota superficial de mangos.

8.5.4.2DGGE

Se realiz6 el gel de acrilamida al 8% debido a que el rango de separaciéon de pb a este
porcentaje es de 200-400 pb y los productos de PCR obtenidos son de 233 pb. El
gradiente desnaturalizante del gel perpendicular fue de 0-100% (Figura 24) para
detectar el comportamiento de fusion de los fragmentos del DNA de la microbiota
superficial del mango y determinar el rango de desnaturalizaciéon éptimo para usarlo en
el DGGE paralelo. En este gel el DNA migra durante toda la electroforesis en una
concentracion de desnaturalizante constante. El DNA de doble cadena migra a una
velocidad mayor que el DNA parcialmente desnaturalizado, y éste a su vez migra a

una mayor velocidad que el DNA de una cadena.

96



0% 100%

Figura 24. Separacién de DNA en gel perpendicular DGGE (acrilamida del 8%) con
gradiente desnaturalizante de 0%-100%. Se muestra la zona donde se encuentra el DNA
con la caracteristica de extraccion.

0 KGy 1 KGy 0 KGy 1 KGy
— e —h— o
tZJI t!d t211 t2-‘1 t2d tZd tn'-'lE t-‘IE t‘ii tdE t-ﬂE t-ﬂE

Oh 24h 72h

Figura 25. Patrones de DNA obtenidos en gel paralelo obtenido por la técnica DGGE con
los patrones de bandas de los productos de PCR de la region V3 del gen 16S rRNA a
partir del DNA de la microbiota superficial de mangos por triplicado a los tiempo 0, 24 y 72
h.
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Figura 26. Diagrama de los patrones de bandas a partir del gel DGGE de la figura 25
utilizando el programa Diversity Database version 2.2 para Windows (BIORAD). Los
numeros en los perfiles indican el filotipo (1 al 16). En rojo se sefialan las bandas o filotipos

que se mandaron secuenciar.

Con el resultado obtenido en el gel perpendicular (Figura 24) se determind que el
gradiente de desnaturalizacion éptimo era del 20% al 90%. Se escogié 20% porque
fue el porcentaje donde se empez6 a ver la desnaturalizacién parcial del DNA al ya no
seguir una linea horizontal. Posteriormente, las muestras se sometieron al gel paralelo
del DGGE (Figura 25) con el objetivo de obtener los perfiles de la comunidad
bacteriana de la superficie de mangos irradiados y de mangos control a las 0, 24 y
72h.

Existe una consideracion importante sobre la técnica del DGGE. Es posible que un
microorganismo genere mas de una banda o que diferentes especies generen una
misma banda; por lo tanto, los indices evaluados deben considerarse estimaciones
relativas entre las comunidades y considerar cada banda como filotipo en lugar de
especie (Escalante, 2007; Sanchez-Castro, 2009). Se considera el mismo filotipo
cuando las bandas aparecen a la misma altura en diferentes carriles (Nakuma-
Gonzalez, 2010; Gonzalez-de la Cruz et al, 2011).
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Figura 27. Dendrograma obtenido con el coeficiente de similitud de Dice Sp a partir de los

patrones de bandas de muestras de la superficie del mango Ataulfo.

Los geles paralelos con los patrones de las comunidades microbianas de la superficie
del mango Ataulfo obtenidas con la técnica de DGGE se analizaron utilizando el
software Diversity Database version 2.2 para Windows (BIORAD), se determiné la
similitud (coeficiente de Dice) entre las comunidades microbianas y se elabor6 el
dendrograma que identifica el agrupamiento entre las muestras (Figura 27). Si se
agruparon en el mismo cluster significO que las muestras tenian un coeficiente de
similitud de Dice alto y que las comunidades bacterianas fueron similares entre si. De
acuerdo con el dendrograma, las réplicas que recibieron el mismo tratamiento y que se
analizaron en un mismo tiempo presentaron un patrén similar y se agruparon juntas
(Figura 27). Por lo tanto, en cada réplica, las comunidades bacterianas fueron
homogéneas y hubo reproducibilidad en los resultados. También se observa que la
composicion de la comunidad microbiana cambié con respecto al tratamiento y al
tiempo; ya que algunas bandas o filotipos estuvieron presentes solo en algunas
muestras y no en otras, o variaron de intensidad (Figura 25 y 26). En general las
comunidades bacterianas de las muestras se dividieron en dos grandes clusters
(Figura 27), el cluster 1 donde se agruparon las comunidades bacterianas de las
muestras del mango irradiado a 1 KGy tiempo 0 y 24 h junto con las comunidades
bacterianas de las muestras del mango control tiempo 0 h. Y el cluster 2, donde se
agruparon las comunidades bacterianas de las muestras del mango control tempos 24

y 72 h, junto con las muestras del mango irradiado tiempo 72 h.
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8.5.4.3 Riqueza, indice de dominancia e indice de diversidad

Tiempo 0 h después de irradiar los mangos Ataulfo

La comunidad bacteriana de las muestras del mango irradiado y analizado a tiempo O
h presentd los menores indices de riqueza (Figura 28) y de diversidad (Figura 29) en
comparacion a todas las muestras. Al haber menor diversidad (P<0.05), ciertos
microorganismos tienden a dominar en una comunidad microbiana; por lo tanto, ésta
muestra presentd el mayor indice de dominancia, siendo estadisticamente significativo
con respecto al control. (P<0.05) (Figura 30). Se consideré que los filotipos 9 y 11
(bandas 9y 11) (Figura 26) eran los dominantes; ya que no soélo se encontraron en las
muestras del mango irradiado tiempo O h, sino en todas las demas muestras
independientemente del tratamiento, y se identificaron con mayor intensidad y
frecuencia (Tabla 25). Los filotipos que corresponderian a estas bandas pudieron
haber persistido por dos razones: (a) eran resistentes a la radiacién o (b) la densidad
microbiana fue abundante y la dosis utilizada no fue suficiente para eliminarlos
totalmente. La densidad bacteriana es un factor importante que influye en las
interacciones interespecies y en el comportamiento de una comunidad microbiana

expuesta a radiacion gamma (Fuma et al, 2010).

