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RESUMEN

En este trabajo mediante un enfoque combinado de microbiologia tradicional,
biologia molecular y espectrometria de masas, fue posible identificar compuestos
volatiles, aislar, purificar e identificar bacterias, y sus efectos nocivos en pulpo
Octopus maya destinado para consumo humano. La identificacion molecular de los
microorganismos requirié el desarrollo previo de dos protocolos eficientes (calidad y
cantidad) para la extraccion de ADN gendémico y mADN, una seleccién adecuada de
iniciadores especificos y universales, la estandarizacion de las condiciones para los
andlisis por PCR, y secuenciacion de los fragmentos del gen 16S rRNA obtenidos.
Nuestros analisis revelaron la presencia de Proteus mirabilis, Salmonella enterica,
Shigella flexini, Staphylococcus aureus, Enterococcus casseliflavus, Pseudomonas
putida, Klebsiella pneumoniae y Klebsiella oxytoca. Los efectos de los compuestos
volatiles totales producidos por estas bacterias derivados del deterioro de las
muestras de pulpo en conservacion fueron analizados mediante analisis de
cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas. Los perfiles obtenidos
revelan la presencia de dimetilamina, trimetilamina, &cido acético, principalmente, los
cuales han sido previamente reportados también para otros alimentos marinos en
descomposicién. La temperatura de almacenamiento de - 20 °C parece ser la mas
adecuada para la conservacion del pulpo como lo sugiere la menor variedad y
cantidad de bacterias identificadas y la identificacion de solo &cido acético en
muestras sometidas a tal tratamiento. Nuestro trabajo muestra el uso combinado de
herramientas para la deteccién certera y oportuna de microorganismos, el cual
pudiera ser considerado en el disefio de estrategias para la conservacion adecuada y

consumo seguro de alimentos de origen marino.



ABSTRACT

Here we present a combined approach incluying traditional microbiology, molecular
biology, and spectrometry techniques for identifying pathogenic bacteria and its
nocive effects on Octopus for human consumption. Molecular identification of bacteria
species included the development of two DNA extraction protocols in Octopus maya
samples and an adequate selection of universal and specific oligonucleotides for 16S
rRNA gene amplification by PCR. Our analyses revealed the presence of Proteus
mirabilis, Salmonella enterica, Shigella flexini, Staphylococcus aureus, Enterococcus
casseliflavus, Pseudomonas putida, Klebsiella pneumoniae, and Klebsiella oxytoca in
Octopus samples analyzed. Negative effects of bacteria growth on Octopus maya
preservation were determined by analyses of total volatile compounds (TVC) derived
by octopus deterioration. TVC profiling obtained by gas chromatography-mass
spectrometry revealed the production of dimethylamine, trimethylamine, acetic acid,
mainly, which have been previously reported during descomposition of other marine
food. A decreased number of bacteria and acetic acid production found in octopus
stored at - 20 °C suggest that such condition is adequate to keep sea foods. Our work
demonstrate the combined use of traditional and modern tools for accurate and timely
detection of microorganisms, which should be considered during the design of

strategies focusing an appropriate storage and safe human consumption of seafood.
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CAPITULO | INTRODUCCION Y ANTECEDENTES

INTRODUCCION

Productos pesqueros tales como el mero y el pulpo, son de gran importancia en el
estado de Yucatan, ya que son utilizados de forma tradicional en la alimentacion en
México y en muchas regiones del mundo. Por esta razon, la produccion de pescados
y moluscos ha surgido como una industria importante en el estado de Yucatan,
donde las condiciones climatolégicas facilitan su explotacion, en las costas de los
estados de Quintana Roo, Yucatan y Campeche (Solis-Ramirez et al., 1997).

Para las industrias productoras de alimentos y para las autoridades sanitarias ha sido
prioritario asegurar la calidad de los mismos, ya que esta demostrado que son
vehiculos de transmision de enfermedades. De igual manera, se hacen esfuerzos por
controlar su calidad con el establecimiento de los sistemas HACCP, que controla el
problema de contaminacién microbioldgica, a fin de prolongar su calidad comercial y
evitar en alguna medida, su rapido deterioro. El deterioro de los alimentos marinos
puede deberse a fendmenos autoliticos, quimicos y microbiologicos (FAO, 1991).
Durante su proceso de almacenaje, el pulpo pasa tiempos considerables congelado,
y se sabe por algunos estudios que bajo estas condiciones, ciertos microorganismos
sobreviven y continlan su crecimiento a una velocidad menor, causando deterioro en
tiempos largos de almacenamiento, lo cual puede influir en la calidad del pulpo,
causando pérdidas econdmicas importantes a las empresas encargadas de su
distribucion.

Es de vital importancia para las industrias alimentarias mantener los alimentos
inocuos; las industrias tienen como finalidad preparar alimentos aumentando su vida
atil, previniendo que no sufran deterioro por microorganismos, para ello es necesario
conocer el tipo de flora microbiana que pudiera estar presente en los alimentos y
establecer técnicas rapidas de diagnostico para asegurar la calidad e inocuidad de

los alimentos (L6pez-Sabater et al., 1994; y Ward, 1991). En la actualidad, existen

1
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diversas técnicas moleculares que permiten el estudio de la diversidad microbiana
presente en las muestras a analizar.

El uso de la nueva técnica de metagendmica poblacional y la utilizacion combinada
de diferentes herramientas moleculares basadas en el 16S rRNA ha permitido un
estudio en profundidad de la diversidad, estructura y dinamica de comunidades
microbianas en general (Contreras-Araneda, 2005). Asi mismo, la complementacion
de estas técnicas es de gran importancia para saber las posibles causas del
deterioro en pulpo y conocer la flora microbiana durante su cadena productiva, lo que
indica que este estudio podria ser una alternativa y un gran avance para prevenir el
deterioro del pulpo durante su proceso de almacenamiento en las congeladoras, por
lo que se podrian proponer mejores condiciones de almacenamiento repercutiendo
en una mejor calidad que conlleve a una mejor comercializacion del pulpo.

En el presente trabajo, se realizd un estudio durante el almacenamiento del pulpo a
dos temperaturas bajas, para determinar las posibles causas de deterioro en pulpo
Octopus maya. Se utilizaron herramientas bioquimicas para identificar algunos de los
compuestos caracteristicos de deterioro en alimentos de origen marino y
herramientas moleculares para identificar la flora microbiana presente en el pulpo

durante el almacenamiento.
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ANTECEDENTES

1.1 Biologia y habitat de Octopus maya

El pulpo es un molusco cefalopodo marino y carnivoro, presente en aguas de climas
templados y tropicales de todo el mundo. Esta especie se caracteriza por tener un
cuerpo blando, con un cerebro bien desarrollado y ocho brazos, los cuales poseen
ventosas y pueden alcanzar un desarrollo hasta 1 m de largo (Solis-Ramirez et al.,
1994). En todo el mundo se conocen méas de 150 especies. El de menor tamafio
corresponde al Octopus arborescens, que no llega a cubrir ni cinco centimetros de
punta a punta. EI mayor, el Octopus hongkongensis del Pacifico, que abarca casi
diez metros. Y el mas peligroso Hapalochlaena maculosa de Australia que es
pequefio, con un potentisimo veneno capaz de matar en minutos al ser humano
(Solis-Ramirez et al., 1967). El pulpo mas estudiado es el Octopus vulgaris, se le
considera una especie cosmopolita, ya que se encuentra ampliamente distribuido en

los mares (Figura 1.1A).

Figura 1.1 Octopus vulgaris, especie ampliamente distribuida en el mundo
(A). Octopus maya especie endémica de la peninsula de Yucatan (B).

El Octopus maya, es considerada una especie endémica de la region de la peninsula
de Yucatan, es de mediano tamafo, entre 60 centimetros y un metro. Su area de
distribucion comprende los estados de Quintana Roo, Yucatan y Campeche, (Figura
1.1B) (Pérez et al., 2004; Pérez-Lozada et al. 2002). En forma, tamafio, aspecto
general y forma de alimentacion, el O. vulgaris y el O. maya son muy parecidos.

Estas especies son de gran interés comercial por ser un recurso explotable en
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Yucatan y varios paises del mundo por lo tanto, est4 sujeta a una intensa actividad
pesquera (Solis-Ramirez et al., 1997a).

La principal diferencia entre ambas especies estriba en la reproduccion. El Octopus
vulgaris pone hasta medio millon de huevecillos, que simplemente expulsa en el
agua sin darles proteccion. De ellos nacen crias todavia no completamente formadas
gue durante uno, dos o tres meses flotan libremente en las corrientes marinas,
mientras completan su desarrollo y mueren en gran ndmero, victimas de los
depredadores (Solis-Ramirez et al., 1962). Por otra parte, O. maya Unicamente
produce entre mil 500 y 2 mil huevos de méas de centimetro y medio de longitud
(Solis-Ramirez, 1975). La hembra los conserva en su refugio protegiéndolos
celosamente durante los dos meses de incubacion hasta que brotan, esto sin pasar
por la fase larvaria, con la apariencia de un adulto mueve &gilmente los tentaculos,
cambian de coloracion, atrapan alimento y son capaces, inclusive, de arrojar tinta
(Solis-Ramirez et al., 1997b). Durante esos dos meses de cuidados maternales, la
hembra no se alimenta en absoluto y cumplida su misién muere (Solis-Ramirez et al.,
1988; Solis-Ramirez et al., 1962).

1.2 Importancia econdémica y comercializacion

El pulpo es uno de los productos marinos de importancia en la alimentacién por su
valor proteico, contenido de vitaminas y minerales (Villaroel et al., 2001). En Yucatan,
la produccién de pulpo en 2012 fue de 17,462 toneladas lo cual correspondi6 al 92.6
% de la produccion anual en el pais (SAGARPA, 2012 INEGI, 2012). Actualmente el
pulpo ha cobrado un importante interés por el aumento de la exportacion a los
mercados europeos, principalmente lItalia y Espafia. Para poder exportar el producto
a Europa se debe cumplir con las condiciones de calidad y sanidad, establecidas a
partir de 1997 en los sistemas HACCP, acuerdo a la Norma Oficial Mexicana NOM-
128-SSA1-1994 y NMX-F-491-1994, para pulpo congelado (Jiménez-Vera, 2001).
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1.3 Calidad microbiolégica en pescados y mariscos

El concepto de calidad de un alimento o producto puede abarcar una gama de
atributos que influyen en su valor o aceptabilidad para el consumidor, tales como: el
valor nutricional, propiedades sensoriales (apariencia, color, aroma, textura, gusto) y
algunos autores consideran la inocuidad como un parametro de calidad. Muchas de
estas caracteristicas pueden estar sujetas a condiciones regulatorias y normativas
(Arispe y Tapia, 2007). En pescados y mariscos los mas utilizados son frescura,
apariencia, color, aroma, textura, en los dltimos afios la inocuidad de los mismos,
debido que a través de los alimentos se producen ciertas enfermedades, conocidas
como enfermedades transmitidas por los alimentos (ETA’S).

Las ETA’s, se producen por la ingestiéon de alimentos y/o bebidas contaminados con
microorganismos patogenos, que afectan la salud del consumidor. Sus sintomas son
diarreas y vomitos, también se pueden presentar choque séptico, hepatitis, cefaleas,
entre los principales efectos (Rosas y Acosta, 2001). Las ETA’s son un problema
importante de salud publica, debido al aumento en la frecuencia de casos que se
presentan con el surgimiento de nuevas formas de transmision, el aumento de la
resistencia de los patégenos a los compuestos antimicrobianos y el impacto
socioecondémico que ocasionan (Casas, 2005). Para contrarrestar las enfermedades
producidas por los alimentos, es de vital importancia mantener los alimentos inocuos
(Lund et al., 2000a). La inocuidad en los alimentos esta considerado como la
ausencia de contaminantes, adulterantes, toxinas microorganismos o cualquier
sustancia que pueda hacer nocivo el alimento para la salud (Moron y Déardano,
2001).

Alrededor de un tercio de la produccion mundial de alimentos se pierden anualmente
como consecuencia de la descomposicion microbiana (Lund et al., 2000b). La
pérdida de la calidad y el deterioro de los productos de la pesca son el resultado
principal de la accion bacteriana o por la presencia de otros microorganismos
patdgenos, es por esta razon que se han utilizado técnicas de preservacion para
reducir el deterioro del alimento. Las caracteristicas que presentan son las

siguientes; deteccion de olores y sabores extrafios, formacion de exudados,
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produccion de gases, pérdida de color, cambios de textura y cambios en los valores
de pH, el desarrollo de estas condiciones de deterioro en pescados y mariscos se
debe a la combinaciéon de fendmenos autoliticos, quimicos y microbiolégicos (Huss,
1999). La congelacién es uno de los métodos comunmente empleados para
preservar este tipo de alimento y contrarrestar el proceso de deterioro, ya que
permite retardar las reacciones quimicas, biolégicas y fisicas que se puedan
presentar (Huss, 1999).

Uno de los parametros evaluados durante el proceso de deterioro y pérdida de
calidad en pescados y mariscos es el pH que es de 7 inmediatamente después de su
captura. Posteriormente, desciende a 6.2 6 6.5 por la acumulacion del &cido lactico y
por ultimo, aumenta ligeramente debido a la formacion de compuestos basicos
(Pascual Anderson, 2000; Huss, 1997). La determinacién de pH se puede realizar
directamente con un potenciometro sobre una masa homogénea de carne de
pescado o marisco triturado, y en caso de no lograr la homogeneidad o de tratarse
de una muestra excesivamente seca se recomienda hacer una dilucidbn con agua
destilada. Es un método rapido que se puede aplicar in situ, pero presenta el
inconveniente de ser destructivo. Resulta dificil relacionar un determinado valor de
pH con el grado de frescura, ya que el pH final que se alcanza tras la muerte del
pescado o marisco depende de las reservas glucoliticas de ese momento, algo que
es muy variable ya que dependera del estado nutricional del pescado y del tipo de
captura empleada. Se propone que a pesar de encontrar un aumento significativo del
pH durante el deterioro del pescado, debe utilizar este pardAmetro mas como una guia
de calidad que como un indice (Ruiz—Capillas y Moral, 2001).

Las normas mexicanas para productos pesqueros manejan dos grupos de
indicadores para evaluar la calidad microbioldgica, las bacterias mesofilas aerobias y
los coliformes fecales. La importancia de estos indicadores radica en que estos
meétodos usados para el aislamiento y recuento de los microorganismos patdégenos
en alimentos pueden no ser eficaces, debido a que éstos se encuentran en muy baja
cantidad, sobre todo en presencia de numeros altos de otros microorganismos o0 que

tengan una distribucion irregular en el producto (Huss, 1999). Los mesdfilos aerobios
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son un grupo importante de bacterias utilizadas como indicadores sanitarios, también
llamados cuenta total viable, cuenta estandar en placa, cuenta total en placa aerobia
(Bravo-Martinez, 2004; Huss, 1999). En México, la responsabilidad del control
sanitario en los alimentos para exportacion esta a cargo de la Secretaria de Salud,
con la participacion de organismos e instituciones relacionadas quienes establecen
las normas sanitarias y se aseguran de su cumplimiento (Robles, 1994). La norma
aplicada para evaluar calidad microbiologica en moluscos y bivalvos frescos es la
NOM-031-SSA-1993. Estos productos deben de cumplir los siguientes limites

maximos y especificaciones microbioldgicas (Tabla 1.1).

Tabla 1.1 Limites maximos de microorganismos permitidos para evaluar moluscos y
bivalvos frescos de acuerdo a la NOM-031-SSA-1993

Organismos Limite maximo
Mesofilicos aerobios 5x10° UFC/g
Bacterias coliformes fecales 240 NMP/100g
Salmonella spp Ausenciaen 25 g
Vibrio cholerae O1 toxigénico Ausencia 50 g

La cadena productiva del proceso de pulpo, para producto terminado (pulpo
congelado eviscerado) cumple con los criterios microbiologicos establecidos y
definidos en funcion de la Norma Oficial Mexicana NOM-129-SSA1-1995. Las
disposiciones y especificaciones sanitarias establecen que los moluscos cefalépodos
y gasteropodos frescos-refrigerados y congelados deben cumplir con las

especificaciones mostradas en la Tabla 1.2.

Tabla 1.2 Limites maximos de microorganismos permitidos en producto terminado
pulpo congelado eviscerado de acuerdo a la NOM-129-SSA1-1995

Organismos Limite maximo
Mesodfilos aerobios 5 x 10°> UFC/g
Coliformes fecales <230 NMP/100g
Salmonella ssp Ausencia en 25 g
Vibrio cholerae Ausencia 50 g
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En la Figura 1.2 se presenta las etapas del proceso de pulpo desde su captura hasta

la etapa de empaquetado para comercializacion y exportacion.

[ Capltura ]

[ Recepcion en empacadoras ]

A\ 4

[ Clasificacion e Inspeccion ]

[ Pesado, Envasado y Congelacion ]

!

[ Empaqguetado vy Etiquetado ]

'

[ Producto Terminado ]

Fuente: CONAPESCA-SAGARPA. 2002

Figura 1.2 Diagrama de proceso de la cadena productiva de pulpo.

1.4 Microflora presente en deterioro de pescados y mariscos

La microflora de los crustaceos es semejante a la de los pescados y pueden
agruparse de acuerdo a su habitat natural en: bacterias nativas y bacterias no
nativas. Las nativas son aquéllas que se encuentran naturalmente distribuidas en el
medio acuético de practicamente todo el manto marino, por lo que su presencia en
los pescados y mariscos es considerada normal; entre ellas se incluyen las diferentes
especies de Vibrio, Listeria y Clostridiu. Las no nativas son las que se encuentran en
el producto mediante contaminacion, ya sea ambiental o en cualquier punto después
de su captura, por manipulacion y almacenaje en condiciones poco higiénicas
(Centeno-Brisefio et al., 2007). La carga microbiana nativa de los productos de
origen marino se caracteriza dependiendo de la region donde se captura. En los

productos de climas templados, la microflora es conformada por bacterias aerobias,
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anaerobias y psicotropicas, Gram negativas, representadas por los géneros
Achromobacter, Flavobacterium Pseudomonas, Proteus y Vibrio, difiriendo de los de
regiones tropicales en las cuales predominan las bacterias Gram positivas como
Micrococcus, Bacillus y Clostridium (Centeno-Brisefio et al., 2007; Huss, 1997).

Sin embargo, al momento de extraer la materia prima del mar, la flora microbiol6gica
caracteristica tiende a cambiar, ya que el medio exterior y la manipulacion influyen en
forma directa en la modificacién de la poblacion, la nueva carga microbiana tiende a
ser tanto de naturaleza psicrotréfica como de naturaleza mesofila. Por lo tanto, la
carga microbiana de los productos de origen marino depende de la composicion
inicial, la manipulacion durante su captura, el manejo durante su procesamiento,
almacenamiento y su posterior distribuciéon (Centeno-Brisefio et al., 2007; Huss,
1997).

En los moluscos, la microflora presente estd formada principalmente por
Pseudomonas, Achromobacter, Salmonella; bacterias Gram positivas como
Micrococcus y Corynebacterium; también se pueden encontrar Flavobacterium,
Alteromonas, Moraxella, Escherichia, Proteus, Serratia, Bacillus, Vibrio, Clostridium,
que producen olores caracteristicos por la formacion de aminas biogénicas (AB),
(Bourgeois et al., 1994). Las bacterias que participan en la descomposicion de
alimentos de origen marino pueden ser Pseudomonas, Shewanella, Alteromonas y

especies de Enterobacteriaceae (Figura 1.3), debido a la produccion de AB.