Tiempo 24 h después de irradiar los mangos Ataulfo

En las comunidades microbianas de las muestras del mango irradiado, tiempo 24 h
aparecieron filotipos o bandas; la mayoria mas tenues que en el control. Sin embargo,
el filotipo 15 (banda 15) apareci6é con mayor intensidad (Figura 25), por lo que se
mand6 secuenciar para identificar al microorganismo. Los resultados de la
secuenciacién lo identificaron como Arthrobacter sp. (Tabla 26), una bacteria

resistente a la radiacion gamma (Mongodin et al, 2006; Osman et al, 2008).

Conforme transcurrio el tiempo de almacenaje aumento el indice de riqueza tanto de
las muestras del mango control como del irradiado (Figura 28); debido a esto, el peffil
de la comunidad bacteriana en las muestras del mango irradiado, tiempo 24 h
presentaron mayor similitud con el perfil de la comunidad bacteriana en muestras del
mango control, tiempo 0 h y se agruparon en el mismo cluster (Figura 27). Sin
embargo, las muestras del mango irradiado, tiempo 24 h presentaron diferencias
significativas con respecto al control, tiempo 24 h en el indice de riqueza (P<0.05)
(Figura 28), diversidad (P<0.05) (Figura 29) y dominancia (P<0.05) (Figura 30). Esto

quiere decir, que en el mango irradiado hubo un aumento en la riqueza y en el indice
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de diversidad

de las comunidades bacterianas del tiempo 0 a las 24 h (0.47), pero este

incremento fue estadisticamente menor que en las muestras del mango control (1.5).

Riqueza

control
-= 1 KGy

0 12 24 36 48 60 72

Tiempo (h)

Figura 28. Promedios de riqueza en las comunidades bacterianas en la superficie del

mango Ataulfo de mango irradiado a 1KGy y mango no tratado analizados a diferentes

tiempos (0, 24 y 72 h). Los datos son promedio + EEM, n=3 ensayos. Se analizaron

todos los tratamientos a un mismo tiempo y se compararon con respecto a los mangos

control media

Diversidad

Figura 29. ind

Ataulfo de man

nte una prueba de Bonferroni. *p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001.

6.0- control
5.5 = 1KGy

0 12 24 36 48 60 72

Tiempo (h)

ice de diversidad en las comunidades bacterianas en la superficie del mango

go irradiado a 1KGy y mango control analizados a diferentes tiempos (0, 24y 72

h). Los datos son promedio + EEM, n=3 ensayos. Se analizaron todos los tratamientos a un

mismo tiempo

y se compararon con respecto a los mangos control mediante una prueba de

Bonferroni. *p<0.05, ** p<0.01, ** p<0.001.
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Figura 30. indice de dominancia en las comunidades bacterianas en la superficie del mango
Ataulfo de mango irradiado a 1KGy y mango no tratado analizados a diferentes tiempos (0, 24 y
72 h). Los datos son promedio £+ EEM, n=3 ensayos. Se analizaron todos los tratamientos a un
mismo tiempo y se compararon con respecto a los mangos control mediante una prueba de
Bonferroni. *p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001.

Frecuencia de I3 banda
No. De banda [%}
1 50
2 4 44
3 50
4 11 11
5 6111
& TI.TB
T BE.67
E 1141
I 120 1
10 &E.67
| 11 24.44 h
12 T2.22
13 22 23
14 50
15 50
16 33.33

Tabla 25: Porcentaje de las frecuencias de bandas o filotipos encontradas en todas las

muestras de la microbiota de la superficie de mango Ataulfo irradiado a 0 y 1 KGy.
Tiempo 72 h después de irradiar los mangos Ataulfo

El perfil de la comunidad bacteriana en las muestras del mango irradiado, tiempo 72 h
fue similar a las muestras del mango control, tiempo 72 h y por lo tanto presentaron

indices de riqueza similares (P=0.05) (Figura 28) y se agruparon en el mismo cluster
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(Figura 27). Sin embargo, aparecieron filotipos o bandas en las muestras de los
mangos irradiados con diferente intensidad a comparacién del control (Figura 25). A
pesar de estos cambios de intensidad, los indices de diversidad y dominancia fueron
similares (P=0.05) (Figura 29 y 30). En ambos casos aparecio el filotipo 16 (banda 16)
y desaparecié el filotipo 15 (banda 15) (Figura 26). Esto podria sugerir actividad
antimicrobiana del filotipo 16, ya que desaparecieron bandas en ambas muestras
independientemente del tratamiento. A pesar de que el filotipo 15 correspondia a un
microorganismo resistente a la radiacion; las interacciones interespecie pudieron haber
provocado que desapareciera. Fuma y colaboradores (2010) sugirieron que las
interacciones interespecies pueden contribuir con la persistencia de alguna especie
bacteriana radiosensible aun en dosis altas de radiacion gamma. Por lo que las
interacciones interespecie pudieran también contribuir a que desapareciera alguna

especie bacteriana aun cuando fuera resistente a la radiacibon gamma.

De acuerdo con los resultados obtenidos se podria indicar que la importancia de las
interacciones interespecie predomina sobre el estrés abibtico y por eso la composicion
de la comunidad microbiana a la que se llegdé en las muestras de mangos control y en
irradiados, tiempo 72 h fue similar independientemente del tratamiento. La
homeostasis es la capacidad de la comunidad microbiana de mantener su estabilidad
e integridad en un ambiente sujeto a modificaciones bibticas y abibticas. Las
comunidades usualmente contienen unas pocas especies con muchos individuos y
muchas especies con pocos individuos. En este estudio los filotipos 9 y 11 (Figura 25)
fueron las bandas mas intensas y que se presentaron con mayor frecuencia (Tabla
25), por lo que corresponderian a los “filotipos dominantes”. Los mismos “filotipos
dominantes” se encontraron tanto en los mangos control como en los irradiados. De
acuerdo con Pérez-Luyo (2005), las especies dominantes son responsables de la
mayor parte del flujo de la energia dentro del nivel trofico. Las especies menos
abundantes determinan la diversidad (cantidad e intensidad de las interacciones) de
ese nivel trofico y de la comunidad entera. Esto quiere decir que a pesar de que hubo
una perturbacion en la comunidad bacteriana de la superficie del mango Ataulfo por el
tratamiento de radiacion gamma; a las 72 h se lleg6 a una estabilidad que podria ser el
resultado de un balance dinamico, sostenido por una serie de interacciones, tanto
sinérgicas como antagonicas, entre los diferentes grupos que conforman la
comunidad. Estas interacciones proveen proteccion de las presiones del medio, a
través del mantenimiento de un medio local favorable aun durante fluctuaciones

desfavorables periédicas que puedan ocurrir en el microambiente. Y son estas

103



interacciones las que le permiten a los organismos, dentro de una comunidad, persistir

y crecer sobre un habitat (Pérez-Luyo, 2005).