Figura 1.3 Bacterias que participan en la descomposicion de alimentos.
Pseudomonas spp (A); Shewanella putrefaciens (B);
Enterobacteriaceae (C).
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Asi mismo, Shewanella putrefaciens y Pseudomonas spp., son capaces de producir
diferentes enzimas descarboxilasas, productoras de putrescina y cadaverina, que
contribuyen a la descomposicién de los alimentos marinos mantenidos a bajas
temperaturas (Gram y Dalgaard, 2002).

A continuacion, se describen las caracteristicas mas importantes del grupo de

bacterias que causan deterioro en los alimentos de origen marino.

A) Pseudomonas

Las bacterias del grupo Pseudomonas estan constituidas por microorganismos
Gram-negativos, siempre moviles con flagelacion polar (Figura 1.3A). Su
metabolismo es siempre aerobio (la mayoria usa como aceptor de electrones el O;) 0
anaerobio (algunos usan NOg’). Presentan una versatilidad metabdlica muy grande
gue se traduce en su capacidad de utilizar como fuente de carbono substratos muy
variados. Hay especies, como Pseudomonas cepacia, que pueden utilizar como

nutrientes mas de 100 compuestos quimicos diferentes.

B) Salmonella

El género Salmonella pertenece a la familia Enterobacteriaceae. Son bacilos Gram-
negativos y su tamafio oscila entre 1 y 3 ym de longitud y entre 0.5 y 0.7 ym de
diametro (Figura 1.4A). Generalmente poseen flagelos que les dan movilidad. Son
bacterias anaerobias facultativas que fermentan la glucosa, produciendo acido y gas,
casi todas las especies de Salmonella producen acido sulfhidrico a partir de las
proteinas y son capaces de descarboxilar algan aminoacido. La temperatura 6ptima de
crecimiento es de unos 37 °C y la actividad del agua (Ay) minima es aproximadamente
de 0.93. El intervalo de pH de crecimiento estd comprendido entre los valores 4.1y
9.0, multiplicandose, por lo tanto, en los alimentos de baja acidez.

El tratamiento térmico que se aconseja para destruir Salmonella en los alimentos
perecederos consiste en aplicar un calentamiento a una temperatura de 66 °C y
mantenimiento de ésta en todas las partes del alimento durante por lo menos 12

minutos (o una temperatura de 60 °C durante 78 minutos) (Razquin, 2000).
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| o
cipan en la descomposicion de alimentos y
son patdégenas para el hombre, Salmonella (A); Vibrio (B).

Las bacterias del género Salmonella son una de las bacterias patégenas mas
importantes que pueden provocar enfermedades en el hombre por ingestion de
alimentos contaminados.

C) Shewanella

El taxon Shewanella putrefaciens pertenece a un grupo entre cuyas principales
caracteristicas se encuentran la produccion de sulfuro de hidrégeno (H,S) y un
caracteristico color marron bronceado en el medio de cultivo (Figura 1.3B). Su hébitat
preferente estad constituido por reservorios acuaticos (marinos, agua dulce, aguas
residuales), reservas energéticas naturales (petréleo, gas), y productos animales

procedentes de pescados.
D) Vibrio

Es una bacteria Gram negativa, en forma de bacilo recto o ligeramente curvo de
1x10° micras de longitud por 0.4 a 0.6 de diametro, tipicamente mévil con un solo
flagelo polar; en medios solidos, sin embargo, presenta un caracter peritrico (Figura
1.4B). Es por otra parte anaerobio facultativo y haléfilo obligado (Ferndndez-Escartin,
1988).

1.5 Enzimas y compuestos secretados por las bacteri  as en el deterioro

La mayoria de los microorganismos pueden producir metabolitos como las enzimas

extracelulares que tienen como funcién degradar compuestos organicos complejos,
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transformandolos en sustancias facilmente metabolizables; este es el caso de las
hidrolasas, proteasas y esterasas, las cuales se encargan de hidrolizar las moléculas
que conforman a las proteinas, azucares complejos y lipidos; que si bien no tienen
importancia en la transmisiéon de enfermedades, si la tienen en el deterioro y la
disminucion del valor nutritivo de estos alimentos. En la Tabla 1.3 se presentan los
compuestos secretados por algunos microorganismos especificos de deterioro
(Lakshmanan et al., 2002).

Las enzimas producidas con mayor frecuencia por las bacterias aisladas en
alimentos son: fosfohidrolasas, 4-hidroxibutirato deshidrogenada, lipasas, esterasas,
proteasas, amilasas, oxigenasas, oxidoreductasas, quitinasas, xilinasas (Bourgeois
et al., 1994). Los compuestos producidos por las bacterias con mayor frecuencia son:
ésteres, cetonas, aldehidos, feniletlamina, metilamina, dimetilamina, etilamina,
dietilamina, isopropilamina, isobutilamina, amilamina, pirrolidina, etanolamina y

hexilamina.

Tabla 1.3 Organismos especificos de deterioro de alimentos

Organismo especifico de
deterioro

Compuesto tipico de deterioro

Shewanella putrefaciens
Photobacterium
Pseudomonas spp.
Vibrionaceae

Anaerdébicos deteriorativos

Sustrato

OTMA

Cisteina

Metionina
Carbonhidratos y lactato
Inosina, IMP
Aminoacidos, urea

TMA, H,S, CH3SH (metanotiol), (CH3z).S y Hx
TMA, Hx

Cetonas, aldehidos, ésteres, sulfuros no-H,S
TMA, H,S

NH3, acidos: acético, butirico y propiénico

Compuestos producidos por las bacterias
TMA

HsS

CH3SH, (CH3),S

Acetato, CO,, H,0O

Hx

Esteres, cetonas, aldehidos y NH3

*TMA: Trimetilamina

Hx: Hipoxantina

12
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1.6 Compuestos volatiles

Los compuestos volatiles analizados en muestras de pescados y mariscos; para
evaluacion de calidad y deterioro, podemos mencionar al nitrégeno basico volatil total
(N-BVT), medicion de TMA producida por el deterioro bacteriano, dimetilamina,
amoniaco (producido por desaminacion de aminoacidos y catabolitos de nucle6tidos)
y otros compuestos nitrogenados basicos volatiles asociados con el deterioro de los
productos pesqueros (Huss, 1988). Una de las limitaciones del uso del N-BVT como
indice de frescura o deterioro, es porque presenta niveles variables en funcion de la
especie, estacion del afio, habitat, procesado (Sanchez-Cascado, 2005). Por lo tanto
se tendrian que establecer los niveles de aceptabilidad individualizados para las
diferentes familias o especies marinas.

Asi mismo, el contenido de TMA a lo largo del deterioro, presenta gran variabilidad
entre las diferentes especies marinas, principalmente por las diferencias en el
contenido inicial de oxido de trimetilamina (OTMA), que presentan en su musculo
(Rodriguez et al., 1997). El contenido de TMA también muestra diferencias dentro de
una misma especie segun el modo de conservacion y almacenamiento. Asi pues,
durante el almacenamiento aerobio se forman cantidades mayores de TMA (Huss,
1997). Tras un periodo de latencia, los niveles de TMA aumentan siguiendo el perfil
de una curva exponencial (Veciana-Nogueés et al., 1997), lo que concuerda con el
comportamiento del crecimiento bacteriano, lo cual ha llevado a establecer
correlaciones entre los niveles de TMA y el recuento total de microorganismos
(Pastoriza et al., 1996; Wong et al., 1988; Wong y Gill, 1987) y a proponer la
determinacion del TMA como método objetivo para evaluar la calidad higiénico —
sanitaria. La mayoria de los métodos analiticos propuestos para el andlisis del TMA,
inician con una etapa de desproteinizacion que implica una homogeneizacién en
acido perclérico o tricloroacético. La volatilizacion de las aminas presentes en las
muestras requiere que éstas sean neutralizadas a pH 7 inmediatamente antes del
analisis. Cuando deban ser almacenadas por extensos periodos de tiempo antes del
analisis deben permanecer en su forma acida dentro de contenedores sellados

(Huss, 1999). Existen muchos métodos y modificaciones de los mismos para la
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estimacion del TMA. Entre ellos destacan los de microdifusion, colorimétricos, por
electrodos especificos, enziméticos, cromatogréaficos y por inyeccion de flujo. La alta
volatiidad de las aminas alifdticas de cadena corta (TMA, dimetilamina y
monometilamina basicamente) hace menos critica la aplicacion de una determinada
temperatura para su separacion y que tenga, sin embargo, gran importancia la
retencion de estos compuestos por parte de la columna cromatografica (Eerola et al.,
1993). Es por ello que se suelen utilizar las columnas de relleno, las cuales permiten
una buena separacion sobre todo por su retencion en la columna debida a
fendmenos de adsorcidn. Estas columnas llevan un soporte de silice, mds o menos
modificado para evitar una retencion demasiado fuerte de los compuestos aminicos y

la consiguiente formacion de colas (Veciana-Nogués et al., 1997).

1.7 Aminas biogénicas

Las aminas biogénicas (AB), se forman por descarboxilacion de algunos aminoacidos
por determinados microorganismos. Una de las mas frecuentes es la histamina, que
se presenta en vinos, embutidos y pescados. Las AB son compuestos nitrogenados
de bajo peso molecular que se forman principalmente por descarboxilacién de
aminoacidos (Baixas-Nogueras et al., 2001). Atendiendo a su estructura quimica,
pueden clasificarse en alifaticas (Figura 1.5) (putrescina, espermidina, espermita,
cadaverina), arométicas (tiramina, feniletilamina) o heterociclicas (histamina,
triptamina) y en funcion del nimero de grupo aminos de la molécula, podemos hablar
de monoaminas (histamina, feniletilamina, tiramina), diaminas (putrescina,

cadaverina) o poliaminas (espermidina, espermina) (Huss, 1997).
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HQN e ;
putrescina cadaverina
(1,4-butanodiamina) (1,5-pentanodiamina)
Figura 1.5 Principales aminas biogénicas producidas en los alimentos por
bacterias.

Algunas aminas biogénicas pueden ser usadas para indicar la frescura o grado de
contaminacion de pescados y productos marinos. Estos compuestos estan ausentes
en pescado fresco y su aparicion generalmente estd correlacionada con la
contaminacion bacteriana (Lehane y Olley, 2000). Las bacterias de diversos géneros
gue participarian en el proceso deteriorativo y secretan AB son Citrobacter,
Klebsiella, Proteus, Salmonella, Shigella, Staphylococcus, Micrococcus, Kocuria,
Morganella, Vibrio (Bougeois et al., 1994).

En sardinas en sal se aislaron Pseudomonas capaces de producir cadaverina y
putrescina (Lakshmanan et al., 2002), mientras que en atun, se aislaron de bacterias
pertenecientes a esta familia de Pseudomonas capaces de producir histamina (Du et
al. (2002). Otros trabajos confirman estas capacidades descarboxiladoras de las
Pseudomonas capaces de descarboxilar histidina, lisina y ornitina. (Ben-Gigerey et
al., 1999).

1.8 Métodos de deteccion de aminas biogénicas

Los métodos de deteccion de AB en los alimentos se han ido desarrollando de forma
paralela al desarrollo de la cromatografia (Tabla 1.4). Inicialmente, se determinaba su
presencia mediante cromatografia en capa fina, pero este método no permitia la
cuantificacion; por tal razén, con el fin de mejorar la sensibilidad y hacer posible la
cuantificacion, diversos investigadores desarrollaron una serie de técnicas que se
basan en la separacion y la resolucién mediante el uso de cromatografia de liquidos

de alta eficiencia (HPLC), el cual permite cuantificar estos tipos de compuestos,
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tomando como referencia los estandares indicados en cada tipo de andlisis (Novella-
Rodriguez et al., 2000).

Actualmente, los métodos mas aplicados al andlisis de las AB son los de
cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC), que ademas de presentar, en general,

una mayor precision, exactitud y especificidad que los anteriores, permiten el analisis
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simultdneo de varias aminas.

Tabla 1.4 Métodos de deteccion de aminas biogénicas

Método

Aspectos practicos de su aplicacion

Métodos biologicos

Métodos Opticos

Métodos
enzimaticos

Métodos
cromatograficos

Técnicas semi-cuantitativas fundamentadas en el
efecto que produce la histamina en 6rganos o fluidos
biolégicos después de ser inyectada en animales de
experimentacion

Una reaccion quimica para la obtencion de derivados
con alguna propiedad fisica medible mediante
colorimetria, fluorimetria y técnicas electroquimicas.

Se usan enzimas como catalizadores o marcadores de
la reaccion.

En capa fina técnica semicuantitativa
De gases para identificacion de compuestos volatiles
Cromatografia liquida de alta eficiencia.

A) Cromatografia de gases

La cromatografia de gases es una técnica cromatografica en la cual la muestra se

volatiliza y se inyecta en la cabeza de una columna cromatografica. La elucién se

produce por el flujo de una fase mdvil de gas inerte. La fase mévil no interacciona

con las moléculas del analito; su Unica funcién es la de transportar el analito a través

de la columna.
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Existen dos tipos de cromatografia de gases (CG): la cromatografia gas-soélido (CGS)
y la cromatografia gas-liquido (CGL), siendo esta ultima la que se utiliza ampliamente
y que se puede llamar simplemente cromatografia de gases (CG). En la CGS la fase
estacionaria es solida y la retencién de los analitos en ella se produce mediante el
proceso de adsorcion. La CG se lleva a cabo en un cromatdgrafo de gases (Figura
1.6). Este consta de diversos componentes como el gas portador, el sistema de

inyeccion de muestra, la columna (dentro de un horno) y el detector.

Figura 1.6 Esquema general de un cromatégrafo de gases.

La CG tiene dos importantes campos de aplicacién. Por una parte, su capacidad para
separar mezclas organicas complejas, compuestos organometalicos y sistemas
bioquimicos. Su otra aplicacion es como método para determinar cuantitativa y
cualitativamente los componentes de la muestra. Para el andlisis cualitativo se
emplea el tiempo de retencion, que es Unico para cada compuesto en determinadas
condiciones (mismo gas portador, rampa de temperatura y flujo), o el volumen de
retencion. En aplicaciones cuantitativas, integrando las areas de cada compuesto o
midiendo su altura, con los calibrados adecuados, se obtiene la concentracién o

cantidad presente de cada analito.
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B) Identificacion de compuestos por espectrometria de masas

La espectrometria de masas es una de las técnicas experimentales mas usadas que
permite la identificacion de compuestos. El espectrometro de masas es un
instrumento que permite analizar con gran precision la composicion de diferentes
elementos quimicos e iso6topos atdbmicos, separando los nlcleos atémicos en funcion
de su relacibn masa-carga (m/z). Puede utilizarse para identificar los diferentes
compuestos o elementos quimicos que forman un compuesto, o para determinar el
contenido isotépico de diferentes elementos en un mismo compuesto. Con frecuencia
se encuentra como detector de un cromatégrafo de gases, en una técnica hibrida
conocida por sus iniciales en inglés, GC-MS (Cromatografia de Gases -
Espectrometria de Masas).

El espectrometro de masas mide razones carga/masa de iones, calentando un haz
de material del compuesto a analizar hasta vaporizarlo e ionizar los diferentes
atomos. El haz de iones produce un patron especifico en el detector, que permite
analizar el compuesto. En la industria es altamente utilizado en el analisis elemental
de semiconductores, biosensores y cadenas poliméricas complejas (Hoffmann,
1999).

El espectro de masas se presenta habitualmente como un grafico de barras, en la
que cada una de ellas corresponde a un ion. La informacion proporcionada incluye la
relacion m/z y la intensidad relativa de cada sefal. A la mas intensa, denominada
pico base, se le asigna el valor 100. Como la mayor parte de los iones formados
tiene carga unidad, las relaciones m/z se correspondes con sus masas. El ion
molecular, es el i6n que resulta tras la pérdida de un electron por parte de la
molécula (Hoffmann, 1999).

El analisis de los espectros de masas se lleva a cabo gracias a una base de datos o
archivos, en los cuales estan contenidos una cantidad considerable de espectros de
masas estandarizados asignados a sus respectivos nombres e IR indice de

Retencion de compuestos reportados en dos bases de datos: NIST 02.
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1.9 Identificacién de microorganismos usando herramient as moleculares y el
gen 16S RNA ribosomal (16S rRNA)

Hasta hace algunos afios, antes de la aparicion de técnicas moleculares en la
década de los afios ochenta, la forma de identificar microorganismos se basaba en
meétodos de cultivo tradicional como son las diferencias morfolégicas y pruebas
bioquimicas, asi como resistencia a antibiéticos, las cuales se llevaban a cabo luego
de cultivar los microorganismos en medios artificiales; sin embargo se sabe que
algunos microorganismos no se pueden cultivar para aislar en su totalidad (McIntosh
et al., 2008). Si se considera que solamente el 1% de los microorganismos presentes
en el mundo son cultivables, entenderemos que el estudiar e identificar esa gran
mayoria de microorganismos con ayuda de la biologia molecular resultaria muy
valioso (Contreras-Araneda, 2005; Handelsman et al., 1998).

Una de las técnicas moleculares mas sencillas para identificar bacterias consiste en
determinar el porcentaje de guaninas (G) y citosina (C) presente en su ADN. En este
caso se realiza la extraccion del ADN de una colonia pura y por espectrometria se
determina el porcentaje de guanina y citosina. En bacterias del género
Pseudomonas, un porcentaje de guaninas y citosinas va del 58 al 70%. Esta técnica
tiene la desventaja de no poder identificar especies, solo se pueden identificar
bacterias a nivel de género (Rodriguez et al., 2003).

En microbiologia, la identificacibn molecular basada en los genes 16S rRNA se
utiliza fundamentalmente para bacterias cuya identificacion mediante otro tipo de
técnicas resulta imposible, ya que algunas no pueden ser cultivadas por métodos
convencionales por sus requerimientos nutricionales o porque requiere mucho
tiempo. La amplificacion del gen 16S rRNA y su secuenciacion, a partir de DNA
obtenido de un cultivo puro de la bacteria o directamente de una muestra de interés,
permitié el descubrimiento de nuevos agentes patdgenos. Teniendo en cuenta su
potencialidad, la identificacion bacteriana basada en regiones especificas del 16S
rRNA encontré una aplicacion amplia en el estudio de microbiologia (Rodicio y
Mendoza, 2004).
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El estudio de la diversidad microbiana nativa de diferentes habitats mediante
abordajes moleculares como la secuenciacion del gen 16S rRNA, permitid la
deteccién de especies microbianas no cultivables, y condujo a la conclusion de que
menos de 1% del total de los microorganismos presentes en el ambiente son
cultivables (del 0.3% en el caso del suelo) (Torsvik, 1990). A partir del trabajo pionero
del uso de la metagenomica de Carl Woese, Pace et al., se crea una nueva rama de
la ecologia microbiana (Stahl et al., 1988). Se utilizd6 el analisis directo de las
secuencias de 5S y 16S rRNA en el medio ambiente para describir la diversidad de
microorganismos en una muestra ambiental no cultivable (Pace et al., 1986).
Actualmente, una de las técnicas de diagnostico mas ampliamente usada para la
deteccién de organismos patégenos en alimentos es la técnica molecular de la
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), debido a su rapidez y relativa sencillez,
asi como su capacidad para detectar ADN del organismo o agente causal de la
enfermedad.

La mayoria de las técnicas moleculares se basan en la reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR), como son Electroforesis en gel desnaturalizante de gradiente
(DGGE), Shotgun sequesing, automated rRNA intergenic spacer analysis (ARISA),
bibliotecas metagendmicas y en la hibridacion de los acidos nucleicos utilizando las
técnicas de Fluorescence In Situ Hybridization (FISH) y MicroArrays (Kennedy et al.,
2010, Louie et al., 2000).

A) RNA ribosomales (rRNA)

Los RNA ribosomales son estructuras esenciales y componentes funcionales de los
ribosomas, las fabricas celulares en las cuales las proteinas son traducidas de
acuerdo a la informacién codificada a partir del ADN. La informacion del ADN se
transmite a los ribosomas a través de un intermediario llamado RNA mensajero
(mRNA). Todos los organismos tienen rRNA bastante similares entre si, que pueden
ser reconocidos como la misma molécula, pero lo suficientemente diferentes para
marcar una buena medida de la evolucion y de esta manera pueden clasificarse

usando estas subunidades para la nueva filogenia, derivada de las técnicas de
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biologia molecular que surgieron a fines de la década de los 70, que incluye a
especies nunca vistas por el hombre, conocidas sélo a través de su secuencia de
rRNA, su firma molecular (Wiley, et al., 2004). El 16S rRNA, es la macromolécula
ampliamente utilizada en estudios de filogenia y taxonomia bacterianas.
Debido a que todas las especies bacterianas tienen un gen en comun el 16S rRNA
de la subunidad ribosomal es muy conservado y las variaciones en éste gen definen
grupos taxondémicos en las bacterias, secuencias de éste gen han sido utilizadas
para analizar la composicion de comunidades microbianas en muestras ambientales,
o también para determinar rapidamente a que taxdn pertenece una cepa O
aislamiento bacteriano (Rappé y Giovannoni, 2003).
La comparacion de las secuencias de nucleotidos de los genes 16S rRNA permite
establecer las relaciones filogenéticas existentes entre los organismos procariotas.
Esto ha permitido un enorme avance en taxonomia moderna bacteriana, dando lugar
al sistema de clasificacion vigente y permitiendo la identificacion rapida y precisa de
las bacterias (Cole et al., 2005).
El operon ribosdmico, esta compuesto por tres genes que en procariotas tienen un
tamano de 5S, 16S y 23S. Las moléculas de rRNA bacteriano comunmente utilizadas
en estudios de identificacion y taxonomia de muestras mixtas, son el 16S y el 23S
gue contienen aproximadamente 1,500 y 2,900 nucledtidos, respectivamente
(Madigan, 2004).
Los genes correspondientes al gen rRNA son Utiles como marcadores biolégicos por
las siguientes razones:

A. Son esenciales para la sintesis de proteinas, estando presente en todos los

organismos
B. Contiene regiones variables y otras altamente conservadas, tanto en su
estructura primaria como secundaria.

C. Parecen cambiar en su secuencia muy lentamente.

El gen 16S rRNA se encuentra entre las posiciones 1671 y 3229 de la cadena H del

DNA mitocondrial y posee una longitud de 1559 nucleétidos aproximadamente. Los
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16S rADN se encuentran altamente conservados, presentando regiones comunes a
todos los organismos, pero contienen ademas variaciones en su secuencia que se
concentran en zonas especificas (la presencia de una 0 mas secuencias
caracteristicas que se denominan oligonucleétidos firma o etiquetas). Se trata de
secuencias cortas especificas que aparecen en la mayoria de los miembros de un
determinado grupo filogenético y no estan presentes en otros grupos, incluidos los
mas proximos (Mandigan et al., 1999). Por ello, los oligonucledtidos firma pueden
utilizarse para ubicar a cada bacteria dentro de su propio grupo. De hecho, aunque
existen posiciones filogenéticamente informativas a lo largo de todo el gen, la mayor
variabilidad se concentra en las primeras 500 bases, correspondientes al extremo 5°.
Generalmente, esta secuencia de 500 bases sera suficiente para la correcta
identificacién de una bacteria (Pantel et al., 2000).

La secuenciacion del gen 16S rRNA es el método de eleccion para determinar
relaciones taxondémicas altas (arriba del nivel de género). Debido a que la molécula
16S rRNA contiene regiones altamente variables, es posible encontrar regiones de
20 a 30 bases que son completamente exclusivas de una sola especie de bacterias
(Madigan et al., 2004)

La comparacion de las secuencias del gen 16S rRNA, ha facilitado la identificacion
de bacterias, incluyendo microorganismos no cultivables, debido a que existen bases
como el Ribosomal Database Project, el GenBank y el Laboratorio Europeo de
Biologia Molecular (EMBL), las cuales pueden consultarse libremente, para realizar
una comparacion estadistica de las secuencias obtenidas de un aislamiento, contra
las que ya estan publicadas.

Para el estudio de poblaciones microbianas a partir de estos principios nace una
nueva herramienta para la biologia molecular llamada MetagenOmica, la cual se
caracteriza por permitir el estudio masivo del conjunto de genomas (metagenoma) de
todos los microorganismos presentes en dichas muestras, incluyendo aquéllos que

no son cultivables por métodos tradicionales en el laboratorio (Handelsman, 2004).
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B) Metagendmica

La metagenodmica es una herramienta molecular que estudia el complejo genético, la
cual se caracteriza por el estudio masivo del conjunto de genomas (metagenoma) de
los microorganismos presentes en dichas muestras, incluyendo los no cultivables,
usando la subunidad 16S rRNA como marcadores (Handelsman, 2004).

La metagendmica, también Illamada gendémica de comunidades o0 gendmica
ambiental, es una rama de la genomica en la que se estudian los genomas de
comunidades enteras de microorganismos, la cual identifica microorganismos
cultivables y no cultivables sin la necesidad de aislarlos previamente (Kennedy et al.,
2010). Esta técnica es una aplicacion de la biologia molecular, la cual permite aislar,
identificar y caracterizar el material genético total proveniente de las muestras.

La metagenOmica permite obtener informacion no sélo de la estructura de la
comunidad (riqueza de especies, diversidad y distribucion), sino también de la
funcion potencial de la comunidad (Handelsman et al., 1998).

La metagendmica representa un gran avance de la microbiologia, y proporciona
nuevos conocimientos sobre un universo de vida que antes eran inaccesibles
(Handelsman et al., 2004; Torsvik et al, 2002). El desarrollo de herramientas
moleculares ha permitido comenzar a caracterizar desde un punto de vista genémico
estos microorganismos aun no cultivables por medio de las secuencias del gen 16S
rRNA (Huber et al., 2004).

Se denomina metagenoma al conjunto de informacién genética de los diferentes
microorganismos presentes en una muestra. La metagendmica permite identificar los
microorganismos en forma simultdnea con una mayor rapidez y confiabilidad. La
estrategia general consiste en: primero, extraccion de acido nucleico (DNA o RNA)
de una muestra dada; segundo, amplificacion de genes que codifican el gen 16S
rRNA vy tercero el andlisis de los productos de PCR en una electroforesis sometida a
un gradiente desnaturalizante con urea o con temperatura (Denaturing Gradient Gel
Electrophoresis DGGE o Temperature Gradient Gel Electrophoresis; TGGE) (Villadas
et al., 2002). El DGGE permite diferenciar dos cadenas dobles de ADN con el mismo

tamafio pero con diferencias en secuencia si la energia necesaria para llegar a su
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desnaturalizacion es diferente. El DGGE permite entonces definir aproximadamente
la cantidad de fragmentos de ADN del mismo tamafio que tienen secuencias con
diferente contenido de G-C. La utilidad de esta diferenciacion radica en la situacion
donde hay mezclas de varios fragmentos de ADN con estas caracteristicas y es muy
comun cuando se amplifican fragmentos de genes utilizando la técnica PCR. Asi
mismo, esta técnica tiene la ventaja que en un muestreo que tenga una baja cantidad
de microorganismos se puede amplificar sus genes 16S rRNA, gracias a la alta
sensibilidad de la PCR (Johnsen et al., 1999). Esto constituye una gran ventaja, ya
gue se cree gque con los métodos tradicionales, basados en el aislamiento y cultivo
previo de los microorganismos, se “pierden” hasta un 99% de los microorganismos

de una muestra.

C) Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

La Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), ha sido uno de los avances que se
han suscitado en los ultimos afios dentro del campo de la biologia molecular. La PCR
es la amplificacion de un segmento de ADN especifico del microorganismo utilizando
iniciadores especificos, nucledtidos trifosfatados y una ADN polimerasa; se basa
principalmente en realizar millones de copias del segmento de ADN especifico.
Permite obtener un gran nimero de copias de un fragmento de ADN, ya sea de doble
cadena o de cadena sencilla en presencia de la enzima Tag-polimerasa (Zavala,
2005). Esta es la técnica mas utilizada para la deteccion de microorganismos, (Louie
et al., 2000).

El uso de la ADN polimerasa de la bacteria terméfila Thermus aquaticus, permite el
perfeccionamiento de la técnica por la resistencia de esta enzima a temperaturas de
95°C, necesarias para la separacion de dos hebras de ADN, y permite manejar
temperaturas de alineamiento y amplificacion (Zavala, 2005).

Al someter un ADN a altas temperaturas, las cadenas se separan, por el proceso de
desnaturalizacion y al enfriarlo se alinean por complementariedad los iniciadores,
cebadores o primers; éstos se alinean en la region adyacente al fragmento que se

desea amplificar. Al elevar la temperatura a 72° C, que es la éptima a la que funciona
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la polimerasa y en presencia del cofactor catiénico Mg?+, la Tag-polimerasa incorpora
polimeriza cada uno de los desoxirribonucleétidos para formar la nueva cadena.

Asi se completa un ciclo de amplificacion y en lugar de tener las dos cadenas
originales, se tendrian cuatro, las cuales sirven como molde para el siguiente ciclo de
amplificacion. Al final de este, se obtienen ocho cadenas y asi después de 30 a 35
ciclos habra 2n copias del fragmento especifico de ADN (n numero de ciclos)
(Gorodezky, 2000).

En el primer ciclo, con estas tres temperaturas, se sintetizaran los primeros
fragmentos a partir del ADN genomico. Estos primeros fragmentos no tendran el
tamafio esperado, seran un poco mas grandes ya que la Taqg polimerasa copiara
hasta donde le sea posible, pero, se obtendran en cantidades tan pequefas que al
final no podremos detectarlos. Después se repiten una vez mas las tres
temperaturas, pero en este segundo ciclo, los oligonucleotidos, ademas de unirse al
ADN inicial, también se uniran a los fragmentos recién sintetizados del primer ciclo;
por lo tanto, en este segundo paso la polimerasa sintetizard 2 fragmentos largos
copiados directamente del ADN y 2 fragmentos del tamafio esperado, que es el
tamafno que hay entre los dos oligonucleétidos que hemos usado. De esta forma con
cada ciclo aumentard el namero de fragmentos del tamafio esperado. Cabe
mencionar que antes y después de estos ciclos se programan dos pasos, uno de
95°C durante varios minutos para iniciar con desnaturalizacion, y al final de los ciclos,
un ultimo paso de extension a 72 °C para permitir que la Tag polimerasa termine de

sintetizar todos los fragmentos que pudieran haber quedado incompletos.

Las ventajas mas importantes de esta prueba sobre otras son:

1. La rapidez en obtener los resultados (2-5 horas)

2. La abstinencia al uso de material radiactivo.

3. El requerimiento de menor cantidad de ADN, y como consecuencia, menor
cantidad de tejido disponible.

4. La posibilidad de obtener resultados satisfactorios a partir de ADN parcialmente
degradado (Newton, 1997).
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D) PCR anidada

Es la re-amplificacion de un segmento de ADN interno de un segmento de ADN
previamente amplificado. La PCR anidada es una técnica que se utiliza
principalmente cuando un microorganismo se encuentra en muy bajas cantidades, o
bien, cuando se quiere identificar si en una muestra existen microorganismos de un
determinado grupo y después determinar las especies de microorganismos
presentes (Rocha, 2003). Esta técnica consiste en amplificar un segmento grande de
ADN (700-2000 pb) por la técnica de PCR con un par de iniciadores y posteriormente
amplificar con otro par de iniciadores un segmento interno del primer fragmento
amplificado es decir esta técnicas es una PCR doble y por lo tanto se estima que es

mil veces mas eficiente que una PCR simple (Jan y Le Borgne, 2001).
E) PCR-multiple

Uno de los problemas de la técnica de PCR discutida anteriormente es que solo
permiten la identificacion de un solo patégeno a la vez. Con la finalidad de solucionar
este problema se ha disefiado la técnica conocida como PCR-mudltiple la cual permite
la deteccion de diferentes moléculas o microorganismo de interés en una sola
reaccion (Rodriguez et al., 2003). En esta técnica se incorporan a la reaccion un par
de iniciadores por cada uno de las moléculas o microorganismos a detectar, lo cual
permite un ahorro en tiempo y costo para la deteccion de diferentes microorganismos

simultaneamente (Rocha, 2003).
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1.10 JUSTIFICACION

La industria pesquera del pulpo es una de las de mayor importancia en la Peninsula
de Yucatan. La cantidad de pulpo que se captura en Yucatan cada afio es variable,
se encuentra entre las 10,000 y 18,000 toneladas. El pulpo es un producto de

exportacion, principalmente a Japén y a la Comunidad Europea (CE).

A pesar del gran interés comercial del pulpo en el Estado de Yucatan, con esta
especie aun no se han realizado estudios relativos al deterioro y los microorganismos
contaminantes causantes del mismo, durante el almacenaje del pulpo en las
congeladoras antes de ser exportado o comercializado; dicho deterioro causa que el

producto tenga baja aceptacion al ser exportado.

El uso de la nueva técnica de metagendmica poblacional y la utilizacion combinada
de diferentes herramientas moleculares basadas en el 16S rRNA, ha permitido un
estudio en profundidad de la diversidad, estructura y dinamica de comunidades
microbianas en general (Contreras-Araneda, 2005). Asi mismo, la complementacion
de estas técnicas con los analisis bioquimicos del deterioro es de gran importancia
para saber las posibles causas del mismo y la flora microbiana que los contamina
durante su cadena productiva.

Considerando la elevada importancia economica y el alto nivel de explotacion al que
se encuentra sometido el pulpo en la Peninsula de Yucatan, es necesario realizar
estudios de un modo cientifico y razonado, que permitan el establecimiento de
mecanismos y estrategias de manejo de esta industria, para el adecuado
aprovechamiento del recurso en beneficio de la economia de la regién y del pais, lo
cual indica que este estudio podria ser una alternativa y un gran avance para
prevenir el deterioro del pulpo durante su proceso de almacenamiento en las
congeladoras, por lo que se podrian proponer mejores condiciones de
almacenamiento, lo cual repercutird en una mejor calidad que conlleve a una mejor

comercializacion del pulpo.
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OBJETIVO GENERAL

Identificar los principales microorganismos y compuestos volatiles involucrados en el
deterioro del pulpo Octopus maya durante su conservacion a diferentes

temperaturas, utilizando técnicas moleculares y cromatogréficas.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Aislar, purificar e identificar microorganismos de pulpo almacenado bajo
diversas condiciones de temperatura y tiempo

2. Estandarizar las condiciones de purificacion de ADN genomico vy
metagenomico de bacterias presentes en el pulpo y la amplificacion del gen
16S ribosomal, mediante la reaccion de PCR.

3. Secuenciar el gen 16S rRNA e identificar los principales microorganismos
presentes en el pulpo Octopus maya.

4. Identificar los compuestos volatiles producidos en Octopus maya por el
metabolismo microbiano durante su deterioro a temperatura ambiente y
durante su almacenamiento a 2 temperaturas diferentes, - 5y - 20 °C.

5. Evaluar la correlacién entre los microorganismos que se hallaron con los

compuestos volatiles encontrados.
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2.1 Estrategia general del estudio

MATERIALES Y METODOS

CAPITULO I

Para alcanzar los objetivos planteados se planted la estrategia experimental que se

presenta en (Figura 2.1).

Toma de muestras

Almacenamientoa -5y - 20 °C

A\ 4

Andlisis de muestras a los 0, 8, 30, 60, 90 y 120 dias

v

A\ 4

y

Analisis fisicoquimicos

Cromatografia de
gases y espectro

pH Acidez

masas

Analisis Molecular

—

Identificacion de
Compuestos
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Aislamiento de
microorganismos por
métodos tradicionales

Extraccién mADN
(metagendmico)

!

Andlisis de PCR con
iniciadores 16S,
universales y especifico

v

Secuenciacion

)

Analisis de resultado s

Comparacion de las

secuencias en la base de

datos

Figura 2.1 Metodologia general de trabajo.
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2.2 Materia prima

Las muestras de pulpo (Octopus maya) se obtuvieron de dos congeladoras
localizadas en el puerto de Celestun, Yucatan: Hulkin e Impesmar. El muestreo se
realizd después de la captura reciente del pulpo; la toma de la muestra se realizé al
azar, fue un muestreo tipo casual, no probabilistico, en el cual las muestras se
tomaron de los contenedores de la etapa de recepcién, en diferentes puntos del
mismo, utilizando guantes de latex (Figura 2.2) guardandolas en bolsas estériles
impermeables, dentro de una nevera con hielo para su traslado al laboratorio. La

toma de las muestras fue realizada de acuerdo a la NOM-109-SSA1-1994.

Figura 2.2 Muestreo en el area de recepcion de la congeladora.

Las muestras fueron procesadas en el laboratorio de inocuidad alimentaria del
Instituto Tecnolégico de Mérida, en condiciones estériles y divididas en porciones
para cada uno de los analisis correspondientes de acuerdo al diagrama de la

metodologia general (Figura 2.1).

2.3 Induccion de deterioro en pulpo ( Octopus maya)

Para aislar microorganismos causantes del deterioro en el pulpo se realiz6 un
experimento que consistid en colocar porciones de 10 g de pulpo en tubos roscado
falcon conteniendo 15 ml de caldo lactosado estéril, los cuales se incubaron a dos

temperaturas diferentes, - 5 °C y - 20 °C durante 8, 30, 60, 90 y 120 dias; en cada
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uno de los tiempos sefialados se sacaron tres tubos, dos para el analisis fisico-

guimico y uno para el andlisis molecular y el aislamiento de los microorganismos. El

dia O se realizaron los andlisis correspondientes, (pH, acidez, aislamiento de

microorganismos, compuestos volatiles y purificacion de mADN).

2.4 Aislamiento de bacterias usando medios selectiv oS

1 Pre enriquecimiento

Para el aislamiento de bacterias que podrian influir en el deterioro del pulpo se

usaron dos medios de enriquecimiento y dos medios selectivos.

a)

b)

Se tom6 1 ml de la muestra correspondiente al apartado 2.2 y se depositd en un
tubo de ensayo conteniendo 5 ml de caldo lactosado complementado con
sulfato de magnesio al 2 %, se puso en agitacion a 1000 rpm, posteriormente
se incubd a 37 °C durante 24 a 48 h.

Un ml de la muestra correspondiente del apartado 2.2 fue inoculado en un tubo
de cultivo que contenia 5 ml de agua peptonada a un pH de 8.4, se agit6 a 1000
rpm por una hora y después se incub6 a 37 °C por 24 a 48 h (Guia de Practicas
de Microbiologia Ambiental, 2001).

2 Crecimiento en medios selectivos

a)

b)

Del cultivo del primer medio de enriqguecimiento se tomo una azada y se sembro
por el método de estria cruzada en placa con agar centrimida (Anexo A7). Las
placas se incubaron a 42 °C por 24 h y a 15 °C por 4 a 8 dias. Después de la
incubacién se observd y selecciono colonias en las placas presentaron
crecimiento y la pigmentacion de verde azulada a verde, caracteristica
alrededor del crecimiento, correspondiente a las cepas de Pseudomonas. Las
colonias de bacterias seleccionadas se purificaron en agar centrimida.

Del segundo medio de enriquecimiento se sembré por el método de estria
cruzada en medio tiosulfato citrato bilis sacarosa (TCBC) adicionado con NaCl

hasta una concentracion final de 1% (Anexo A7). Se incubo a 37 °C por 24 h. se
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seleccionaron las colonias cuyas caracteristicas morfologicas (colonias

amarillas de 2 a 4 mm) correspondian a las descritas para Vibrio.