De acuerdo con los resultados en este estudio, los efectos directos del tratamiento de
radiacibn gamma en el mango Ataulfo se observaron principalmente a tiempo 0 h ya
que desaparecieron filotipos o bandas con respecto al control (Figura 26) indicando
qgue el tratamiento dafid a ciertos filotipos y que estos murieron o disminuyeron su
poblacion hasta un punto donde no pudieron ser detectadas con la técnica del DGGE.
Después de este tiempo, el efecto directo e indirecto del tratamiento (interacciones
interespecie) estarian actuando de forma sinérgica sobre la composicion y el

comportamiento de la comunidad microbiana, por lo menos hasta a las 72 h.

Un ejemplo del efecto directo e indirecto actuando juntos seria que un grupo de
microorganismos (Grupo A) tuviera mutaciones que alteraran la velocidad de su
crecimiento y que esto favoreciera que otros grupos microbianos (Grupo B) ocuparan
su lugar en el microambiente, ain cuando el grupo B también tuviera dafios en su

DNA por el efecto directo de la radiacion gamma (Harwood y Buckley, 2008).

El fundamento de la radiacion gamma es gque los microorganismos irradiados son
destruidos por la generacion de radicales libres producto, principalmente, por la
radidlisis del agua y consecuente dafio al DNA. Sin embargo, la eficiencia del
tratamiento depende de muchos factores como el tipo, especie y numero de
microorganismos Yy la composicion y el estado fisico en que se encuentre el alimento
durante la radiacién (Suarez, 2001; Gonzalez-Aguilar et al, 2007; Slade y Rodman,
2011).

8.5.5 SELECCION DE BANDAS PARA SECUENCIAR

La seleccion de bandas para enviar a secuenciacion, se realiz6 mediante la ayuda del
software Diversity Database version 2.2 para Windows (BIORAD) que muestra la
altura y la intensidad con la que se observa cada banda en el gel. Se seleccionaron las
bandas que tuvieran mayor definicion, que pudieran ser predominantes en las
muestras o que fueran consideradas clave para entender el comportamiento de la
comunidad bacteriana después del tratamiento de radiacion gamma.

Del gel paralelo obtenido con la técnica DGGE se realiz6 la recuperacion del DNA de 7

filotipos o bandas (Figura 26).
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e Filotipo 1 (Banda 1). Se escogi6 este filotipo porque no se observo en ninguna
muestra a tiempo O h, pero apareci6 de forma intensa a las 72 h
independientemente del tratamiento.

e Filotipo 6 (Banda 6). Se escogid este filotipo porque se observé desde el
tiempo 0 h hasta las 72 h en el mango control; y s6lo hasta las 72 h en el
mango irradiado.

e Filotipos 9 y 11 (Bandas 9 y 11). Se escogieron estos filotipos porque se
presentaron con mayor frecuencia en todo el experimento (Tabla 25).

¢ Filotipo 10 (Banda 10). Se escogi6 este filotipo porque, a pesar de que aparecio
a las 24 h, éste desaparecio en el mango irradiado a las 72 h y en las muestras
del mango control se mantuvo constante.

e Filotipo 15 (Banda 15). Se escogi6 esta filotipo porque desapareci6 a las 72 h
independientemente del tratamiento.

e Filotipo 16 (Banda 16). Se escogi6 este filotipo porque aparecié a las 72 h

independientemente del tratamiento.

El DNA se reamplific6 utilizando los cebadores Agc338F (sin cola G-C) y B518R
(Figura 31). El amplicon de 197 pb correspondiente a la regién V3 del gen 16S rRNA.
De los 7 filotipo que se mandaron secuenciar; 5 se analizaron en la base de datos
GenBank de NCBI (bandas 1, 6, 10, 11 y 15) (Tabla 26); ya que los otros dos no
arrojaron resultados en la base de datos; esto debido a que pudo haber solapamiento

de varias bandas.
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Figura 31. Fotografia del gel de agarosa con los productos de PCR reamplificados
utilizando los cebadores Agc338F (sin cola G-C) y B518R de la region V3 del gen 16S
rRNA a partir de las bandas extraidas del gel DGGE paralelo. Carril: 1: Marcador de
peso molecular; 2: Blanco; 3: Positivo; 4: Filotipo 1; 5: Filotipo 6; 6: Filotipo 9; 7:
Filotipo 10. Se obtuvo una concentracion promedio de DNA de 60 ng/uL.
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8.5.6 COMPARACION DE LAS SECUENCIAS EN LA BASE DE DATOS NCBI
(GenBank)

Se encontraron 3 grupos microbianos: bacterias acido lacticas (Leuconostoc sp.),

enterobacterias (Klebsiella pneumoniae, Enterobacter sp. y Serratia marcescens) y

actinobacterias (Arthrobacter sp.) (Tabla 26).

Tabla 26. Comparacion de las secuencias de los filotipos seleccionados del gel DGGE
(region V3 del DNAr 16S, de aproximadamente 180 pb) con la base de datos existente
en NCBI (GenBank).

Filotipo Afiliaciéon Solapamiento Microorganismo N° de Valor-E % de
Banda taxonémica mas mas similar acceso identidad
probable
(clase/familia)
1 Lactobacillales 246 Leuconostoc sp. | AF138782.1 3e-62 94
6 Y- 226 Klebsiella EF032681.1 4e-50 92
proteobacteria pneumoniae
10 Y- 202 Enterobacter sp. | JN645951.1 7e-49 90
proteobacteria
11 Y- 209 Serratia GQ981177.1 4e-51 90
proteobacteria marcescens
15 Actinobacteria 209 Arthrobacter sp. | GU213401.1 | 4e-51 93

8.5.6.1FILOTIPO 1 (BANDA 1) Leuconostoc sp.

Los Leuconostoc son cocos Gram positivos, anaerobios facultativos, asporégenos,
catalasa-negativos, su DNA contiene relativamente bajo G-C (37 = 45 mol%),
producen acido lactico y dextrano a partir de sacarosa. Para Leuconostoc dextranicus,
su valor Dy es de 0.9 KGy (Suarez, 2001), para Leuconostoc mesenteroides su valor
Dyo es de 0.3 y 0.45 KGy en jugo de cafia de azlcar (Alcarde et al, 2003). Pero hay
gue recordar que la eficiencia del tratamiento con rayos gamma depende de varios

factores.

El género Leuconostoc abarca un grupo filogenético de bacterias acido lacticas (BAL)
y consta de ocho especies: Leuconostoc mesenteroides, Leuconostoc lactis,
Leuconostoc gelidum, Leuconostoc carnosum, Leuconostoc citreum, Leuconostoc
pseudomesenteroides, Leuconostoc fallax y Leuconostoc argentinum. L.
mesenteroides contiene tres subespecies, L. mesenteroides subsp. mesenteroides, L.
mesenteroides subsp. dextranicum y L. mesenteroides subsp. cremoris (Kim et al,
2000).
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Estas bacterias 4cido lacticas se desarrollan en una variedad de entornos y dada su
capacidad para crecer en condiciones ambientales variadas, resultan muy
competitivas. Crecen en presencia de altas concentraciones de carbohidratos y con pH
bajos (Lépez-Tomas, 2004). Este grupo microbiano se ha detectado en plantas y frutos
(Kim et al, 2000; Chambel et al, 2006). De hecho ya se han detectado algunos en la
superficie del mango por Ramirez-Villaturo (2012) que identificd a Lactococcus lactis,

Lactobacillus sp., Lactobacillus confusus, Lactobacillus viridescens.

El filotipo 1 identificado como Leuconostoc sp., no se observé en las muestras del
mango control ni en el irradiado a tiempo cero. A las 24 h se observé en todas las
muestras de los mangos control pero en ninguna de los tratados. A las 72 h; se

observo tanto en las muestras del mango irradiado como en el control (Figura 25 y 26).

La técnica utilizada para el andlisis de las comunidades microbianas (DGGE), solo
permite detectar las poblaciones que muestran una abundancia relativa superior al 1%
(Muyzer y Smalla, 1998). Es posible que Leuconostoc sp. tuviera una abundancia
relativa menor al 1% debido a que el lavado previo de los mangos disminuyd su
densidad microbiana y por eso en la mayoria de las muestras control no se detecto la
banda 1 sino hasta las 24 h y en los mangos irradiados hasta las 72 h (24 h después
gue en el control). Probablemente, Leuconostoc sp. tuvo en crecimiento mas lento en
las muestras de mangos irradiados que en las muestras de mangos control debido al
efecto de la radiacion gamma. El hecho de que se detecte Leuconostoc sp. en la
superficie del Mango Ataulfo, podria ser benéfico para evitar el desarrollo de
microorganismos no deseados, como especies del género Enterobacter, debido a la
produccion de bacteriocinas, que actian como sustancias antimicrobianas. (Lopez-
Tomas, 2004; Lopez, 2006).

Hay dos factores que pudieron haber influido en que Leuconostoc sp. sobreviviera al

tratamiento de radiacion gamma:

1. Son cocos Gram positivos: Estos son las mas resistentes de las bacterias
aspordgenas (Suarez, 2001). Se puede hacer una generalizaciéon con la tincién de
Gram y la resistencia a la radiacién de las bacterias. La mayoria de las bacterias
resistentes a la radiacion son Gram positivos, mientras que la mayoria de las bacterias
sensibles a la radiacion son Gram negativo (Slade y Rodman, 2011). La pared de las
bacterias Gram positivas esta constituida principalmente por cadenas de
peptidoglicano, unidas por puentes peptidicos. Contienen una gran cantidad de acidos

teicoicos que no estan presentes en las bacterias Gram negativas. Estos acidos
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teicoicos estan formados principalmente por un alcohol (glicerol o ribitol) y fosfato.
Algunas de las funciones que presentan son i) controlar la entrada y salida de cationes
(magnesio), ii) regular la actividad de las autolisinas, iii) tienen un papel en la
elongacion y division vy iiii) pueden estar implicados en el almacenamiento de fosfato;
ya que cuando las concentraciones de fosfato en el medio son bajas, los acidos
teicoicos de la pared celular son sustituidos por acidos teicurdnicos (polisacaridos
compuestas por acidos urénicos y N-acetilglucosamina) y de esta manera se evita el
uso de los fosfatos que contienen los acidos teicoicos; permitiéndole a la célula seguir

produciendo ATP y otros componentes celulares (Swoboda et al, 2010).

Es posible que esta Ultima caracteristica sea uno de los factores por el que las
bacterias Gram positivas presentan una mayor radiorresistencia que las bacterias
Gram negativas. Los acidos teicoicos podrian ser proveedores de ortofosfatos que
actlan en sinergia con el ion Mn?" para secuestrar radicales superoxido (O,)
protegiendo a proteinas del estrés oxidante como ocurre en Deinococcus radiodurans
(Slade y Rodman, 2011). Aprea (2006) encontr6 en bacterias acido lacticas (lactobacilli
y lactococci) la presencia de estos granulos de polifosfato. Y diversas especies de
Leuconostoc y todos los Lactobacillus necesitan de Mn?* para crecer, mineral que
tienen los extractos vegetales y que explica la presencia de las BAL en estas matrices
(Garcia-Guerrero y Mora-Pefaflor, 2007). De hecho, se ha reportado manganeso en la
cascara de mango (Guzman-Estrada et al, 1996). Por lo que Leuconostoc sp. podria
tener disponibilidad del ion Mn* y granulos de polifosfato para protegerse de los

radicales libres causados por la radiacion gamma.