2.5 Método para la cuenta de bacterias aerobias en  placa

El aislamiento de microorganismos se realizé por medio de la norma oficial mexicana
NOM-092-SSA1-1994. Método para la cuenta de bacterias aerobias en placa. Esta
Norma Oficial Mexicana establece el método para estimar la cantidad de
microorganismos viables presentes en un alimento, agua potable y agua purificada,
por la cuenta de colonias en un medio sdlido, incubado aerdbicamente. El
fundamento de la técnica consiste en contar las colonias, que se desarrollan en el
medio de eleccion después de un cierto tiempo y temperatura de incubacion,
presuponiendo que cada colonia proviene de un microorganismo de la muestra bajo
estudio. EI método admite numerosas fuentes de variacion, algunas de ellas
controlables, pero sujetas a la influencia de varios factores. Esta técnica puede
aplicarse para la estimacion de microorganismos viables en una amplia variedad de
alimentos. Por otra parte el recuento de termofilicos, psicrofilicos y psicotroficos es
importante para predecir la estabilidad del producto bajo diferentes condiciones de

almacenamiento.

2.6 Conservacion de microorganismos aislados y puri ficados

Los microorganismos aislados y purificados fueron cultivados por 18 h en caldo
lactosado a 37 °C, terminando el tiempo de incubacién se tomaron 500 pl del cultivo
y se mezclaron con 500 pl de glicerol estéril concentrado quedando en una
concentracion final de 50 % v/v y se almacenaron a - 20 °C, 3 dias después se
comprob0 la viabilidad de las cepas almacenadas, sembrando una azada de dicha
preparacion en placa a fin de verificar la integridad y capacidad de crecimiento de la

mismas. La conservacion de los microorganismos se realiz6 a - 20 °C.
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2.7 Analisis fisicos y quimicos

A) Determinacion de pH

La determinacion del pH se realiz6 mediante la lectura directa con el potenciometro
marca Hanna Instruments, modelo HI99163 especial para cérnicos, equipado con un
electrodo FC 232D, disefiado para su uso directo en productos cérnicos, siguiendo
las instrucciones del manual del instrumento, (Manual de Instrucciones HI 99163
Medidor de pH para Carne). La muestra se tomé de un tubo falcén preparado como
lo indica el apartado 2.2, tomando la lectura directa con el potenciometro en tres
puntos diferentes del tejido, reportando el promedio de las 3 en cada punto de

muestreo.

B) Acidez total de acuerdo a la Norma NMX-F-206-198 6

Se realizaron los andlisis de acidez total por el medio de titulacion volumétrica. El
método se basa en determinar el volumen de NaOH estandar necesario para
neutralizar el acido contenido en la alicuota que se titula, determinando el punto final
por medio del cambio de color que se produce por la presencia del indicador acido-
base empleado. Se tomo un tubo falcon preparado como lo indica el apartado 2.2.
El contenido fue licuado durante un minuto con 100 ml de agua destilada y se filtré en
papel filtro. Se tomaron 25 ml del filtrado, se agregaron 2 a 3 gotas de fenolftaleina y
titularon con NaOH 0.01 N. La acidez se expres6 como acido lactico y se calculé con
la siguiente ecuacion:

A=(VxNx90/Mx VT) x 100

A = Acidez expresada en por ciento de &cido lactico (%).

V = Volumen en mililitros de hidroxido de sodio consumido.

N = Normalidad de la solucion de hidroxido de sodio.

90 = Equivalente del acido lactico.

M = Peso en gramos de la muestra.

VT= Volumen final de aforo.
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2.8 Analisis compuestos volatiles

La extraccion de los compuestos volétiles se realiz6 por micro extraccion en fase
solida del espacio de cabeza (HS-SPME) para lo cual se tom6 como base el estudio

reportado por Cuevas (2007).

A) Manejo de las muestras

Para la evaluacion de los compuestos volatiles se tomaron 10 g de tejido de pulpo
Octopus maya se licuaron en 25 ml de agua destilada estéril y se depositaron en
viales de 50 ml sellados con una septa, se almacenaron a dos temperaturas - 5°C vy -

20 °C, tomando muestras a los 0, 8, 30, 60, 90 y 120 dias de almacenamiento.

B) Metodologia para la microextraccion en fase soli  da del espacio de cabeza
(HS-SPME)

La extraccion de los compuestos volatiles se realizé6 por HS-SPME para lo cual se
tomo6 como base el estudio reportado por Cuevas (2007), para la cual se utilizaron las
siguientes fibras: Fibra 1: apolar (PDMS) 100 um de didmetro, Fibra 2: de polaridad
intermedia (PDMS/DVB) 65 um de diametro. El equipo para la microextraccion
consiste en un bafio maria y un cabezal con resistencia eléctrica con bomba de
recirculacién, con el cual se controla la temperatura del agua, garantizando que la

temperatura del vial que contiene la muestra sea uniforme.

C) Condiciones para la HS-SPME

Para la extraccion de los compuestos volatiles se dejaron los viales a temperatura
ambiente (21 +2 °C) por un periodo de 30 min, las condiciones para la HS-SPME
fueron: tiempo y temperatura de equilibrio de los viales a 37 °C con la fibra en
posicidn retraida y 30 min con la fibra expuesta en el espacio cabeza de los viales;
terminado el tiempo de exposicion, se retrae la fibra, se retira del vial y se procedi6 a
inyectar en el cromatografo de gases.
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D) Cromatografia de gases

Las condiciones de deteccion de compuestos volatiles en pulpo por cromatografia de
gases con espectrometria de masas (CG-EM) se realizaron de acuerdo a las
condiciones reportadas por Cuevas, (2007). Los analisis cromatograficos se
efectuaron en un cromatégrafo de gases Clarus 500 (Perkin Elmer, Shelton., CT,
U.S.A) equipado con un espectrémetro de masas Clarus 500 (Perkin Elmer, Shelton.,
CT, U.S.A). La desorcion de los volatiles retenidos en la fibra se realiz6, en modo
split/splitless, con la valvula cerrada del split durante 4 min. Se utilizé gas Helio como
fase movil a un flujo de 1.2 ml/min. La temperatura del Inyector se mantuvo a 250 °C.
La separacion se realizd en una columna AT5-MS de 30 m de longitud, 0.25 mm de
diametro interno y 0.05 um de espesor de la fase estacionaria. Las condiciones del
horno del cromatégrafo fueron las siguientes: temperatura inicial 40 °C, velocidad de
incremento de temperatura 3 °C /min hasta 220 °C. El tiempo total de analisis fue de
60 min. Las condiciones del espectrometro de masas fueron las siguientes: modo de
impacto electrénico, energia de la fuente 70 eV, monitoreo de masas (scan): 34-450

uma; temperatura de la interface: 220 °C.

E) Andlisis e identificacion de compuestos volatile S presentes en muestras de
pulpo por cromatografia de gases con espectrometria de masas

El andlisis de los compuestos obtenidos de la fraccion volatil de las muestras de
pulpo fueron comparados con los respectivos Tiempos de Retencion (TR) y sus
espectros de masas obtenidos de la base de datos con ayuda de los software’s
AMIDIS GC/MS Analysis y NISTMS 2.0 para identificar los compuestos participantes

en deterioro.
2.9 Métodos moleculares
A) Preparacion de la muestra para extraccion de ADN

1) Preparacion de cepas puras
Las cepas en conservacion se activaron en un medio de caldo lactosado,

presentando crecimiento entre 16 a 24 h. Después de este tiempo de incubacion se
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decantd en un tubo falcon y se centrifugd a 10000 rpm por 15 minutos, para
sedimentar el maximo de bacterias presentes en el medio, se decant6 el
sobrenadante y el pellet formado se resuspendié en 15 ml de buffer TEN, pH 8.0 (0.1
M Tris-HCI, 50 mM EDTA, 500 mM NaCl) ver anexo A6; y se centrifugé a 10,000
rpm. Este paso se repitid 3 veces con el pellet formado para eliminar el exceso de
impurezas en la muestra. Cuando la extraccion y purificacion de los acidos nucleicos
se realizd, inmediatamente se le adicion6 el buffer de extraccién reportado en el
inciso B. Las muestras en que no se realizdé en forma inmediata la extraccion, se
resuspendio el pellet en 1.3 ml de TE, pH 8.0 (.5 M Tris-HCI, 50 mM EDTA) ver
anexo A5 y se almacenaron las muestras a - 20 °C hasta la extraccion y purificacion

de las mismas.
2) Preparacién de comunidades microbianas (metage  noma)

Se almacenaron 10 g de muestra de pulpo con 15 ml de caldo lactosado a -5y - 20
°C por periodos de: 0, 8, 30, 60, 90 y 120 dias. El tubo previamente almacenado, se
lleva a temperatura ambiente (21 £2 °C) por 20-30 min y se agito por 1 h a 1200 rpm;
el sobrenadante se decanto en un tubo falcon estéril y se centrifugd a 10,000 rpm,
por 15 min, para sedimentar el maximo de bacterias presentes en el medio, se
elimind el sobrenadante y el pellet formado se resuspendio en 15 ml buffer TEN, pH
8.0 (0.1 M Tris-HCI, 50 mM EDTA, 500 mM NacCl); y se centrifug6 a 10,000 rpm. Este
paso se repitié 3 veces con el pellet formado para eliminar el exceso de impurezas
en la muestra. Cuando la extraccion y purificacion de los &cidos nucleicos se realizo
inmediata mente se adicioné el buffer de extraccion reportado en el inciso B, en las
muestras que no se realizé en forma inmediata se resuspendié el pellet en 1.3 ml de
TE pH 8.0 (.5 M Tris-HCI, 50 mM EDTA) y se almacenaron las muestras a - 20 °C

hasta la extraccion y purificacion de las mismas.
B) Extraccion y purificacion de ADN genémico y meta  gendmico

La extraccion y purificacion del ADN gendmico de las bacterias y metagendmico de

las comunidades bacterianas se llevo a cabo siguiendo el método desarrollado por
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Fonnesbech-Vogel, (1997) modificado. El tubo falcén almacenado a - 20 °C del inciso
(A), de muestras de cepas puras y comunidades bacterianas. Se centrifug6 a 10,000
rpm por 15 min el sobrenadante se decantd y se resuspendio el pellet con 500 pl de
buffer de extraccion de &cidos nucleicos que contiene, 50 mM Tris-base-50 mM
EDTA pH 8.0, 20 pg de RNasa A; se agito en un vortex hasta que el pellet fue
disuelto, se cambio la suspension en un tubo Eppendorf de 2.0 ml y se le adiciono 20
pl de una solucion de SDS al 10 % pl/v., se incubo en un incubadora con agitacion a
56 °C por 20 min o toda la noche para mejor purificacién, terminado el tiempo de
incubacion, se adiciono 250 ul de buffer (3 M acetato de potasio-2 M &cido acético 1
mM EDTA), se centrifugo a 16,000 rpm, por 10 min, el sobrenadante se recuper6 en
un tubo Eppendorf nuevo de 2.0 ml, al sobrenadante se le adiciono 0.543 vol. de
isopropanol, 20 ul de acetato de sodio (3 M pH 5.2) y se centrifugo a 16,000 rpm por
10 min, el sobrenadante se decant6 y lavo el pellet 2 veces con etanol frio, el DNA
fue secado por 5 min y se resuspendié en 20 a 50 pl de agua libre de RNasas y

DNasas.

C) Cuantificacion de ADN gendémico y ADN metagenémic 0

El ADN purificado fue cuantificado usando el espectrofotometro marca Thermo
Scientific Nanodrop 2000. La pureza y concentracion fue determinada por la
Absorbancia con luz UV a 260 nm, tomando la relacion OD260/230 y OD260/280
como lo indican Holben et al. (1988). La concentracion del ADN fue calculado con el

software Thermo Scientific Nanodrop 2000 en unidades de nanogramos/pl.

D) Analisis bioinforméatico de iniciadores universal es y especificos

El analisis de los iniciadores universales y especificos (Tabla 2.1), fue realizado con
el software Bioinformatic Gene Runner version 3.5 y el software Primer and Primer.
Estos programas ayudan a predecir las temperaturas de alineamiento promedio de
los indicadores. Se realiz6 la PCR in silico con ayuda del software Bioinformatico, In
silico PCR amplification de la University of the Basque Country con acceso gratuito
en la red http://insilico.ehu.es/PCR/ _, el cual ayuda a predecir el tamafo del
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fragmento esperado con las temperaturas obtenidas; teniendo la prediccion, se

procede a programar el termociclador para realizar PCR.

Tabla 2.1 Iniciadores analizados y utilizados para la PCR

Iniciadores Secuencia Tamanfo Especie Autor
pb
UnilF 5’-agagtttgatcmtggctcag-3” 1600 Universales Wilson et al.,
UnilR 5’-tacggytaccttgttacgactt-3° 1990
Uni2F 5'-agagtttgatymtggctc-3’ 1600 Universales Wilson et al.,
Uni2R 5'-cakaaaggaggtgatcc-3', 1990
DG74 5’-aggaggtgatccaaccgaa-3’ 187 Universales Leey Levin
RWO01 5 -aactggaggaaggtggggat-3 2006
PLK1 5'-tacgggaggcagcag-3' 270 Universales Leey Levin
PLK2 5'-tattaccgcggcggctgcet-3' 2006
VplF 5'-gcgaattcgatagggtgttaacc-3’ 960 Vibrio Okura et al
VplR 5'-cgaatccttgaacatacgcagc-3' parahaemolyticus 2004
Ps9-27 5-agagtttgatcctggctcag-3” 1528 Pseudomonas Johnsen et al.,
PSMG 5"-aggaggtgwtccagc—3° 1999
Spl6F 5’-agagtttgatcmtggctcag-3° 1530 Shewanella Zienke et al.,
Spl6R 5 -aaggaggtgwtccagcc-3° putrefaciens 1998
F#151 5’-gtgggcggtacaatatttctttt-3° 941 Salmonella Lampel et al.,
R#152 5’-tcacgaataataatcagtagcgc-3” 2000

E) Concentracion de la mezcla de reacciéon de PCR

La mezcla de reaccion de la PCR para 50 pl contiene lo siguiente: 10 pl buffer
reaccion con una concentracion final de 1.5 mM de MgCl;, 0.2 mM de cada
dNTP, 0.2 uM de cada iniciador, 1.25 unidades de DNA polimerasa (5 u/ul), 200-
500 ng de ADN como templado y 36 pl de H,0 libre de nucleasas.

F) Condiciones de amplificacion de la PCR

Los amplificados del gen 16S rRNA de los microorganismos se realizaron por medio
de la PCR, utilizando una enzima Hot star DNA polimerasa. Dichas amplificaciones
se realizaron con tres programas diferentes, un programa tradicional de PCR, la
segunda fue usando gradientes de temperatura y el dltimo fue por Touchdown
acoplada a la PCR tradicional. Las condiciones de cada programa se describen a

continuacion.
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1) PCR tradicional
Las condiciones de amplificacion fueron un ciclo de 95 °C por 5 min, 30 ciclos con las
siguientes condiciones, 95 °C por 30 s, 55.2 °C por 40 s, 72 °C por 50 s, seguido de

un ciclo de extension de 72 °C por 7 min y un ciclo de 4°C por tiempo indefinido (a).

2) PCR gradiente de temperatura de 53 a 59 °C

Se amplific6 mediante las siguientes condiciones un ciclo de 95 °C por 5 min, 35
ciclos de gradiente de temperatura con las siguientes condiciones, 95 °C por 30 s,
alineamiento a (53 °C carril H, 53.4 °C carril G,54.1 °C carril F, 55.2°C carril E, 56.6
°C carril D, 57.2 carril C, 58.1 °C carril B 'y 59 °C carril A) por 40 s, 72 °C por 50 s,
seguido de un ciclo de extension de 72 °C por 10 min y un ciclo de 4°C por tiempo

indefinido (a).

3) PCR Touchdown

El programa de PCR Touchdown es un programa acoplado a la PCR tradicional en
donde la primera etapa se utilizé6 un decremento de temperatura de alineamiento de
los iniciadores y en la segunda etapa la temperatura de alineamiento se mantiene
constante.

Un ciclo a 95 °C por 5 min, 15 ciclos Touchdown (95 °C por 30 s, 62-55 °C por 30 s
decreciendo 0.5 grados en cada ciclo, 72 °C por 40 s), 17 ciclos PCR tradicional
(95°C por 30 s, 55 °C por 30 s, 72 °C por 40 s), 1 ciclo a 72 °C por 5 min, 1 ciclo a 4

°C por tiempo indefinido (a).
G) Electroforesis de ADN y productos de PCR

1) Electroforesis de ADN

Para verificar la purificacion y la integridad del ADN obtenido se realiz6 la
electroforesis en TAE 1x (Anexo A2.1), en gel de agarosa (Anexo A4), con una
concentracion de 1.2 %, los acidos nucleicos fueron tefiidos con 1.5 ug de bromuro
de etidio. 5 ul de ADN purificado fueron cargados en sus celdas correspondientes y
al gel de corrida se le aplicé 80 volts por 40 min. Al finalizar la electroforesis, los

acidos nucleicos fueron visualizados por transiluminacion con ayuda del
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fotodocumentador Gel doc EZ image de Biorad, a una longitud de onda de 260 nm
de luz UV. Finalmente, se realizo la captura de la imagen con ayuda del software

Image Lab 3.0 de Biorad.

2) Electroforesis de productos de PCR

La concentracion del gel, el voltaje y duracion de la electroforesis para productos de
PCR dependiéo del tamafo de los fragmentos que se pretendid analizar. Los
productos de PCR se fragmentaron por electroforesis en TAE 1X (Anexo A2.1) en
geles de agarosa (Anexo A4) con una concentracién de 0.8-1.2 % de agarosa, los
acidos nucleicos fueron tefiidos con 1.5 ug de bromuro de etidio. 8 pl de producto de
PCR fueron cargados en sus celdas correspondientes y se aplicé el voltaje
correspondiente segun fue lo requerido (60 a 100 volts). Al finalizar la electroforesis,
los &cidos nucleicos fueron visualizados por transiluminaciéon con ayuda del
fotodocumentador Gel Doc EZ Image de Biorad, a una longitud de onda de 260 nm
de luz UV. Finalmente, se realizo la captura de la imagen con ayuda del software

Image Lab 3.0 de Biorad.