2. Leuconostoc produce dextranos a partir de sacarosa y manitol a partir de fructosa.
El manitol funciona como antioxidante al secuestrar EROs y, como ya se ha observado
en fermentadores de manitol, también ayuda a mantener la turgencia de la célula
(Hyun-Myung et al, 2010). La sacarosa (Camacho et al, 2008; Slade y Rodman, 2011)
estabiliza lipidos de membrana y proteinas cuando hay baja actividad de agua
(desecacion). Se ha observado que el dafio causado a proteinas, lipidos y acidos
nucleicos debido a la desecacion es similar al dafio causado por la radiacion gamma
(liberacién de radicales libres). Ya que en nuestro planeta los ambientes aridos son
mas comunes gque los ambientes con una alta dosis de radiacion, la radiorresistencia
podria seguir la hipétesis de “la adaptacién a la desecacién”, que sugiere que la
resistencia a la radiacion es una consecuencia incidental de la adaptacion a la
deshidratacion. Se encontré que cepas de D. radiodurans sensibles a la radiacion son

proporcionalmente sensibles a la desecacion; lo que indica que la resistencia a la
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radiacién y la resistencia a la desecacion son fendmenos relacionados (Slade y
Rodman, 2011).

Villalpando-Guzméan (2010) reporté que la cascara del mango tiene carbohidratos,
dentro de los cuales estan la sacarosa, la glucosa y la fructosa, siendo la sacarosa la
gue se encontré en mayor proporcion. Por lo tanto, la sacarosa, podria actuar en el
género Leuconostoc sp. como protector de los componentes celulares durante el
estrés oxidante causado por desecacién o radiacion gamma, al estabilizar lipidos y

proteinas.
8.5.6.2FILOTIPOS 6,10 Y 11 (BANDA 6,10Y 11) ENTEROBACTERIAS

La familia Enterobacteriaceae constituye un grupo grande y heterogéneo de bacterias
Gram negativas. Pueden ser patégeno o microorganismos ubicuos, encontrandose de
forma universal en el suelo, el agua y la vegetacion, asi como formando parte de la
flora intestinal normal de muchos animales como el hombre (Puerta-Garcia y Mateos-
Rodriguez, 2010).

Los géneros de Klebsiella y Enterobacter son coliformes fecales. Los coliformes
fecales estan definidos como bacilos Gram negativos, no esporulados que fermentan
la lactosa con produccion de &cido y gas a 44.5°C + 0.2 °C dentro de las 24 * 2 horas.
Su presencia es indicio de que el alimento tiene una contaminacion de origen fecal
(Cortés-Lara, 2003). El grupo de microorganismos coliformes es el mas ampliamente
utilizado en la microbiologia de los alimentos como indicador de practicas higiénicas

inadecuadas.

El filotipo 6 se identific6 como Klebsiella pneumoniae, el filotipo 10 como Enterobacter
sp. y el filotipo 11 como Serratia marcescens (Tabla 26). Los 3 microorganismos ya
han sido aislados del mango antes (Poubol e lzumi, 2005; Perez-Jimenez, 2007,

Guadarrama-Orozco, 2009).

De acuerdo con la NOM-113-SSA1-1994, la deteccion de coliformes indicaria practicas
sanitarias deficientes en el manejo del mango. Sin embargo, algunos autores sefialan
que debido a que los géneros de Klebsiella, Enterobacter, Citrobacter y Serratia se
encuentran en grandes cantidades en el ambiente (fuentes de agua, vegetacion y
suelos), no estan asociados necesariamente a una contaminaciéon de origen fecal, y su
deteccién no significaria con certeza la presencia de microorganismos patégenos
(Allen, 1996).
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8.5.6.2.1 FILOTIPO 6 (BANDA 6) Klebsiella pneumoniae

De acuerdo con los resultados (Figura 26), el filotipo 6 correspondiente a Klebsiella
pneumoniae se detecté en todas las muestras de los mangos control. En el mango
irradiado, el filotipo 6 no se detecté durante las primeras 24 h; sin embargo, a las 72 h

se observo muy tenue (Figura 25).

8.5.6.2.2 FILOTIPO 10 (BANDA 10) Enterobacter sp.

Es un microorganismo patdégeno oportunista, se encuentra ampliamente distribuido en
el agua, los afluentes cloacales, la tierra y los vegetales (Luz-Alves et al, 2010). Al
ingresar en el niumero de acceso en la base de datos NCBI (genebank) que
correspondié al de mayor porcentaje de identidad para esta banda (Tabla 26) se
encontré que este microorganismo fue aislado de un cultivar de mango (Jaiswal et al,
2011). Su presencia en alimentos es indicador de malas practicas de higiene. Esta
asociado con infecciones nosocomiales, incluyendo infecciones en el tracto urinario y

bacteremia.

Dentro del género Enterobacter las principales especies causantes de infecciones en
humanos son: E. aerogenes, E. cloacae, E. agglomerans, E. gergoviae y E. sakazakii
(ahora Cronobacter sakazakii). Otras especies son: E. amnigenus, E. asburiae, E.
cancerogenus, E. cowanii, E. dissolvens, E. gergoviae, E. hormaechei, E. intermedius,

E. kobei, E. nimipressuralis, E. pyrinus (Murray et al, 1999).

En el trabajo de Guadarrama-Orozco (2009) se encontr6 que cepas de Enterobacter
cloacae aisladas de la superficie del mango fueron resistentes a antibiéticos como
amoxicilina, cefazolina y ampicilina y el 53.8% de las cepas presentaron adherencia
media a células Hep-2 y cierta capacidad para formar biopeliculas. Por lo que su
presencia no se debe restar importancia ya que, al asociarse a problemas de salud
publica, estas caracteristicas de adherencia y resistencia a antibidticos pueden

constituir con los factores de virulencia de este patdégeno oportunista.