H) Secuenciacion

Después de realizar la electroforesis, en las muestras donde se observo banda Gnica
se realiz6 una segunda PCR y dicho producto se purificd en forma directa con el kit
de purificacion Wizard siguiendo las condiciones del proveedor para productos de
PCR. En las muestras donde se obtuvieron mas de una banda, el fragmento obtenido
gue coincidié con el esperado para cada una de las muestras, fueron recuperados
cortdndolo en forma directa del gel y purificados con el kit de purificacion Wizard
siguiendo las condiciones del manual del proveedor para productos de PCR. Las
muestras se cuantificaron usando el espectrofotometro Thermo Scientific Nanodrop
2000, para conocer la concentracion del producto y se enviaron a secuenciar en la

Unidad de Sintesis y Secuenciacion del Instituto de Biotecnologia, UNAM.
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I) Identificacion de microorganismos con programas bioinformaticos

Los analisis de secuenciacion de los &cidos nucleicos se realizaron con los
programas bioinformaticos Bioedit utilizado para editar, corregir y ensamblar las
secuencias cuando son fragmentos mayores de 1000 pares de bases los
proporcionados por la unidad de sintesis y secuenciacion de la UNAM; teniendo la
secuencia completa, se realiz6 un analisis comparativo con secuencias reportadas
en las bases de datos internacionales. Otros de los programas utilizados fueron Multi
Alin y Expasy Traslate Tools, fueron utilizados para realizar los alineamientos vy
traduccion a proteinas de las secuencias obtenidas, estos dos ultimos son programas

de acceso libre en la red en: http://multalin.toulouse.inra.fr/multalin/multalin.html Y

http://web.expasy.org/translate/. Los alineamientos obtenidos sirvieron para comparar

en las bases de datos publico NBCl/GenBank, http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cqi,

Ribosomal Database Project http://rdp.cme.msu.edu/ y el Laboratorio Europeo de

Biologia Molecular (EMBL) http://www.embl-heidelberg.de Dichas comparaciones

ayudaron a identificar a qué género y especie de microorganismos corresponde la
secuencia obtenida. Conociendo el género y especie se procedio a someter a la base
de datos internacional http://www.ncbi.nim.nih.gov/nuccore/para asignacion del

numero de accesion y publicacién en la base de datos internacional de secuencias

de bacterias reportadas.
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CAPITULO Il RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 Variacion del contenido de microorganismos dura nte el almacenamiento a
bajas temperaturas en pulpo ( O. maya)

A) Aislamiento y purificacion de bacterias psicrofi las por la NOM-092

En la Tabla 3.1 se presentan los conteos de unidades formadoras de colonias
(UFC/g), de microorganismos psicrofilos encontrados en O. maya en los tiempos de
almacenamiento a dos temperaturas diferentes. En dicha tabla se muestra que a -5
°C después de los primeros dias de almacenamiento la cantidad de microorganismos
(UFC/g) disminuye, esto probablemente se deba porque la cantidad de
microorganismos iniciales decrece por efecto de la temperatura de almacenamiento
y requieren una fase adaptativa los que son capaces de soportar la baja temperatura
a la cual fueron sometidos, ya que se incrementan en forma significativa a los 30 dias
hasta alcanzar 280x10° UFC/g de muestra, este resultado indica que la condicién de
-5 °C sigue favoreciendo la viabilidad y crecimiento de las bacterias hasta este
periodo, ya que posteriormente a los 60 dias decrecen significativamente estos
conteos hasta 14x10° UFC/g, probablemente se debe a que los microorganismos al
estar por periodos prolongados a bajas temperaturas disminuyen su metabolismos
guedando en condiciones de latencia, para los dias 90 y 120 de muestreo se observo
una disminucién hasta 8x10°y 18x10° respectivamente. Para la condicién de - 20 °C,
se puede observar que a los 8 dias de almacenamiento no fue posible cuantificar
microorganismos, esto podria deberse que para este tiempo sean pocos los
microorganismo presentes y la probabilidad de encontrarlos en las placas de conteo
es baja, para el dia 30 fue posible contar 380x10° UFC/g, probablemente este conteo
es porque los microorganismos capaces de soportar esta temperatura lograron
reproducirse y sobrevivir en esta condicion, para el dia 60 el conteo disminuye
significativamente a 215x10° UFC/g esto estaria indicando que hasta este periodo los
microorganismos aun siguen sobreviviendo y su reproduccion sea lenta; para los
dias 90 y 120 el conteo de microorganismos disminuye hasta 37x10°y 32x10°

UFC/g, una de las razones de esta disminucion es que estos microorganismos al
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estar por los largos periodos a baja temperatura entren en latencia o en la fase de
lisis celular.

Tabla 3.1 recuento total de microorganismos psicroéfilos (UFC/g), presentes en pulpo
durante su almacenamiento a bajas temperaturas

Dia Recuento (UFC/ml)

-5°C -20 °C
0 5x10° 5x10°
8 4x10° 0
30 280x10° 380x10°
60 14x10° 215x10°
90 8x10° 37x10°
120 18x10° 32x10°

El efecto de la refrigeracion sobre la microflora de un determinado alimento depende
de la naturaleza y del tiempo de almacenamiento, asi como de las caracteristicas
fisiologicas de los microorganismos (Huss, 1999). Tras la descongelacion, el
desarrollo microbiano varia, cuando se realiza de manera descontrolada origina un
incremento desmedido de la flora, pero si controla la descongelacion, no se modifica
la flora que sobrevivid. A medida que la temperatura desciende con respecto a la
considerada como Optima, el crecimiento se hace mas lento y se detiene;
aumentando la fase de latencia microbiana, las temperaturas maximas o minimas a
las que crecen los microorganismos producen su muerte o lesiones (Huss, 1998).

En la tabla 3.2, se presenta los resultados de cepas aisladas y purificadas de
acuerdo a la NOM- 092 en pulpo O. maya almacenada a - 5 °C y - 20 °C, en un
periodo de 120 dias de muestreo. Se observé que en -5 °C se aislaron y purificaron
30 cepas y a - 20 °C se aislaron y purificaron 19 cepas, lo cual se puede estar
indicando que esta condicion sigue favoreciendo la viabilidad de las bacterias hasta
este periodo, las bacterias obtenidas en estas condiciones fueron conservadas en
glicerol a - 20°C. En la (Figura 3.1A), se observo las diferentes bacterias presentes
en las muestras de pulpo que posteriormente fueron purificadas, en la (Figura 3.1B)

se observo en la placa tres diferentes cepas purificadas.
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Figura 3.1 Microorganismo aislados de acuerdo a la NOM-092 a partir de
pulpo O. maya. Bacterias psicréfilas aisladas (A); tres cepas
diferentes de bacterias psicrofilas purificadas (B).

Tabla 3.2 Bacterias aisladas en induccién de deterioro de pulpo O. maya

Tiempo Nomenclatura
Dias # cepas -5°C -20°C
0 2 P5R0-1 P5R0-2 0
8 11 P5R8-1 P5R8-5 P20R8-2 P20R8-4
P5R8-2 P5R8-6 P20R8-3 P20R8-6
P5R8-3 P5R8-7
P5R8-4
30 8 P5R30-4 P5R30-3" P20R30-2 P20R30-3
P5R30-4 P5R 30-3’
P5R30-5 P5R30-2
60 4 P5R60-1 P5R 60-3 P20R60-1
P5R60-2
90 12 P5R90-1 P5R90-4 P20R90-1 P20R90-4
P5R90-2 P5R90-5 P20R90-2 P20R90-5
P5R90-3 P5R90-6 P20R90-3 P20R90-6
120 12 P5R120-1 P5R120-4 P20R20-1 P20R120-4
P5R120-2 P5R120-5 P20R120-2 P20R120-5
P5R120-3 P5R120-6 P20R120-3 P20R120-6

*La nomenclatura de las cepas fue asignado en forma arbitraria: P5: psicrofilos obtenidos a -5 °C; P20:
psicréfilos obtenidas a -20°C; R: inicial asignada por la persona que realizo el aislado, el nimero
posterios corresponde al tiempo de muestreo; nimero final corresponde al nimero de cepa aislada.

En trabajos reportados, en pescado almacenado a bajas temperaturas, se

identificaron microorganismos de los géneros, Citrobacter spp, Enterobacter spp.,
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Klebsiella spp. y Pseudomonas spp., (Yagoup, 2009). Asi mismo, en musculo de

muestras de camardn se aislaron Vibrio alginolyticus (Chung-Hung, 2004).

B) Aislamiento de bacterias Pseudomonas y Vibrio

El aislamiento y purificacion de cepas de Pseudomonas y Vibrio presentes en pulpo
0. maya almacenado a -5 °C y a - 20°C, se realizdé por métodos selectivos usando
medios especificos para cada género en los muestreos realizados. Como se observa
en el medio especifico agar centrimida para Pseudomonas, las cepas bacterianas
aisladas y purificadas tuvieron diferente forma de crecimiento, color y textura (Figura
3.2).

Figura 3.2 Cepas presuntivamente Pseudomonas aisladas y purificadas de
pulpo O. maya almacenadoa-5°Cy- 20 °C.
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Las cepas presuntivamente Vibrio aisladas y purificadas presentaron el color amarillo
caracteristico de crecimiento del genero Vibrio en el medio selectivo agar TCBS
(Figura 3.3), después de la purificacion se sembrd por estria cruzada en medio
nutritivo con 1% de NacCl (Figura 3.3 D).

Figura 3.3 Cepas presuntivamente Vibrio aisladas y purificadas de pulpo
O. maya almacenado a - 5 °C y - 20 °C. Cepas aisladas y purificadas
en medios selectivos TCBS (A, B, C); cepa presuntivamente Vibrio
purificada y estriada en medio nutritivo con 1% de NaCl (D).

En la Tabla 3.3, se presenta el nimero de distintas cepas bacterianas aisladas en
pulpo O. maya almacenado a - 5 °C y - 20 °C; por métodos tradicionales usando

medios especificos para Pseudomonas y Vibrio, durante un periodo de 120 dias. El
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pulpo fue colectado del puerto de Celestin en la etapa de recepcidn, las bacterias
obtenidas en estas condiciones fueron purificadas y conservadas en glicerol a -20 °C.
En el pulpo almacenado a - 5 °C se obtuvo un total de 4 cepas presuntivamente
Pseudomonas y 6 presuntivamente Vibrio, 10 cepas en total de ambos géneros; a -
20 °C se obtuvieron 3 cepas presuntivamente Pseudomonas y 6 presuntivamente
Vibrio, 9 cepas en total de ambos géneros. Esto indica que a las temperaturas bajas
utilizadas los organismos de estos géneros mantienen, la viabilidad y crecimiento;
resultados parecidos se observd en bacterias del genero Pseudomonas y Vibrio
congeladas a - 20 °C por 90 dias y cultivadas en medios enriquecidos después de su

descongelacion (Sanchez-Leal, 2005).

Tabla 3.3 NUmero de cepas bacterianas diferentes aisladas a diferentes tiempos de
muestreo de pulpo O. mayaa-5°Cy-20°C

Dia No. cepas Vibrio No. cepas Pseudomonas

-5°C -20 °C -5°C -20°C
0 1 0 3 0
8 0 2 0 1
30 2 1 1 0
60 1 1 0 1
90 1 1 0 1
120 1 1 0 0

En otros trabajos reportados, se indica que la viabilidad y estabilidad metabdlica de
cepas de Pseudomonas y Vibrio que han sido sometidos a un proceso de
congelacion y descongelacion depende de los procesos de adaptacion al estrés por
bajas temperaturas al producir sustancias que eviten la formacion de cristales de
hielo intracelular que son los causantes de lisis celular y se ha observado que han
mantenido su viabilidad, actividad metabdlica y crecimiento al ser cultivados en
medios enriquecidos (Acker, 2003). Asi mismo, se ha propuesto que las bacterias
son capaces de producir biomoléculas que incluyen proteinas anti congelantes y que
conservan una alta actividad metabdlica para soportar los cambios metabdlicas
generados por la congelacion y activar mecanismos de reparacion, relacionados con

el mantenimiento e integridad celular, con capacidad de ser cultivables cuando se
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descongelan de la manera adecuada sin cambios bruscos de temperatura (Sanchez-
Leal, 2005).

Cepas de Vibrio alginolyticus fueron aisladas usando el agar especifico para Vibrio
TCBS, en dicho medio también se aislo bacterias no correspondiente al género Vibrio
(Gamboa-Mufioz, 2011), resultados similares fueron reportados por (Arévalo et al.,
2003), el cual indica que el medio TCBS resulto no ser altamente selectivo; ya que en
él se aisl6 bacterias de los géneros Aeromonas, Plesiomonas y Enterobacteriaceae.
Asi mismo, se ha reportado que las diferentes especies de Vibrio y otros géneros
aisladas de muestras clinicas presentan caracteristicas bioquimicas similares a los
géneros de las familias Enterobacteriaceae, Pseudomonas y otros géneros
relacionados( Rojas y Gonzalés, 2006).

En musculo de muestras de camarédn se reporto el aislamiento e identificacion de 6
cepas de Vibrio alginolyticus (Chung-Hung, 2004). En investigaciones realizadas en
agua de mar usada para acuacultura en 5 de 20 muestras, se detectd Vibrio
alginolyticus (Hormansdorfer et al., 2000). En estudios realizados en trucha, se
reporto la presencia de Pseudomonas putida causando ulceraciones en el pescado;
sin embargo, a pesar de ser una bacteria patégena para el pescado es de gran
interés industrial, ya que puede degradar compuestos aromaticos y xenobibticos
presentes en aguas residuales, por lo cual pueden ser de interés biotecnoldgico
dichos microorganismo (Altinok, 2006).

Los resultados obtenidos demuestran que la conservacion de pulpo a - 20 °C, no es
suficiente para inhibir el crecimiento de este tipo de bacterias; la presencia de Vibrio
y Pseudomonas en pescados y mariscos representa un peligro potencial para la
salud del consumidor por su patogenicidad. Se observo que en las condiciones y
tiempos de evaluacion, las muestras no presentaron mal olor, cambio de color, que
son eventos caracteristicos del deterioro; sin embargo, fue posible aislar y purificar
49 cepas psicrofilas, 12 presuntivamente Vibrio y 7 presuntivamente Pseudomonas;
asi mismo, se observé que a - 5 °C se logr6 aislar y purificar el mayor nimero de
microorganismos. Esto indica que no seria una temperatura favorable para

almacenar por tiempos largos y a - 20 °C seria mas adecuado.
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C) Comportamiento de los valores de acidez totaly ~ Variacién de pH del pulpo
conservado a-5°Cy-20°C eninduccion deterio ro de muestras de pulpo

El deterioro de alimentos marinos debido al crecimiento de microorganismos,
involucra diferentes mecanismos relacionados entre si como: produccion de acido
lactico, cambios de pH, alteraciones de proteinas y produccién de sustancias de
degradacion y bases volétiles totales (Delgado- Bottini et al., 2000).

El contenido de acidez en muestras de pulpo almacenadas a -5 °C, se observé que a
los 8 dias, la acidez total expresada como porcentaje de acido lactico se incremento
(Tabla 3.4), de 0.352 a 0.443 %, que posteriormente disminuyo en el dia 60 hasta un
valor de 0.274 % (Figura 3.4A); cabe mencionar que en la evaluacion de deterioro
son de considerar tanto el pH como la acidez total un rango entre 0.1 a 0.4 unidades
para considerarlo significativo, tomando como referencia el valor inicial de la acidez
total en el dia 0. La acidez a - 20 °C presentd una disminucién a partir del dia 8 hasta
0.263 % de &cido lactico (Figura 3.4A); sin embargo, para el dia 30 existe un ligero
incremento en relacion a los dias anteriores, obteniéndose un valor maximo de 0.463
% a - 20 °C (Tabla 3.4), y a partir del dia 60 presentd una tendencia como la que
presentaron las muestras de -5 °C, con variaciones minimas en los valores

obtenidos.

Tabla 3.4 Valores de acidez total y pH a diferentes tiempos de muestreo de pulpo O.
mayaa-5°Cy-20°C

Dias % Ac. Lactico % Ac. Acético pH
-5°C -20°C -5¢°C -20°C -5¢°C -20°C
0 0.352 0.353 0.235 0.235 5.70 5.70
8 0.443 0.263 0.296 0.175 5.43 5.38
30 0.465 0.463 0.310 0.309 5.41 5.51
60 0.274 0.264 0.183 0.176 5.38 5.50
90 0.268 0.249 0.179 0.166 5.45 5.50
120  0.295 0.249 0.197 0.166 5.41 5.53
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Figura 3.4 Valores de acidez total expresados como % &acido lactico (A) y
% acido acético (B) en deterioro de pulpo a-5°Cy- 20 °C.
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En acidez representada como % &cido acético (Figura 3.4B) se observo que a los 8
dias a - 5 °C, existié un incremento en la acidez total, que va de 0.235 a 0.296 % que
posteriormente disminuy6 en el dia 60 hasta un valor de 0.183 % (Tabla 3.4). La
acidez a - 20 °C presento una disminucién a partir del dia 8 hasta 0.175 % de acido
aceético; sin embargo, para el dia 30 existe un ligero incremento en relacion a los dias
anteriores, obteniéndose un valor maximo de 0.309 % a - 20 °C (Tabla 3.4) y a partir
del dia 60 se observd una tendencia parecida las muestras de - 5 °C presentando
variaciones minimas en los valores obtenidos.

En la Tabla 3.4 se observo que en el dia 8 existié un decremento en el valor de pH
inicial de 5.7 a 5.43 para las muestras de - 5 °C y 5.38 para las muestras de - 20 °C
de temperatura; sin embargo, a - 20 °C se incremento el valor de pH de 5.51 a los 60
dias, manteniendo variaciones minimas hasta el dia 120. Por otra parte para las
muestras almacenadas a - 5 °C continu6 descendiendo el pH en el dia 60 hasta 5.38,
incrementando este valor a 5.45 para el dia 90, para posteriormente descender
ligeramente para el dia 120 (Figura 3.5).

En ambas condiciones de almacenamiento no se observé cambios en el olor y la
textura del tejido analizado, probablemente lo cual indica que el numero de
microorganismos presentes a un no producen un efecto deteriorativos drastico que
se pueda reflejar hasta el dia que termind el analisis.

Las variaciones de los valores de pH en el presente estudio se le pueden atribuir a
los compuestos secretados y producidos por la diversidad de microorganismos
presentes en las muestras que contindan su crecimiento en estas condiciones de
almacenamiento utilizadas.

Los compuestos como la TMA es formada en mariscos como resultado de la
descomposicion por reduccidon bacteriana del 6xido de trimetilamina (OTMA). La
reaccion involucra la oxidacion simultanea del &cido lactico o acido acético y dioxido
de carbono y esta reaccion depende del pH; vivos o muertos, los mariscos son
alcalinos, pero después de la muerte hay una rpida caida de pH cuando el
glucogeno se degrada produciendo acido lactico. EI OTMA es reducido por las

bacterias a TMA; por lo tanto, el pH cae lentamente.
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Figura 3.5 Valores de pH a - 5°C vy - 20 °C durante el tiempo de deterioro
de pulpo.

Eventualmente, el &cido lactico desaparece y se genera mayor material alcalino,
incluyendo amonio y el pH, alcanzando un valor de 8 0 mas en los mariscos en
estado de putrefaccion (Veciana-Nogués et al., 1997). Es de importancia mencionar
gue los cambios y variaciones de las concentraciones de estos compuestos muchas
veces no es reflejo del mayor o menor nimero de microorganismos presenten, mas
bien es el reflejo del género y especie de microorganismos presentes (Huss, 1999).
En general, las bacterias crecen con mayor rapidez a pH comprendido entre 6,0 y
8,0, aunque hay bacterias capaces de crecer a pH bajos como consecuencia de su
metabolismo productor de energia, como ejemplo tenemos los Lactobacilos cuyo
crecimiento éptimo generalmente tiene lugar a un pH comprendido entre 5,0 y 6,0. Si
a un alimento se le cambia el pH, ya sea por encima o por debajo del neutro, los

microorganismos creceran lentamente.
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Los valores de pH inicial obtenidos en el presente estudio estan dentro del rango de
6.0 a 6.6 comunmente hallado en pescado y mariscos, el pH del muasculo se
incrementa por la formaciéon de bases volatiles tales como amoniaco y TMA (Huss,
1999). En estudio de bagre almacenado en congelacion por un periodo de 24 dias,
se observd poca fluctuacion en los valores de pH comprendidos entre 6.5 y 6.6
(Reyes y Arocha, 2000).

La acidez total tuvo su punto mas alto el dia 30, que coincidié con el mayor nUmero
de microorganismos en ese mismo dia, la variacion del valor de pH no fue dréstica;
sin embargo, pudo deberse a la presencia de acido acético detectado en los
diferentes tiempos de muestreo en el presente trabajo, con los analisis
cromatogréficos realizados donde se corrobora la identificacion de dicho compuesto.
A pesar de que existid6 cambio en los valores de acidez total y pH, en el presente
estudio no se observo deterioro en las muestras de pulpo analizadas. Asi mismo, en
dichas muestras no se observaron cambios caracteristicos de deterioro como son el
olor y textura en el tejido hasta los dias analizados lo cual podria estar indicando que,
aungue exista la presencia de microorganismos viables en el pulpo almacenado y
gue se presente cambios de pH y acidez, las muestras aun se conservan sin
deterioro, podrian ser temperaturas a considerar durante tiempos cortos de

almacenaje del pulpo.