De acuerdo con los resultados (Figura 26), el filotipo 10 correspondiente a
Enterobacter sp. desaparecioé en los mangos irradiados al tiempo 0, reaparecio a las
24 h y desaparecio a las 72 h; mientras que en los mangos control su presencia fue
constante durante las 72 h. El hecho de que apareciera a las 24 h en el mango
irradiado significé que el filotipo se recuperé del tratamiento de rayos gamma; sin

embargo esta recuperacion pudo no haber sido al 100%, quedar sensible (efecto

110



directo) y morir después, o muri6 porque no pudo enfrentarse a la microbiota de
competencia (interacciones interespecie). En la figura 43 se observa que en las
muestra de mangos irradiados, tiempo 72 h; las bandas de los filotipos 1, 2 y 3
estuvieron intensas, al mismo tiempo que las bandas de los filotipos 5, 6 y 7 estuvieron
tenues. Es posible que el comportamiento de la comunidad bacteriana haya influido en
la desaparicion del filotipo 10 a las 72 h en el mango irradiado. Por ejemplo, bacterias
acido lacticas de los géneros Lactobacillus y Leuconostoc (identificado como filotipo 1)
inhiben a especies del género Enterobacter como Enterobacter cloacae y
Enterobacter agglomerans debido a la competencia por los mismos nutrientes y por la
produccién de bacteriocinas (Sapers et al, 2005). Lo mas probable, es que los dos

efectos hayan influido en la desaparicion del filotipo 10.
8.5.6.2.3 FILOTIPO 11 (BANDA 11) Serratia marcescens

De acuerdo con los resultados (Figura 26), los filotipos 11 y 9 estuvieron presentes en
todas las muestras de mangos control e irradiado. Fueron los filotipos cuyas bandas
estuvieron con mayor frecuencia (Tabla 25). Ya que estos filotipos se detectaron
independientemente del tratamiento, las interacciones interespecie no tuvieron un

efecto un su presencia.

Para el filotipo 9 no se pudo realizar el andlisis de su secuencia; es probable que fuera
mas de una banda que comigré en el gel paralelo. Al analizar la secuencia de DNA del
filotipo 11 en las base de datos, se identific6 como Serratia marcescens (Tabla 26).
Existen estudios que demuestran que esta bacteria es resistente a la radiacion. Zakeri
y colaboradores (2012) mostraron que S. marcescens puede desarrollar resistencia a
la radiacion gamma. Ellos aislaron a una S. marcescens de aguas termales en la
ciudad de Ramsar, en la costa del Mar Caspio resistente a la radiaciéon por Ra?*® (la
cual produce radiacion gamma también) y llevaron a cabo un andlisis proteémico
donde se encontré un aumento en las siguientes proteinas que lo protegen del estrés
oxidante: a) Chaperonas Dna K y GroEL que estabilizan a las proteinas promoviendo
su plegamiento adecuado y previniendo una asociacion incorrecta, b) Factores de
elongacion como EF-Tu y EF-G que se cree pueden tener un papel importante en
disminuir los errores durante la sintesis de proteinas, c¢) Proteinas que catalizan la
formacion de clusters de hierro-azufre; los cluster de hierro-azufre son cofactores
importantes para muchas de las proteinas implicadas en distintos procesos celulares,
incluido el transporte de electrones y la proteccién contra el estrés oxidante, d)
Aumento de la proteina Dps, una proteina de unién inespecifica al DNA con un

dominio tipo ferritina por lo que atrapa hierro, lo que disminuye la reaccién de Fenton y
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con ellos la generacion de radicales libres, e) Regulacién positiva de enzimas
glucoliticas, lo que le permite a las células tener energia para hacer frente a
condiciones adversas. Se ha visto que la gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa
(GAPDH) es inactivada frente a estrés oxidante, lo que redirige temporalmente el flujo
metabdlico de la glicolisis a la via de las pentosas, generando mas NADPH, importante
cofactor de enzimas que regeneran antioxidantes, f) Proteina A (OmpA) que tiene un
importante papel en estabilizar la membrana externa de factores dafiinos, Q)
Lipoproteina de membrana (Lpp) que interactia con el peptidoglicano para mantener

la integridad estructural y funcional de la membrana.

Serratia marcescens es un fermentador lento de lactosa, puede crecer en niveles de
pH que varian entre 5y 9, tiene motilidad y produce un pigmento rojo-violeta, que es
un complejo proteico con Fe? y que presenta actividad mimética de superdxido
dismutasa (Venil y Lakshmanaperumalsamy, 2009); también produce un pigmento
color rojo-naranja (prodigiosina) de naturaleza pirrélica unido a la membrana interna
(Venil y Lakshmanaperumalsamy, 2009) que ha mostrado actividad antimicrobiana
(Venil y Lakshmanaperumalsamy, 2009) y antioxidante (Yanagimoto et al, 2002), lo
gue podria contrarrestar los radicales libres formados por el tratamiento de radiacion
gamma. Los biotipos que no sintetizan prodigiosina son considerados patégenos
oportunistas; los biotipos de ambientes naturales que la producen raramente se han

relacionado con infecciones.

Al ingresar en el niumero de acceso en la base de datos NCBI (genebank) que
correspondia a la Serratia marcescens de mayor porcentaje de identidad con el filotipo
11 (Tabla 26) se encontr6 que este microorganismo fue estudiado en México por
Gutiérrez-Roman y colaboradores en 2012. Sus estudios mostraron que Serratia
marcescens (aislada de las zonas tropicales de México) producia prodigiosina y
guitinasas. Concluyeron que la produccion de prodigiosina no se veia afectada por el
pH, que las cepas estaban bien adaptadas a climas tropicales y que por su produccién
de prodigiosina y quitinasas inhibian el crecimiento micelial (40%) y la germinacion de
conidios (81-89%) de Colletotrichum gloeosporioides, agente causal de la antracnosis
en frutos. El mango posee una elevada susceptibilidad al desarrollo de antracnosis
ocasionada por este hongo. La enfermedad afecta la calidad y reduce sus
posibilidades de comercializacién. Se estima que las pérdidas postcosecha por
antracnosis en mango fluctian entre 30 y 60% de total de la produccion (Carrillo-Fasio
et al, 2005). Las caracteristicas que tiene Serratia marcescens sugieren su potencial

como agente de control biolégico contra el hongo que causa la antracnosis en las
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regiones tropicales del mundo (Gutiérrez-Roman et al, 2012); lo que le daria un valor

agregado al mango en su comercializacion.
8.5.6.3 FILOTIPO 15 (BANDA 15) Arthrobacter sp.

Son bacterias Gram positivas, aerobias obligadas y con forma de bacilo durante la
fase de crecimiento exponencial y de coco durante la fase estacionaria, no forma
esporas. Pertenece a la familia Micrococcaceae, es un género de bacterias
comunmente encontradas en el suelo y en ambientes extremos como en el hielo del
artico, sitios contaminados por quimicos y ambientes radiactivos (Mongodin et al,
2006; Osman et al, 2008). Dentro del género algunas especies son: A. giacomelloi, A.
spp., A. protophormiae, A. globiformus, A. crystallopoietes, A. oxydans, A. agilis, A.
luteolus, A. nicotianiae, A. humicola, A. oryzae, A. soli, A. aurescens (O Loughlin et al,
1999; Mongodin et al, 2006; Mantilla-Cardenas, 2007)

Es una rizobacteria ubicua promotora del crecimiento vegetal debido a la produccién
de reguladores del crecimiento como &cido indol acético (AlA), giberelina, citoquinina y
ayuda a la fijacion biol6gica de nitrégeno (Mantilla-Cardenas, 2007). Provoca una
mejora de la germinacion del desarrollo de la raiz, de la nutricibn mineral y de la

utilizacion del agua.