3.2 ldentificacibn de compuestos volatiles involucr ados en el deterioro
acelerado a temperatura ambiente (21 °C) del pulpo  O. maya por CG-EM

En este estudio se evaluaron e identificaron compuestos volatiles totales en muestras
de O. maya durante la etapa de deterioro inducido después de haber estado en
conservacion por congelamiento. Los compuestos volatiles totales son determinantes
para conocer la buena calidad de los productos marinos, estos compuestos pueden
evidenciar el grado de deterioro de las muestras evaluadas (Huss, 1999). Las
muestras se analizaron desde el primer dia de captura hasta 21 dias después del
tratamiento de congelamiento. La técnica de extraccion y analisis que se utilizé para
la identificacion de compuestos volétiles fueron la microextraccién en fase solida de

espacio de cabeza (HS-SPME) y la cromatografia de gases-espectrometria de

53



CAPITULO 1l

masas (GC-MS). Los volatiles de las muestras de pulpo se evaluaron utilizando fibras
de microextraccion PDMS y DVB. En este estudio, los analisis del dia cero no

presentaron indicios de compuestos involucrados en el deterioro (Figura 3.6 A, B).

A . 05-Jul-2011 + 16:38:01
- Scan B1+

55555

Figura 3.6 Cromatogramas de los compuestos volatiles obtenidas, por
proceso de micro extraccion en fase solida del espacio de cabeza en
muestras de pulpo fresco primer dia de muestreo antes de congelar.

Los compuestos encontrados e identificados en pulpo que son trazadores del
deterioro se detectaron a partir del dia 8, 16 y 21 dias (Figura 3.7 A, B y Figura 3.8) y
fueron dimetilamina, isopropilamina y TMA. La presencia de estos compuestos se ha
reportado anteriormente en la fraccibn amina de los mariscos, resultando de la
descarboxilacién de los aminoacidos por la accién bacteriana (Conell et al., 1995).
Asi mismo, en otros estudios realizados en organismos marinos frescos; se reporto
TMA en cantidades bajas (Manriquez et al., 2006) el cual se acumula durante su
almacenamiento y deterioro como consecuencia de la degradacion bacteriana del
oxido de trimetilamina (OTMA) (Huss, 1997).

Por otro lado; los andlisis realizados en los tiempos 1, 4, 8 y 16 h de incubacion, a
temperatura ambiente, no revelaron compuestos indicadores de deterioro
(cromatogramas no mostrados). Hasta 24 h de incubacion, se detectaron los

compuestos involucrados en el deterioro del pulpo asi como los &cidos grasos
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butiricos, propidnico y pentanoico, los cuales son compuestos del producto de la
actividad bacteriana en los alimentos carnicos y son los causantes del olor
caracteristico a rancio (Huss, 1997). En la Tabla 3.5, se presenta la relacion de los
compuestos identificados en las muestras de pulpo en proceso de deterioro.

Tabla 3.5 Tiempo de retencion de compuestos volatiles identificados en pulpo con
deterioro inducido

T(min) * #de Nombre Dia a** Fibra [R***
muestras

3.101 23 Dimetilamina 16 PDMS/DVB 426

4,917 24 Isopropilamina 21 PDMS 498

6.152 22 Trimetilamina 16 PDMS 503

7.949 22 A. acético 8 PDMS, 663

PDMS/DVB

10.292 22 A. propiénico 8 PDMS 718

12.27 22 A. isobutirico 16 PDMS 793

13.248 22 A. butanoico 16 PDMS 829

20.257 23 A. pentanoico 16 PDMS/DVB 841

20.262 23 A. 4-metil 16 PDMS/DVB 949
pentanoico

20.282 23 A. 2-metil 16 PDMS/DVB 949
pentanoico

20.33 22 A. isobutilacético 16 PDMS/DVB 949

T (min)*= tiempo de retencion en minutos; Dia a**= dia de almacenamiento en el que se identifico el
compuesto volatil. IR***= Indice de Kovats

En las (Figuras 3.7 A y 3.7 B), se observa un nimero de compuestos voléatiles en
muestras de pulpo en proceso de deterioro, del total hallado, fue posible identificar 11
compuestos involucrados en el deterioro, entre los que se destacan algunas aminas
biogénicas trazadoras del deterioro, asi como acido acético y acidos grasos volatiles.
En muestras de pescado almacenadas a - 20 °C, en estudios similares por HS-
SPME, se reporté la presencia de TMA, acido butanoico y acido pentanoico (Phan et
al., 2008), los cuales coinciden con algunos de los compuestos identificados en este
estudio.

En las muestras almacenadas durante 16 dias a - 20 °C y después de incubarlas 24

h a temperatura ambiente (21 °C), se pudo identificar con la fibora PDMS, 6
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compuestos trazadores del deterioro del pulpo: TMA, acido acético, acido propiodnico,

acido isobutirico, &cido butanoico y acido isobutilacético (Figura 3.4A).
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Figura 3.7 Perfiles cromatograficos de muestras de pulpo en deterioro. A),
Compuestos identificados a los 16 dias con la fibra apolar PDMS, B),
compuestos identificados a los 16 dias con la fibra intermedia
PDMS/DVB.

Estudios del deterioro de Octopus vulgaris han demostrado la presencia de TMA y

otros compuestos volatiles (Cabello et al., 2004). Sin embargo, las concentraciones
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reportadas son inferiores a las establecidas por otros autores (Connell et al., 1995)
los cuales podrian indicar el grado de frescura de los moluscos evaluados. La TMA
se ha identificado en muestras de pescado almacenadas a - 20 °C por HS-
SPME/CG-EM (lglesias y Medina 2008).

Por otra parte, también existen reportes de la presencia de TMA en sardinas y
pescados (Nishikawa et al., 2012); mas no en moluscos, siendo esta investigacion de
las primeras en reportar dichos compuestos en mariscos como pulpo, lo cual indica
gue es un compuesto que contamina los alimentos marinos y que también es
neurotdxica cuando lo consume el ser humano. Existen reportes, que bacterias de
los géneros de Pseudomonas, Acinobacter y Moraxella producen &cido acético y
acido butirico en alimentos con pH menores a 6.0 (Huss, 1999), en este estudio fue
posible identificar ambos compuestos, esto podria estar indicando la posible
presencia de alguno de estos géneros en las muestras de pulpo deterioradas.

Por otro lado, en esta misma etapa se identificaron con la fiora PDMS/DVB, 4
compuestos trazadores del deterioro los cuales fueron dimetilamina, acido
pentanoico, &cido 4-metilpentanoico y acido 2-metilpentanoico (Figura 3.4B).

A los 21 dias de almacenamiento en congelacion, se identificO con la fibra
PDMS/DVB, la amina biogenica isopropilamina el cual es otro de los compuestos
importantes para predecir el deterioro de los alimentos (Figura 3.8).

Como se mencioné anteriormente, durante las primeras horas después de
incubacion a temperatura ambiente, los andlisis de las muestras no demostraron
indicios de compuestos atribuibles al deterioro. Una de las razones podria deberse a
gue los microorganismos presentes tienen baja viabilidad o se encuentran en
proceso adaptativo en esas etapas del deterioro, por lo cual no estan activos
metabdlicamente (Huss, 1998).

Asimismo, podria deberse a que los microorganismos requieren un mayor tiempo de
activacion al estar en estado latente durante el tiempo de almacenamiento a bajas
temperaturas (Huss, 1999) o tal vez a que existe una baja densidad microbiana por lo
cual la actividad de descarboxilacion de los aminoacidos para la producciéon de las

aminas biogénicas volatiles no se ve reflejada.
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Figura 3.8 Perfiles cromatograficos de muestras de pulpo en deterioro.
Compuestos identificados con la fiora PDMS 100 um apolar a los 21
dias de almacenamiento y 24 horas a temperatura ambiente
identificando isopropilamina.

Para el estudio de la composicion de la fraccion volatil del pulpo mediante
microextraccion se requirio cantidades pequefias de muestra, minima manipulacion y
corto tiempo de andlisis, lo cual puede ser de gran utilidad como herramienta de
diagndstico para las empresas de alimentos carnicos ya que en poco tiempo se pudo
conocer la calidad del alimento (5 h) a diferencia de otros métodos que requieren
mayor tiempo (hasta 24 h) y a una mayor manipulacién de la muestra. Este método
permite diagnosticar en forma rapida la calidad de los alimentos, lo cual es de gran
utilidad para las empresas ya que los resultados rapidos permiten conocer la calidad
del alimento antes de ser aceptado para su comercializacion.

Se estandariz6 un método analitico para la extraccion y determinacion de los
compuestos volatiles asociados al deterioro del pulpo a través del uso de las fibras
PDMS y PDMS/DVB para SPME. El uso de ambas fibras permitio extraer e identificar
un mayor nimero de compuestos en funcion de su polaridad y afinidad a las fibras.

Asi, ciertos compuestos asociados al deterioro de los mariscos fueron detectados
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solamente con la fibora PDMS y otros con la fiora PDMS/DVB. Se identificaron 11
compuestos involucrados en el deterioro del pulpo, de los cuales, los mas
importantes fueron las aminas biogénicas dimetilamina, isopropilamina y TMA. Asi
mismo, se detecto la presencia de acido acético el cual es un indicador en las etapas
tempranas del deterioro, otros compuestos identificados fueron acidos grasos que
son parte de los compuestos volatiles totales presente en las muestras de pulpo
analizadas.

Este método de andlisis de los compuestos volatiles puede ser aplicado con éxito
para indicar el grado de deterioro en pulpo y otros alimentos de origen marino, a
travées de la deteccion de compuestos marcadores de deterioro tales como las

aminas biogénica.

3.3 Evaluacion de la fraccion volatil de pulpo dura  nte su almacenamiento a - 5
°Cy-20°C

En la tabla 3.6 se presentan los resultados del nUmero de compuestos volatiles
totales obtenidos del analisis de CG-EM, a fin de saber que cuales estan presentes
en las muestras de pulpo antes del deterioro, se realizo el andlisis al dia cero, esto
permitié saber el tipo de compuestos que estan presentandose durante el deterioro y
sirvid como referencia para determinar los que estan apareciendo cuando esta
deteriorando las muestras. En el dia cero entre los compuestos volatiles que se
encontraron ninguno corresponde a los reportados como marcadores de deterioro, se
observaron 23 elementos en la fraccion voléatil con la fibora PDMS y 30 con la fibra
PDMS/DVB, siendo con esta segunda fibra la que mayor nimero de compuestos se
observaron en el cromatograma en este punto de analisis. (Datos no presentados).
En el andlisis cromatografico realizado a las muestras con 8 dias de almacenamiento
a - 5 °C, se detectaron 40 compuestos volatiles, en tanto que las muestras
almacenadas a - 20 °C fueron 25 compuestos volatiles los encontrados usando la
fiora PDMS (Tabla 3.6). En el andlisis con la fiora PDMS/DVB se observaron en los
cromatogramas el mismo nimero de compuestos volatiles en ambas temperaturas
de almacenamiento usadas, los cuales ninguno de ellos han sido reportados como

marcadores de deterioro en alimentos.
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Tabla 3.6 Numero de Compuestos volatiles totales identificados en muestras de
pulpo durante su almacenamiento a temperaturas de congelacion

Dia de Temperatura -5 °C Temperatura - 20 °C
muestreo
PDMS PDMS/DVB PDMS PDMS/DVB
0 (antes de 23 30
congelar)
8 40 30 25 30
30 68 43 45 37
60 65 58 33 54
90 74 68 37 72
120 83 93 43 85
2 anos 41 64

En el analisis cromatografico realizado a las muestras con 30 dias de
almacenamiento a - 5 °C, se observé la presencia de 68 compuestos volatiles, en
tanto que las muestras almacenadas a - 20 °C se observaron en el cromatograma 45
usando la fibora PDMS (Tabla 3.6). Para el analisis con la PDMS/DVB se observé la
presencia de 43 compuestos volétiles a - 5 °C y 37 a - 20 °C (Tabla 3.6), los
compuestos volatiles presentes en este punto de muestreo con ambas fibras en las
dos temperaturas de almacenamiento no son los reportados como marcadores de
deterioro en alimentos. Es importante notar que a la temperatura de - 5 °C se
observé en el cromatograma un mayor numero volatiles presentes con ambas fibras,
lo cual podria estar indicando que a esta temperatura la formacion de los voléatiles se
favorece.

En el andlisis cromatografico realizado a las muestras con 60 dias de
almacenamiento a - 5 °C, se observo la presencia de 65 compuestos en la fraccion
volatil, en tanto que en las muestras almacenadas a - 20 °C se observaron 33
usando la fibora PDMS (Tabla 3.6). Para el analisis con la fiora PDMS/DVB se
observaron 58 compuestos volatiles a - 5 °C y 54 a - 20 °C (Tabla 3.6). Los
compuestos volatiles presentes en los cromatogramas en este punto de muestreo en
las condiciones analizadas a las dos temperaturas de almacenamiento no
corresponden a compuestos reportados como marcadores de deterioro en alimentos.

Es importante notar que a - 5 °C se observaron mayor nimero de compuestos
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volatiles con ambas fibras y a - 20 °C con la fibora PDMS se observo en los
cromatogramas un menor niamero de compuestos. Es de notar que a - 5 °C fue la
condicion en la cual se observaron en los cromatogramas el mayor nimero de
compuestos volatiles con ambas fibras (Tabla 3.6).

En el andlisis cromatografico realizado a las muestras con 90 dias de
almacenamiento a - 5 °C, se observaron 74 compuestos volatiles, en tanto que las
muestras almacenadas a - 20 °C se observaron 37 usando la fibora PDMS (Tabla 3.6).
Para el andlisis con la fibora PDMS/DVB, observaron 68 compuestos volétiles a - 5 °C
y 72 a - 20 °C (Tabla 3.6). En los compuestos presentes en este punto de muestreo
con ambas fibras en las dos temperaturas de almacenamiento solo el acido acético
esta reportado como marcador de deterioro en alimentos (Figura 3.9). En sardinas y
pescados con pH menores a 6.0; se ha reportado que bacterias de los géneros de
Pseudomonas, Acinetobacter y Moraxella producen acido acético y acido butirico
(Nishikawa et al., 2012). En este estudio fue posible identificar solo &cido acético,
esto indica la posible presencia de alguno de estos géneros en las muestras de pulpo
analizadas.

Es importante notar que a - 5 °C se observaron en los cromatogramas un mayor
namero de compuestos volatiles con la fibra PDMS, en tanto que a - 20 °C se
observaron en los cromatogramas un mayor niumero de compuestos con la fibra
PDMS/DVB. Es de notar que a - 20 °C fue la condicion en la cual se presentaron el
menor niumero de compuestos con la fibora PDMS (Tabla 3.6). Una de las razones en
la variacion de la identificacion de los compuestos volatiles podria ser que acorde
pasa el tiempo de almacenamiento, la poblacién de los microorganismos presentes
varia y con ello se da los cambios de los perfiles de los compuestos volatiles
generados por el metabolismo de los microorganismos presentes; otra razén podria
ser que al inicio del analisis, la presencia de microorganismos sea baja y con el paso
del tiempo se incrementa a la temperatura que lo favorece. Cabe mencionar que en
analisis moleculares realizados en el presente estudio, en el dia 90 de muestreo se
identific6 la presencia de Shewanella putrefaciens a la temperatura de - 5 °C

(Carballo-Bautista 2013 datos no publicados), se conoce que este microorganismo es
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causante de deterioro y como parte de su metabolismo es capaz de producir ciertas
cantidades de compuestos deteriorativos.

En el andlisis cromatografico realizado a las muestras con 120 dias de
almacenamiento a - 5 °C, se observaron 83 compuestos volatiles, en tanto que las
muestras almacenadas a - 20 °C fueron 43 usando la fibra PDMS (Tabla 3.6). Para el
analisis con la fiora PDMS/DVB detectaron 43 compuestos volatilesa-5°Cy 85 a -
20 °C (Tabla 3.6), los compuestos observados en este punto de muestreo con ambas
fibras en las dos temperaturas de almacenamiento solo &cido acético esta reportado
como marcador de deterioro en alimentos (Figura 3.10), el acido acético fue
identificado en otro estudio realizado en el presente trabajo en muestras de pulpo
deterioradas (Carballo-Bautista, et al., 2013; en prensa). Es importante notar que a -
5°Cy - 20 °C se identificaron mayor nimero de compuestos con la fiora PDMS/DVB.
Es de notar que a - 20 °C fue la condicion en la cual se observaron en los
cromatogramas el menor nimero de compuestos volatiles con la fiora PDMS (Tabla
3.6). Esto indica que el perfil de los compuestos volatiles en este punto de muestreo
tiene mayor afinidad por la fibora PDMS/DVB en ambas temperaturas. Asi mismo,
para este punto de muestreo en el andlisis molecular se identific la presencia de
Shewanella putrefaciens a la temperatura de - 5 °C.

En el analisis cromatografico realizado a las muestras con 2 afios de
almacenamiento a - 20 °C con la fiora PDMS se observé la presencia de 41
compuestos voldtiles totales y con la fiora PDMS/DVB se observaron 64 en el
cromatograma (Tabla 3.6), siendo solo acido acético el Unico compuesto identificado
con ambas fibras reportado como marcador de deterioro (Figura 3.11).

En el presente estudio, el andlisis por CG-EM de las muestras evaluadas se
identificaron en las muestras de pulpo, la presencia de acido acético hasta el dia 90,
120 y 2 afios de almacenamiento a - 5 °C y - 20 °C, no presentando evidencias de
deterioro severo, ya que el acido acético es un compuesto que se presenta en las
primeras etapas deteriorativas de los alimentos de origen marino. Esto indica que en
ambas condiciones de temperatura, es posible almacenar las muestras hasta por un

periodo de 90 dias y a - 20 °C por un periodo de hasta 2 afios sin que en éstas se
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identifiquen compuestos trazadores de deterioro como la dimetilamina, TMA e
isopropilamina, los cuales son reportados como causantes de pérdida de calidad de
los alimentos y causan enfermedades en los seres humanos.

Mediante el método establecido, microextraccion en fase solida en el espacio
cabeza, se establecieron las condiciones con las cuales se identificaron los
compuestos volatiles totales presentes durante la etapa de deterioro en pulpo O.
maya, utilizando dos fibras de diferente polaridad; este método analitico permitid la
determinacion simultanea de los compuestos volatiles totales. Los resultados
mostrados en este estudio, constituyen los primeros datos sobre el perfil
cromatogréafico de los compuestos volétiles totales en muestras de pulpo durante el
curso temporal del proceso de deterioro.

Los compuestos volatiles totales son determinantes para conocer la buena calidad de
los productos marinos; estos compuestos pueden evidenciar el grado de deterioro de
las muestras evaluadas (Huss, 1999); por lo tanto, estos estudios podrian ayudar a
enfocar futuros estudios para identificar en una forma répida y eficiente los
compuestos volatiles que participen directamente en el deterioro y contribuyan a su
alteracion, los cuales puedan representar un riesgo para la salud de los

consumidores al no ser un alimento inocuo.
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Figura 3.9 Cromatograma de los compuestos volatiles de pulpo almacenado por 90 dias -5 °C.
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Figura 3.10 Cromatograma de los compuestos volatiles de pulpo almacenado por 120 dias -20 °C.
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Figura 3.11 Cromatograma de los compuestos volétiles de pulpo almacenado por 2 afios a - 20 °C.

66



CAPITULO I

3.4 Estandarizacion de métodos de la PCR y de extra  ccion de mADN

A) Amplificacidon de la reaccion en cadena de la pol  imerasa (PCR) en bacterias
aisladas de pulpo

Se realizé un andlisis de los iniciadores universales con la ayuda del software
bioinformatico GENE RUNER (Tabla 3.7), con el fin de obtener las temperaturas
medias (Tm) de alineamiento, de los iniciadores en la reaccion en cadena de la

polimerasa (PCR), debido que la temperatura 6ptima de la reaccion es un paso

critico para el éxito de la misma.

Tabla 3.7. Temperaturas 6ptimas de los iniciadores.

Nombre Secuencia *Tm Gradiente de
iniciadores alineamiento temperaturas
DG74 5"-AGGAGGTGATCCAACCGAA-3 55-63°C 52-62 °C
RWO01 5"-AACTGGAGGAAGGTGGGGAT-3 59-53 °C

PLK1 5'-TACGGGAGGCAGCAG-3 55-63°C 50-55 °C
PLK2 5-TATTAC CGC GGC GGCTGC T-3' 59-53 °C

UnilF 5-AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3’ 55°C- 47 °C

UnilR 5- TACGGYTACCTTGTTACGACTT-3 59°C-51°C

Uni2F 5-AGAGTTTGATYMTGGCTC-3/, 59-48 °C 50-55°C
Uni2R 5-CAKAAAGGAGGTGATCC-3' 52-45 °C

*Tm. Temperatura media de alineamiento de los iniciadores.

Las temperaturas obtenidas para los iniciadores se encuentran en un rango de 50 a
62 °C (Tabla 3.7); para amplificar los fragmentos del gen 16S rRNA por PCR. Se
realizé un gradiente a fin de obtener la temperatura optima de los iniciadores DG74 y
RWO01, los cuales son especificos para bacterias, usando como templado de la
reaccion ADN genomico de la cepa Pseudomonas stutzeri aislada de pulpo, el
gradiente de temperatura fue entre 53 a 59 °C; posteriormente, 8 pl del producto de
la reaccion de PCR conteniendo el fragmento del gen 16S rRNA se fracciond por
electroforesis en un gel de agarosa al 0.8 % (Figura 3.12), lo cual permitié visualizar
una banda Unica de aproximadamente 200 pb, estos productos del gen 16S rRNA
obtenidos indican que se tiene mayor especificidad en las temperaturas de 53 y 54.5
°C (carriles C1 y C2); por ello se obtiene mayor producto de amplificacién (como lo

indica la flecha Figura 3.12).
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Figura 3.12 Electroforesis de PCR usando iniciadores DG74 y RWO1
obtenidos con gradiente de temperatura de alineamiento. MM,
marcador de ADN; C1 alineamiento a 53 °C; C2 alineamiento a 54.5, C3
alineamiento a 55.2°C; C4 alineamiento a 56.6 °C; C5 alineamiento a 57.8 °C;
C6 alineamiento a 59 °C.

Para las temperaturas de entre 55 °C hasta 59 °C, los productos del gen 16S rRNA
obtenidos fueron bandas Unicas de aproximadamente 200 pb pero en menor
concentracion, esto indica que en estas temperaturas el alineamiento de los
iniciadores no es favorable para obtener un mayor producto de PCR.

Este juego de iniciadores DG74 y RWO01 permitié amplificar un fragmento de 187 pb
del gen 16S rRNA de bacterias Gran positivas y Gran negativas de acuerdo a los
estudios realizados en muestras de filetes de pescado por( Lee y Levin, 2006), donde
reportan la temperatura de alineamiento de los iniciadores a 55 °C; sin embargo, en
el andlisis realizado en el laboratorio se obtuvo una menor cantidad de productos de
PCR a las temperaturas de 55.2 °C (C3), 56.6 °C (C4), 57.8 °C (56), 59 °C (C6), en
relacion a las temperaturas de 53 °C y 54.5 °C; esto indica que temperaturas

menores a 55 °C son adecuadas para obtener mayor amplificado de PCR.
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Se realizé una PCR para obtener un fragmento de aproximadamente 370 pb del gen
16S rRNA utilizando los iniciadores PLK1 y PLK2 y ADN gendémico de la cepa de
Pseudomonas stutzeri como templado en la reaccién, utilizando la temperatura de
alineamiento de 53 °C, al producto obtenido se le realiz6é una electroforesis en un gel

de agarosa (Figura 3.13).
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Figura 3.13 Electroforesis en gel de agarosa al 1.2 % de productos de PCR
obtenido con temperatura de alineamiento de 53 °C wusando
iniciadores PLK1 y PLK2. MM: escalera de ADN de 100 pb; C1: producto
de PCR alineado a 53 °C.

En este trabajo modificando las condiciones de la PCR utilizando estos iniciadores a
una temperatura de 52 °C, se obtuvo una mayor cantidad del producto de PCR de
aproximadamente 370 pb que es del mismo tamafio al reportado por Lee y Levin
(2006).

Se realiz6 una PCR para obtener un fragmento de aproximadamente 1650 pb del
gen 16S rRNA utilizando los iniciadores UnilF- UnilR y Uni2F- Uni2R y ADN
gendémico de la cepa de Pseudomonas stutzeri como templado en la reaccion,
utilizando la temperatura de alineamiento de 53 °C. A los productos de PCR
obtenidos, se les realizd una electroforesis en gel de agarosa, en la cual se puede
observar que los iniciadores UnilF, UnilR a esta temperatura amplificaron un
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fragmento Unico e intenso de 1650 pb como se ve en C2 (Figura 3.14), los
iniciadores Uni2F- Uni2R amplificaron un fragmento de 1650 pb con menor

intensidad como se ve en C3 (Figura 3.14).
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Figura 3.14 Electroforesis de productos de PCR obtenido con una
temperatura de alineamiento de 53 °C usando iniciadores UnilF,
UnilR y Uni2F, Uni2R. C1: escalera de ADN de 1 kb; C2: producto de PCR
alineado a 53 °C con los iniciadores UnilF y UnilR; C3: producto de PCR
alineado a 53 °C con los iniciadores Uni2F y Uni2R.

En otros estudios se reportaron el uso de estos iniciadores identificando
microorganismos de los géneros Staphylococcus, Coxiella, Rickettsia, Clostridium,
Neisseria, Mycobacterium, Bilophila, Eubacterium, Fusobacterium, Lactobacillus y de
la familia Enterobacteriaceae, las condiciones de temperatura de alineamiento fueron
de 55 °C, con un tiempo de extension de 2.5 min y un producto de PCR de 1650 pb
(Wilson et al.1990). Las condiciones obtenidas en laboratorio por nuestro grupo de
trabajo indicaron que la mejor temperatura fue de 53 °C y el tiempo de extension de

50 s; esto indica que se logré obtener una mayor eficiencia en los productos
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amplificados con una menor temperatura y un menor tiempo de extension, teniendo
el conocimiento de las especificaciones de la tag polimerasa que adiciona 1000 pb
por min y se obtuvieron fragmentos del gen 16S rRNA de 1650 pb en 50 s, la
reaccion de PCR fue eficiente con las condiciones obtenidas para los iniciadores
UnilF- UnilR.

Con el juego de iniciadores Uni2F y Uni2R correspondientes al carril C3 (Figura
3.14), se observd una banda uUnica amplificada de baja concentracion, esto podria
deberse a que la temperatura de alineamiento no es la 6ptima y por ello el producto
de PCR obtenido es de menor concentracion a lo esperado, por lo cual se realizo una
siguiente reacciéon de amplificacion a fin de obtener la condicibn Optima que
incrementara la concentracién del producto esperado.

Se realiz6 un Touchdown (decrementos de temperatura de alineamiento graduales),
para mejorar el rendimiento y concentracion del producto de PCR del gen 16S rRNA
de 1650 pb, utilizando los iniciadores Uni2F y Uni2R, usando una temperatura de
alineamiento inicial de 62 °C hasta alcanzar 55 °C al final del Touchdown cuando se
concluyen 15 ciclos; posteriormente, se utiliza 54 °C como temperatura de
alineamiento en el paso 2 del Touchdown por 17 ciclos de la reaccion al final de la
PCR. El producto de la reaccion de PCR se fraccioné por electroforesis en un gel de
agarosa, esto permitié visualizar una banda Unica y con mayor concentracion en el
carril C1 (Figura 3.15), obteniéndose asi las condiciones de amplificacion 6ptimas.
Utilizando estos iniciadores Wilson et al. (1990) obtuvieron un fragmento de

aproximadamente 1650 pb en microorganismos de diferentes géneros.

En el presente trabajo, se lograron estandarizar las concentraciones de la mezcla de
PCR y condiciones de alineamiento de los diferentes iniciadores utilizados que
permitieron amplificar un fragmento del gen 16S rRNA de algunas cepas que

posteriormente se enviaron a secuenciar para conocer la identidad.
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Figura 3.15 Productos de PCR obtenido por Touchdown a una temperatura
de alineamiento de 62-55 °C usando iniciadores Uni2F, Uni2R. MM:
escalera de ADN de 1 kb; C1: producto de PCR del gen 16S rRNA de
aproximadamente 1650 pb obtenido con los iniciadores Uni2F y Uni2R.

B) Condiciones de PCR de los iniciadores de ~ Salmonella

Entre los microorganismo que pueden causar deterioro en alimentos marinos se
reporta la presencia de Salmonella. En este estudio se realiz6 una reaccion de PCR
para la amplificacion de un fragmento de 940 pb del gen 16S rRNA con los
iniciadores especificos para Salmonella, a fin de encontrar la temperatura adecuada
de alineamiento para esta especie. Asi mismo, se utilizaron diferentes cepas
bacterianas para verificar la especificidad de los iniciadores, obteniéndose un
fragmento solo en la PCR donde se utiliz6 como templado ADN gendmico de la cepa
de Salmonella (Figura 3.16), en el carril C2 el producto de amplificacion de control
positivo de una cepa de Salmonella, y en los carriles C3 (Pseudomonas stutzeri), C4
(Psychrobacter sp.) y C5 (Acinetobacter baumannii). Este resultado indicé que la
temperatura de alineamiento utilizada fue la 6éptima y que los iniciadores usados son
especificos para Salmonella, ya que solo amplificé un fragmento del gen 16S rRNA

en el control positivo (C2) y no amplificé ningun fragmento del gen 16S rRNA de las
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demas cepas utilizadas como controles de los iniciadores (C3 a C5). Por lo tanto, es
alto el grado de confiabilidad de estos iniciadores en la identificacion de Salmonella;
dichos iniciadores pueden servir para establecer diagndstico rapido y confiable en la
identificacion de Salmonella en alimentos.
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Figura 3.16 Amplificacion por PCR utilizando iniciadores especificos para
Salmonella. C1: marcador de ADN; C2: PCR control positivo de Salmonella;
C3, PCR de la cepa PH105 control negativo; C4: PCR de la cepa PNH102
control negativo; C5, PCR de la cepa PH108 control negativo.

Usando estos iniciadores, se reportd la amplificacion de un fragmento de 940 pb de
cepas de Salmonella aisladas de diferentes alimentos carnicos y frutas como
manzana, verificando en el mismo andlisis la alta especificidad de dichos iniciadores
al probar los iniciadores con cepas de Shigella flexneri, Salmonella enterica serotipo
Typhimurium y Listeria monocytogenes, amplificando un fragmento solo en la cepa
de Salmonella (Lampel et al., 2000).
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En muestras de alimentos analizadas se reportd la alta sensibilidad de la PCR para
identificaciéon de Salmonella, obteniendo una alta especificidad de los iniciadores
usados (Espinosa et al., 2007).

En el presente estudio se encontraron las condiciones éptimas de amplificacion de la
PCR y alineamiento de los iniciadores especificos para Salmonella, por lo que dichas

condiciones estan sirviendo para el analisis de las muestras del metagenoma en

pulpo.
C) Extraccion de ADN metagendémico (mADN)

En la reaccion de PCR es importante contar con ADN de buena calidad libre de
impurezas; por lo tanto, se usaron dos protocolos de extraccion de ADN. La
extraccion de ADN comprende dos pasos fundamentales: A)- Lisis celular; es la
ruptura de la membrana y la pared celular liberando los &cidos nucleicos contenidos
en la célula y B)- Purificacion posterior de los &cidos nucleicos, que es la eliminacion
de los componentes celulares, su contenido como son las proteinas, lipidos y
carbohidratos. Se implementé la técnica de extraccion de mADN, utilizando el
protocolo de Fonnesbech (1997), el de Camacho-Villasana (2002) y el de Camacho-
Villasana (2002), combinado con Fonnesbech (1997) modificado en laboratorio 2010
para obtener mADN de mejor calidad, posterior a la purificacion de los &acidos
nucleicos se realizo la electroforesis en geles de agarosa, observando un mADN de
buena calidad. (Figura 3.17),

Los resultados de este analisis permite contar con dos protocolos con los cuales se
puede extraer mADN de buena calidad, con el protocolo de Fonnesbech se obtuvo
mMADN de buena calidad (Figura 3.17 C1); asi mismo, se observé que la adicion de
acetato de potasio en la etapa de precipitacion con isopropanol a - 20 °C en el
protocolo de Fonnesbech modificado en 2010 permitié obtener una mayor cantidad
mADN, con mejor calidad ya que el pellet fue méas limpio (Figura 3.17 C2), el mADN
obtenido se utilizé para realizar las reacciones de PCR.

Por otra parte, con el protocolo de Camacho-Villasana (2002), el rendimiento de la
purificacion de los &cidos nucleicos no fue eficiente por la baja cantidad de mADN

obtenido (Figura 3.17 C3). La combinacion del protocolo de Camacho-Villasana y
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Fonnesbech, con las modificaciones molares de los buffers, la adicion de un paso de
precipitacién con citrato de sodio (NaH; (CsHsO (COO)3), NaCl y posteriormente una
re precipitacion con LiCl 4 M se purifico y recuper6 mADN de buena calidad,
obteniendo un pellet libre de impurezas (Figura 3.17 C4). Posteriormente se realizd

una electroforesis a fin de verificar la integridad del mADN (Figura 3.17).

Figura 3.17 Extraccion de mADN. MM: marcador de ADN; C1: mADN método
Fonnesbech; C2, mADN método Fonnesbech modificado; C3: mADN método
Camacho-Villasana; C4, mADN método Camacho-Villasana-Fonnesbech.

Algunos reportes, indican que se debe dar mayor importancia al uso de métodos de
extraccion, que permitan la recuperacion de los acidos nucleicos con una alta calidad
y condiciones con el fin de obtener los productos de PCR con una mayor
especificidad, antes de llevar a cabo una investigacidon sobre el estudio de
comunidades bacterianas en un nuevo habitat, cuando se utilizan los métodos
moleculares para identificacién de microrganismos o diferentes estudio como arboles

filogenéticos (Lou et al., 2007).
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En nuestro estudio se logré establecer dos protocolos de extraccion y purificacion de
ADN gendmico y ADN metagendémico de bacterias, los cuales fueron usados con

éxito para la purificacion del mADN de las muestras inducidas de deterioro en pulpo.

3.5 Identificacion de bacterias a partir del gen 16 S rRNA

Por métodos moleculares se identificaron las cepas aisladas; usando los iniciadores
universales UNI1F y UNI1R, se realizé la amplificacion de fragmentos del gen 16S
rRNA. Las cepas analizadas son las siguientes PNH102, PH 105, PNH 108 y la
NH110 obteniéndose productos de PCR de 1650 pb (Figura 3.18). Dichos productos
de PCR fueron purificados para eliminar los residuos de la reaccion de PCR que
podrian interferir con la secuenciacion de los mismos y se enviaron a secuenciar. La
alta fidelidad en la identificacion de los microorganismos para la clasificacion a nivel
de género y especie, a partir de un fragmento de 1650 pb. Requiere la secuenciacion
de sentido y antisentido, ya que se conoce que la fidelidad de la secuenciacion es
confiable hasta cerca de los 700 pares de bases, se secuenciaron ambos sentidos de
los productos de PCR del gen 16S rRNA obtenidos.
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Figura 3.18 Amplificacion por PCR a partir de bacterias psicroéfilas con
iniciadores UnilF, UnilR. MM: marcador de ADN; C1l: PCR de la cepa
PH110; C2, PCR de la cepa PNH105; C3: PCR de la cepa PH102; C4, PCR
de la cepa PH108.
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Los alineamientos permitieron identificar el género y especie de las cepas enviadas a
secuenciar el gen 16S rRNA. En la tabla 3.8 se presentan los géneros de las 10
cepas secuenciadas y publicadas en la base de datos internacional GenBank. En el
Anexo B1 se presenta un alineamiento con la cepa PH105, la cual aline6 en un 95 %
de similitud con Pseudomonas stutzeri. Las cepas que fueron aisladas de muestras
de pulpo presentan entre el 93 al 98 % de similitud con diferentes géneros. En el

Anexo B2 se presentan las secuencias de cada una de estas cepas.

Tabla 3.8 Géneros de las cepas secuenciadas y publicadas en la base de datos
internacional Genbank http://blast.nbci.nim.nih.gov/blast.cqi.

Accesion Nombre Pb Geénero y especie % similitud
HQ686271 CL101 1321 Flavobacteriaceae bacterium 97
Bankit CL103 1090 Acinetobacter baumannii 87
1411389

HQ686270 CL106 1364 Acinetobacter baumannii 98
HQ686278 CLM107 1375 Enterobacter cloacae 99
HQ686273 CL108 1320 Klebsiella pneumoniae 98
HQ686274 CL110 1371 Psychrobacter cryohalolentis 96
HQ686275 PH105 1304 Pseudomonas stutzeri 95
HQ686277 PH108 1366 Acinetobacter baumannii 98
HQ686276 PNH102 1358 Psychrobacter sp. 98
Bankit PNH110 1027 Pseudomonas stutzeri 96
1412173

Los resultados obtenidos en este estudio de las bacterias aisladas de pulpo son
similares con estudios previos realizados en pulpo, en los cuales se reporta que la
comunidad bacteriana estd compuesta en su mayoria por Psychrobacter sp,
Pseudomonas sp, Shewanella putrefaciens, Enterobacteriaceae y Flavobacterium
(Cruz-Leyva et al., 2010). En otro trabajo previo realizado en sedimentos marinos, se
identificaron y aislaron cepas de la familia Flavobacteriaceae (Olivera et al., 2007).
Una razdén de encontrar esta especie de bacterias en muestras de pulpo podria ser
porque en su habitat natural el pulpo mantiene constante contacto con sedimentos
marinos. En el presente estudio, se aislo e identificé una cepa de Acinetobacter
baumannii usando la secuenciacion del gen 16S rRNA. Resultados similares fueron

obtenidos en estudios realizados en pescado, reportando que esta bacteria es
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productora de histamina, amina biogenica involucrada en deterioro (Hwi-Chang et al.,
2010).

Los iniciadores universales y las temperaturas de alineamiento fueron las
condiciones idéneas para lograr identificar microorganismos de diferentes géneros y
especies, indicando que estos iniciadores pueden ser utilizados para identificar

microorganismos de un amplio espectro de géneros posibles.

3.6 Identificacion de microorganismos aislados de p ulpo en deterioro por PCR

A) Analisis de los microorganismos presuntivamente Vibrio

Para hacer la identificaciéon molecular de los microorganismos presuntivamente Vibrio
aislados durante el almacenamiento del pulpo en congelacién, se extrajo el ADN de
acuerdo al protocolo de Fonnesbech (1997), modificado en las etapas previas a la
purificacion de los &cidos nucleicos. Las muestras obtenidas demostraron la
obtencion y recuperacion de un ADN de buena calidad (Figura 3.19), se observé el
ADN gendmico de las cepas presuntivamente Vibrio, en un gel de agarosa en el cual
se verificé su integridad. Los carriles C1 a C6, corresponden a las cepas aisladas a -
5 °C, los carriles C7 a C12 corresponde a las cepas aisladas a - 20 °C. Con este
protocolo se extrajo el ADN de todas las cepas en forma eficiente; esto indica que es

un protocolo idéneo para la extraccion del ADN genémico de bacterias.