Arthrobacter sp. es resistente a la desecacién y a la radiacion. Cepas de este género
son las que prevalecen en tanques que almacenan desechos radiactivos en el
Departamento de Energia de Washington USA. Su forma cocoide es la mas estable y
la que le permite sobrevivir a condiciones de estrés. En su transicion hacia la forma
cocoide se ha demostrado que requiere de manganeso (ll), mineral relacionado con la
resistencia a la radiacion gamma en Deinococcus radiodurans (Mongodin et al, 2006;
Slade y Rodman, 2011), contiene dos plasmidos que codifican para un gran nidmero
de proteinas involucradas en la respuesta ante el estrés oxidante, quimico y por

desecacion (Mongodin et al, 2006).

De acuerdo con los resultados (Figura 26), el filotipo 15 correspondiente a Arthrobacter
sp. se encontrd tanto en los mangos control como en los irradiados al tiempo 0y 24 h;
indicando que el filotipo sobrevivid a la radiacion gamma. Como ya se mencioné antes,
este género se encuentra comunmente en el suelo, por lo que pudo haber llegado al
fruto desde su recoleccién. Sin embargo, el filotipo 15 desaparecié a las 72 h
independientemente del tratamiento. Este comportamiento podria deberse a las

interacciones interespecie. Un filotipo que se detectd solo en el tiempo 72 h
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independientemente del tratamiento y coincidid con la desaparicion del filotipo
correspondiente a Arthrobacter sp.; fue el filotipo 16. Algunas especies de Arthrobacter
requieren factores de crecimiento como biotina, tiamina, &acido nicotinico, &cido
pantoténico y vitamina B12 (Buchanan y Gibbons, 1974); la pérdida importante de
vitaminas no tiene lugar en las frutas irradiadas a dosis toleradas por el producto
fresco (Molins, 2003), asi que es probable que el crecimiento del filotipo 15 se inhibiera
por la presencia de filotipos de competencia que utilicen los mismos factores de
crecimiento y que los metabolicen mas rapido (Harwood y Buckley, 2008; Fuma et al,
2010).
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9. CONCLUSIONES

La irradiacion de mangos Ataulfo con una dosis de 1KGy y almacenados a
temperatura ambiente redujo la presencia de E. coli 0102:H6 en un 97%, sin tener un
efecto negativo en los parametros fisioldgicos, fisicoquimicos y sensoriales evaluados,
por lo que se considera que es la dosis maxima que puede soportar el mango Ataulfo
sin afectar su calidad de exportacion y darle al fruto un valor agregado.

Se recomienda la dosis de 1KGy, porque a mayor dosis se modifica el sabor y aspecto
caracteristico de los mangos Ataulfo y no serian 6ptimos para su consumo.

El estado de madurez vy calidad del mango son aspectos importantes en la aplicacién

del tratamiento de radiaciobn gamma para obtener mejores resultados.

Se lograron identificar 3 grupos microbianos: enterobacterias, bacterias acido lacticas

y actinobacterias.

El tratamiento de radiacibn gamma presentdé un efecto directo (dafio oxidante) y un
efecto indirecto (interacciones interespecie), éste Ultimo podria haber predominado
sobre el estrés abibtico; por lo que el perfil de la comunidad bacteriana a las 72 h en el
mango irradiado fue similar al del control. El efecto final en una comunidad bacteriana,
debido al tratamiento de rayos gamma, podria depender de qué microorganismos
estén presentes, de la densidad microbiana de cada uno al inicio del tratamiento y de

coémo interactlan entre ellos.
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10. PERSPECTIVAS

Evaluar las relaciones interespecie en condiciones de estrés (radiacion gamma)
mediante el estudio de la dinamica de poblaciones. La dindmica de poblaciones es el
estudio de los cambios que sufren las comunidades biol6gicas asi como los factores y
mecanismos que los regulan. Estos estudios permiten predecir con mayor grado de
seguridad los resultados de nuevas introducciones de enemigos naturales en la
comunidad microbiana nativa y establecer teorias robustas que sirvan de base para la

generacién de nuevos programas de control.
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11. ANEXO | EQUIPO Y MATERIALES

MATERIAL BIOLOGICO

o

o

Mango Ataulfo
Cepa E. coli

IDENTIFICACION DE LA CEPA E. coli

o

Incubadora

Cajas Petri de 9 cm de diametro
Tubos de ensayo

Tubos Craige

Microplacas

Micropipetas

VITEK Colorimeter Product No. 52-1210

Tarjetas VITEK GNI+
VITEK Red Transfer Tubes
BioMerieux Vitek 32

EFECTO DE LA RADIACION GAMMA EN LOS PARAMETROS DE CALIDAD

Potenciometro.

Refractometro de mano.
Analizador de gases por infrarrojos.
Balanza analitica.

Tabla para picar

Cuchillo

3 Embudos

3 Matraces Erlenmeyer de 125 ml
3 Vasos de precipitados de 100 ml
Bureta de 50 ml

Pinzas para bureta

Soporte universal

Pipetas volumétricas de 10 ml
Probeta graduada 100 mi

Espatula.

Piseta

Agitador de vidrio.
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o Gotero o pipeta pasteur
o Papelfiltro.

o Contenedores de vidrio.
o Agujas desechables.

o Morteros con pistilo.

o Cronometro.

EFECTO DE LA RADIACION GAMMA EN PATOGENOS

o Disco estéril

o Charolas plasticas

o Incubadora

o Cajas Petri de 9 cm de diametro
o Centrifuga

o Tubos eppendorf

o Micropipeta

o Refrigerador

o Hisopo estéril

o Viales estériles

RECUPERACION DE LA MICROBIOTA
o Bolsas de plastico
o Barnsted/Thermolyn Type 50800 Rotomix
o Matraz
o Incubadora.
o Equipo de filtracion millipore
o Tubos de centrifuga

o Centrifuga

EXTRACCION DE DNA
o Microtubos
o Incubadora
o Centrifuga

o Vortex

PCR
o Termociclador (PERKIN ELMER 2400)
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ELECTROFORESIS EN GELES DE AGAROSA

@)
O

o

DGGE

Pharmacia Biotech GNA 100 (cdmara de electroforesis)
BIORAD (fuente de poder)
Fluor-S (BIORAD)

DCode System (Bio-Rad Laboratories) incluyendo: modulo de electroforesis y
control de temperatura, marco sujetador, sistema formador de gradiente, fuente
de poder, base de ensamblaje para geles, 1 vidrio de 16 x 16 cm, 1 vidrio de 16
X 14 cm, 1 peine de 16 pozos y 1 mm de espesor, 2 espaciadores de 1 mm de
espesor, 2 pinzas de sujecion para vidrios, 2 jeringas de 3 ml, juntas de goma,
mangueras, conexiones y adaptadores, aguja y tarjeta de alineamiento.

Fuente de poder

Plancha termomagnética

Parrilla de agitacion

Pipetas automaticas de 1ml, 200 uly 20 ul

Puntas delgadas para electroforesis

1 probeta graduada de 100 ml

1 probeta graduada de 10 ml

1 matraz aforado de 100 ml

5 matraces Erlenmeyer

2 matraces kitasato

3 vasos de precipitados de 200 ml

1 recipiente de vidrio para tincién del gel (30 x 30 cm)

Bomba de vacio

Filtros de nitrocelulosa de 0.45 um

Microtubos de 1 ml

Microtubos de 100 pl
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12. ANEXO Il REACTIVOS

IDENTIFICACION DE LA CEPA E. coli

o Medio semisdlido
o Peptona de caseina 10 g/L
o Extracto de camne  3g/L
o Gelatina 80 g/l
o Cloruro de sodio 59/L
o Agua 4 g/L

o Formalina 0.06%
o Cloruro de sodio 8.76 g/L

o Formaldehido 6 mL

o Agua destilada 1000 mL
o Biotriptasa 2%
o TSA

o Mac Conkey
o Agar sangre

o Solucion salina 0.85%

EFECTO DE LA RADIACION GAMMA EN LOS PARAMETROS DE CALIDAD
o Solucion de NaOH 0.1N 100 ml
o Fenolftaleina al 1% en etanol al 50%
o BufferpH4ypH?7

EFECTO DE LA RADIACION GAMMA EN PATOGENOS
o BHI

o Agar nutritivo con ampicilina (50 pg/ml)

o Agua peptonada al 0.1% estéril

RECUPERACION DE LA MICROBIOTA
o Agua bidestilada estéril
o Macerex
o TES 50X
o Tris HCI 0.05M
o NaCl0.05M
o EDTA0.05M
o pH8.0
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o TE
o Tris 10mM
o EDTA 1mM

EXTRACCION DE DNA
o EDTA5M
o lisozima (10 mg/uL)
o pronasa (20 mg/uL)
o RNA asa (20 mg/puL) Ribonucleasa A de pancreas de bovino
o SDS 10%
o fenol-cloroformo (1:1).
o EtOH al 100%
o Amortiguador TE
o Tris-HCI 10 mM
o EDTA 1mM
o pHB8.0

o Incubar a 65°C por 1 hora y colocar a -20°C hasta su uso.

PCR
o Agua
o Albumina
o Amortiguador 10 X
o MgCI2 25 mM
o DNTP’s 10 mM
o Cebador rpoB1698f 1X
o Cebador rpoB2014r 1X
o Taq polimerasa 5U/uL: Invitrogen, *Platinum® Tag DNA polymerase high

fidelity
o DNA
Cebador Secuencia
Cebador rpoB1698f * 5-AACATCGGTTTGATCAAC-3"
Cebador rpoB2014r 5-CGTTGCATGTTGGTACCCAT-3"

*Se adiciond una capa de guanina-citosina con la siguiente secuencia:
5-CGCCCCCCCGCGCLCCLCLGLGLeeatGreeaseeaeeceeasececee-3°
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ELECTROFORESIS EN GELES DE AGAROSA

DGGE

o

Agarosa
Amortiguador TBE 10X (p/1000mL)
o TRIS68¢g
o Acido Bérico 55.4 g
o EDTA0.5M40 mL
o pHB8.0
TBE 1X
o 100 mL amortiguador TBE 10X
Azul de bromofenol

Bromuro de etidio (5ug/uL)

Solucion de acrilamida/bis-acrilamida 40% (37.5:1) grado Biologia molecular
o Acrilamida 37.9¢g
o Bisacrilamida 1.02 g
o Aforar a 100 mL de agua
o Filtrar
o Almacenar en frasco ambar a -4°C
Formamida desionizada grado Biologia molecular
Urea grado Biologia molecular
Persulfato de amonio 10% (p/v) grado Biologia molecular
o Persulafto de amonio 0.11g
o Agua 1mL
TEMED (N,N,N",N' -tetrametilendiamina) grado Biologia molecular
Buffer de carga (azul de bromofenol 0.25 %, xilen cianol 0.25 % y glicerol 30 %)
Kit Plus One DNA silver staining (Pharmacia Biotech)
Amortiguador TAE 50X
o Tris 245¢g
o Acido acético glacial 57.1 mL
o EDTAO0.5M 100 mL
EDTA0.5MpH 8
o 18.612 g en 100 mL de agua
Amortiguador TAE 1X
o TAE 50X 140 mL
o Agua MilliQ 6 860 L

o Volumen final 7 L
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o Soluciones para tincién

Solucién

Reactivos requeridos del Kit

Disolver en 100 ml de

Solucion de fijacién

25 ml de solucion de fijacion 5X

Solucién de etanol
(VIv)

24%

Solucion de tincion 25 ml de solucion de tincion 5X | Agua MilliQ
Solucion de desarrollo | 25 ml de solucion de carbonato | Agua MilliQ
5X
125 ulL de tiosulfato de sodio
125 ulL de formaldehido
Soluciébn de paro vy | 25 mlde solucion de paro 5X Agua MilliQ

preservacion
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