Figura 3.19 Electroforesis de ADN purificado de cepas presuntivamente
Vibrio. Los carriles C1 al C6, corresponden a cepas aisladas a - 5 °C, en los
carriles C7 al C12 corresponde a cepas aisladas a - 20 °C.
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La amplificacion del gen 16S ribosomal de las cepas presuntivamente Vibrio se
realizd6 con iniciadores universales, las condiciones de amplificacion de los
iniciadores UnilF y Uni 1R fueron previamente estandarizados en el laboratorio,
(Carballo-Bautista et al., datos no publicados), 5 pl de los productos de PCR de cada
cepa fueron visualizados por electroforesis en un gel de agarosa de 1.2 % (Figura
3.20), la banda obtenida fue de 1650 pb, la amplificacion fue especifica por la
obtencion de solo una banda, lo cual indica la alta especificidad de los iniciadores al
alinearse con el templado del ADN. El carril MM corresponde a los marcadores de
peso molecular de 1 Kb, los carriles C1 al C6, corresponden a los productos de PCR
de las cepas aisladas a - 5 °C, los carriles C7 al C12 corresponden a los productos
de PCR de las cepas aisladas a - 20 °C, estos productos de PCR fueron purificados y

enviados a secuenciar para obtener la identidad de estas cepas.
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Figura 3.20 Electroforesis de los productos de PCR de 1650 pb
obtenidos con los iniciadores UnilF y UnilR del gen 16S ribosomal
de las cepas presuntivamente Vibrio. En cada carril fueron cargados 5 pl
de los productos de PCR, MM, marcadores de peso molecular de 1Kb, en los
carriles C1 al C6, corresponden a productos de PCR de cepas aisladas a -5
°C, los carriles C7 al C12 corresponden a productos de PCR de cepas
aisladas a - 20 °C.
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B) Andlisis de los microorganismos presuntivamente Pseudomonas

Se realizd la electroforesis del ADN gendmico extraido de las cepas aisladas
presuntivamente Pseudomonas con medio selectivo en un gel de agarosa para
verificar su integridad (Figura 3.21); dicha electroforesis muestra que los productos
obtenidos son de buena calidad; sin embargo, en las 3 primeras muestras (C1 a C3),
se obtuvo una mayor cantidad de ADN, ya que la banda observada fue de mayor
intensidad; dichas muestras fueron usadas como templados para la identificacion de

las bacterias aisladas por PCR.
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Figura 3.21 Anélisis de electroforesis del ADN de las cepas
presuntivamente Pseudomonas. Los carriles C1 al C4, corresponden a
cepas aisladas a - 5 °C; los carriles C5 al C7 corresponde a cepas aisladas a -
20 °C.

La amplificacién del gen 16S ribosomal de las cepas aisladas con medio selectivo se

realizd con iniciadores universales UnilF y Uni 1R, los productos de PCR obtenidos

con las 7 cepas fueron fragmentados por electroforesis en un gel de agarosa del 1.2

% visualizadas con luz UV (Figura 3.22), la banda obtenida fue de 1650 pb. El carril

MM corresponde a los marcadores de peso molecular de 1 Kb, los carriles C1 al C4,

corresponden a los productos de PCR de las cepas aisladas a - 5 °C, los carriles C5

al C7 corresponden a los productos de PCR de las cepas aisladas a - 20 °C, estos
productos de PCR fueron purificados y enviados a secuenciar para obtener la
identidad de estas bacterias.
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Figura 3.22 Electroforesis de los productos de PCR obtenidos con los
iniciadores UnilF y UnilR del gen 16S ribosomal de bacterias
presuntivamente Pseudomonas. MM, marcadores de peso molecular, en
los carriles C1 al C4, corresponden a cepas aisladas a - 5 °C, los carriles C5 al
C7 corresponden a cepas aisladas a - 20 °C.

Por medio del andlisis de las secuencias se identificaron a nivel de género y especie
los microrganismos y se publicaron en la base de datos internacional GenBank. Los

géneros de las 12 cepas enviadas a secuenciar se presentan en la tabla 3.9.

Tabla 3.9 Géneros de las cepas aisladas en medio selectivos para Vibrio

Clave Genero % de identidad
MACB201 Salmonella entérica 98
MACB202 Proteus mirabilis 99
MACB203 Proteus mirabilis 99
MACB204 Proteus mirabilis 97
MACB205 Proteus mirabilis 99
MACB206 Proteus mirabilis 98
MACB207 Proteus mirabilis 99
MACB208 Shigella flexieri 98
MACB210 Enterobacter aerogenes 98
MACB211 Bacilus subtilis 98
MACB213 Staphylococcus aureus 98
MACB214 Enterococcus casseliflavus 97

Estas secuencias presentan entre el 97 al 99 % de identidad con diferentes géneros
y ninguna de las cepas corresponde al género Vibrio como se esperaba, el 50 % de

las cepas tuvieron una identidad con el género Proteus mirabilis, también se
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identific6 una cepas de Salmonella entérica, una de Shigella flexini y una de
Staphylococcus aureus, la mayoria de estos microorganismos estan reportados
como causantes de enfermedades transmitidas por los alimentos.

Los resultados de las secuencias de las cepas de Pseudomonas confirmaron la
identidad de la cepa MACB101 la cual se aislo en el tiempo 0, el 42% de las demas
cepas pertenecen al género Klebsiella pneumoniae y el otro 42 % a Klebsiella
oxytoca (Tabla 3.10). Los resultados bioinformaticos fueron sometidos a la base de
datos de secuencias internacional NBCI para su publicacion.

Tabla 3.10 Géneros de las cepas aisladas en medio selectivo para Pseudomonas

Clave genero % de identidad
MACB101 Pseudomonas putida 99
MACB102 Klebsiella pneumoniae 97
MACB103 Klebsiella pneumoniae 97
MACB104 Klebsiella oxytoca 98
MACB105 Klebsiella oxytoca 99
MACB106 Klebsiella pneumoniae 98
MACB107 Klebsiella oxytoca 97

Los resultados de la secuenciacion indicaron la presencia de una variedad de
géneros presentes en las muestras de pulpo; asi mismo, evidencié que con los
medios selectivos usados se pueden aislar una variedad de microorganismos de
diferentes géneros, lo cual no los hace altamente especificos como lo estan
indicando los resultados moleculares. En el presente estudio se aislo y secuencio6 el
gen 16S rRNA de una cepa que resulto ser Pseudomonas putida, resultados
parecidos se obtuvieron en estudios realizados en trucha donde reporto la presencia
de Pseudomonas putida causando ulceraciones en el pescado (Altinok et al., 2006);
sin embargo, a pesar de ser una bacteria patdgena para el pescado; es de gran
interés industrial, ya que puede degradar compuestos aromaticos y xenobio6ticos. Por
otra parte, se reportd el aislamiento e identificacion de 6 aislados de Vibrio
alginolyticus en musculo de muestras de camaron (Chung-Hung et al.,, 2004). En
investigaciones realizadas en agua de mar usada para acuacultura en 5 de 20

muestras se detecto Vibrio alginolyticus (Hormansdorfer et al., 2000).
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En el presente estudio, en pulpo almacenado las cepas aisladas correspondieron a
Proteus mirabilis y Klebsiella pneumoniae, resultados parecidos se obtuvo en
muestras de pescado en otros estudios en el cual se identificaron diferentes
bacterias, Proteus mirabilis, Klebsiella pneumoniae, Citrobacter brackii, Citrobacter
freundii, Enterobacter sakazakii, Enterobacter cloacae, Vibrio cholerae, Proteus
vulgaris y Aeromonas hydrophila (Mhango et al., 2010). La presencia de diversas
bacterias entéricas indica el grado de contaminacion. Bacillus subtilis, Klebsiella
oxytoca, K. pneumoniae, Proteus mirabilis y Staphylococcus aureus son parte de los
microorganismos encontrados en el pulpo almacenado en el presente estudio y que
también se reportaron por Oladosu-Ajayi (2011), en sus resultados identificaron un
total de once microorganismos patdgenos y de importancia en deterioro se aislaron
en varios intervalos de muestras de peces, incluyendo Acinetobacter spp, Bacillus
subtilis, B. megaterium, Citrobacter freundii, Enterobacter cloacae, Escherichia coli,
Klebsiella oxytoca, K. pneumoniae, Proteus mirabilis, Lundensis Pseudomonas y
Staphylococcus aureus.

Se identificaron un total de 11 diferentes géneros de bacterias aisladas en pulpo
entre las cuales podemos mencionar Klebsiella oxytoca, K. pneumoniae, Proteus
mirabilis, Bacillus subtilis, Proteus mirabilis, Pseudomonas putida, Shigella flexieri,
Enterobacter aerogenes, Salmonella entérica, Staphylococcus aureus vy
Enterococcus casseliflavus. La mayoria de estas bacterias se reportan con cierta
frecuencia en alimentos de origen marino; algunos de los cuales son patégenos, por
lo cual es de gran importancia poder identificarlos con rapidez para poder mantener

los alimentos inocuos y evitar también su deterioro.

3.7 Analisis del metagenoma del pulpo en deterioro

Para la extraccion del ADN metagendémico (mMADN) de pulpo durante su proceso de
deterioro, se utilizé el protocolo de Fonesbech modificado en el laboratorio con el que
se obtuvo un ADN de buena calidad (Figura 3.23).
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En electroforesis se observdé un mADN de buena calidad que mantiene su integridad;
como puede observarse en todas las muestras se recuperd alta concentracion de
mADN, el carril C1 corresponde a la muestra del To correspondiente al dia de
muestreo, de C2 al C6 correspondiente a los muestreos del dia 8 al dia 120 de las
muestras almacenadas a - 5 °C, los carriles C7 al C11 correspondientes a los
muestreos del dia 8 al dia 120 de las muestras almacenadas a - 20 °C, las flechas
indican el incremento de dias transcurridos en los puntos de muestreo que fue del
dia 8 al dia 120.

Figura 3.23 Electroforesis del mADN de pulpo almacenadas durante su
deterioro. El carril C1 corresponde a la muestra del To que fue el
correspondiente al dia de muestreo, de C2 al C6, corresponde a las muestras
incubadas a - 5 °C, los carriles C7 al C11 son las muestras correspondientes a
-20°C.

A) Andlisis del metagenoma con iniciadores universa les

Se realizé la PCR mADN con iniciadores universales, los productos de 1600 pb
fueron los esperados, la electroforesis demostré6 amplificacion en todas las muestras
analizadas (Figura 3.24) en el carril CP, es una muestra utilizada como control
positivo de la reaccion de PCR, C1 corresponde al tiempo cero TO, de C2 al C6
corresponde a las muestras incubadas a - 5 °C, de C7 al C11 corresponde a las
muestras incubadas a - 20 °C.
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Figura 3.24 Electroforesis de productos de PCR de 1600 pb del mADN con
iniciadores universales de muestras de pulpo durante su deterioro.
En el carril CP, producto de PCR de una muestra control, C1 productos de
PCR corresponde a la muestra del To correspondiente al dia de muestreo, de
C2 alC6, Productos de PCR que corresponde a muestras incubadas a - 5 °C,
en los carriles C7 al C11 productos de PCR que corresponde a muestras
incubadas a - 20 °C.

B) Andlisis del metagenoma con iniciadores para Pseudomonas sp

En la (Figura 3.25) se presenta la electroforesis de los productos de PCR del anélisis
del MADN con iniciadores especificos Pseudomonas sp de las muestras de pulpo
evaluadas durante su deterioro en las dos condiciones de temperatura de - 5°C vy -
20 °C. En donde MM corresponde a los marcadores de peso molecular de 1Kb, Cp,
es control positivo de la reaccion de PCR usando como templado ADN gendémico de
Pseudomonas strutseri, C1 es la muestra en tiempo cero, en los carriles C2 a C6,
corresponden a las muestras incubadas a - 5 °C; en los carriles de C7 a C11 son
muestras incubadas a - 20 °C. La muestra de control positivo amplificé un fragmento
de 1600 pb, esto indica que la reaccién de PCR tiene la capacidad de amplificar; sin
embargo, en ninguna de las muestras analizadas del mMADN en ambas condiciones
fue posible obtener fragmentos esperados lo cual implica que no existe la presencia

de Pseudomonas en las muestras analizadas en este trabajo.
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Figura 3.25 Productos de PCR del mADN usando iniciadores especificos
de Pseudomonas sp., de las muestras de pulpo incubadas durante su
deterioro. En el carril CP, producto de PCR de una muestra control con
iniciadores universales, C1 productos de PCR corresponde a la muestra del
To, de C2 a C6, Productos de PCR de las muestras incubadas a - 5 °C, en los
carriles C7 a C11 productos de PCR de las muestras incubadas a - 20 °C.

C) Andlisis del metagenoma con iniciadores para Salmonella

En el andlisis del metagenoma de pulpo con iniciadores especificos de Salmonella,
los productos de PCR del gen 16S rRNA fueron separados por electroforesis (Figura
3.26), se puede observar que solo en los carriles correspondientes al control de
reaccion de PCR (CU) y control de la cepa de Salmonella (CS), se obtienen
productos esperados y en ninguna de las muestras analizadas del metagenoma (C2

a C11), se amplificaron productos de PCR con estos iniciadores especificos.

El carril MM corresponde a los marcadores de peso molecular, en el carril CU,
corresponde al control positivo de Salmonella amplificado con iniciadores
universales; se obtuvo un fragmento de 1600 pb, en el carril CS; control positivo de
Salmonella amplificado con iniciadores especificos de Salmonella, se obtuvo un
fragmento de 900 pb. En carril C1 corresponde a muestra en To; dia del muestreo,
en los carriles del C2 a C6 fueron muestras incubadas para deterioro a - 5 °C, en los

carriles C7 a C11 corresponde muestras incubadas a - 20 °C, no se amplifico
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productos de PCR en los diferentes dias de muestreo, lo cual indica que no existe la
presencia de Salmonella en las muestras analizadas en el trabajo, lo siendo esto
importante ya que este microorganismo es tanto deteriorativo como patdgeno para el
ser humano. Se aislo y secuencié una cepa de Salmonella entérica, esto podria estar
indicando que es minima la presencia de ADN de Salmonella entérica en el mADN

obtenido del pulpo en deterioro.
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Figura 3.26 Anédlisis de la PCR del mADN con iniciadores especificos de
Salmonella las muestras de pulpo incubadas durante su deterioro.
MM, marcadores de peso moléculas de 1 kb. En el carril CU, producto
de PCR de 1600 pb con iniciadores universales cepa control de Samonella;
CU, producto de PCR de 900 pb de la cepa control de Samonella con
iniciadores especificos, C1: muestra del To., de C2 a C6, productos de PCR
de muestras incubadas a - 5 °C; en los carriles C7 a C11, productos de PCR
de muestras incubadas a - 20 °C.

D) Andlisis del metagenoma con iniciadores para Shewanella putrefaciens

Amplificacion del gen 16S rRNA por PCR con iniciadores especificos para
Shewanella putrefaciens en muestras del metagenoma de pulpo en deterioro, en la
(Figura 3.27) se presenta la electroforesis realizada de los productos de PCR del gen
16s rRNA, el carril CP es el control positivo de reaccion de PCR con iniciadores
universales, en la cual se obtiene un fragmento de 1600 pb, de Cl1 al C6,
corresponde a las muestras incubadas a - 5 °C amplificados con los iniciadores

especificos, en los carriles C5 y C6 se obtuvo un fragmento de 1600 pb
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correspondiente al tamafio esperado de acuerdo a los andlisis bioinformaticos
realizados de la PCR in silico, lo cual confirma la presencia de Shewanella
putrefaciens en estos puntos de muestreo que corresponden al dia 90 y 120; en los
carriles C7al C11, corresponden a las muestras de - 20 °C; en dicha condicién no fue
posible obtener ningin producto de PCR, probablemente esta condicibn no sea
favorable al crecimiento de dicho microorganismo; por tal motivo, no fue posible
identificarlo; otra de las razones podria ser que en esta condicién tarde mas tiempo
en observarse la presencia de Shewanella putrefaciens o esta presente en

cantidades bajas que no fue posible detectar por la PCR.
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Figura 3.27 Electroforesis de los productos de PCR del gen 16S rRNA de
bacterias presentes en pulpo durante su deterioro con los iniciadores
especificos de Shewanella putrefaciens. En el carril CP, producto de PCR de
control con iniciadores universales, C1 productos de PCR la muestra del To,
de C2 al C6, Productos de PCR que corresponde a las muestras incubadas a -
5 °C, en los carriles C7 al C11, productos de PCR que corresponde a las
muestras incubadas a - 20 °C.

El pulpo es un producto perecedero que se conserva a temperaturas de refrigeracion
y congelacion; sin embargo esta descrito que el deterioro de estos productos
pesqueros es causado por accion microbiana de especies de Shewanella (Vogel et
al., 2005).

E) Andlisis del metagenoma con iniciadores para  Vibrio parahaemolyticus

La electroforesis realizada a los productos de PCR del gen 16S rRNA del mADN con

iniciadores especificos de Vibrio parahaemolitycus del procesos de deterioro de
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pulpo (Figura 3.28), mostré que no se obtuvo fragmentos esperados del productos de
PCR con los iniciadores especificos utilizados en ambas condiciones de temperatura

analizadas en los diferentes puntos de muestreo.

Figura 3.28 Productos de PCR del mADN con iniciadores especificos de
Vibrio parahaemolitycus de las muestras de pulpo incubadas durante su
deterioro. En el carril CP, producto de PCR de una muestra control con
iniciadores universales; C1 productos de PCR corresponde a muestra del To,
de C2 a C6, Productos de PCR de muestras incubadas a - 5 °C, carriles C7 a
C11: productos de PCR que corresponde a muestras incubadas a - 20 °C.

En el carril uno (MM) del gel de la electroforesis son los marcadores de peso
molecular El control positivo (CP), de la reacciéon de PCR usando iniciadores
universales el cual amplificé un producto de 1600 pb; en el carril C1 se cargaron los
productos de PCR que corresponde a la muestra del tiempo cero. En los carriles C2
al C6, corresponden a las muestras a - 5 °C, de los carriles C7 al C11 corresponden
a las muestras incubadas a - 20 °C. Este andlisis demostro la ausencia de Vibrio
parahaemolitycus en el metagenoma de pulpo en deterioro; lo cual es de
importancia, ya que este microorganismo ademas de ser deteriorativo es también
patogénico.

El estudio del metagenoma de pulpo permitié identificar con iniciadores especificos
del gen 16S rRNA la presencia de Shewanella putrefaciens a los dias 90 y 120 en la
temperatura de - 5 °C, pero no en los demas dias de muestreo y en otra condicion de
incubacion. En tilapia almacenada en congelacién se reportd que la presencia de
Shewanella putrefaciens el causante de pérdida de calidad (Oramadike et al 2010);
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asi mismo se reporto la identificacion de 23 cepas de Shewanella putrefaciens en
estanques de peces y en el interior de las tilapias cultivadas, indicando una alta
incidencia de estas cepas en alimentos marinos (Lu y Levin, 2010).

En la identificacion de Vibrio parahaemolitycus en el metagenoma de pulpo no fue
posible amplificar fragmento del gen 16S rRNA, una de las posibilidades es que en
estas muestras no existiera la presencia de dicho organismo; sin embargo, existen
reportes de otras especies de Vibrio encontradas en Octopus maya, como Vibrio
alginolyticus mas no la de Vibrio parahaemolitycus. (Gamboa-Mufioz, 2011).

Para Pseudomonas y Salmonella, no se identificO su presencia en los estadios
evaluados en las condiciones de incubacion en el metagenoma de pulpo. Esto
estaria indicando una probable ausencia de dichos microorganismos en las muestras

evaluadas.
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Conclusiones

En el presente estudio se estandarizaron las condiciones de evaluacion de los
compuestos volatiles totales, por el método de microextraccion en fase sélida, el cual
demostréo ser un método rapido y confiable, que permitid la identificacion de
compuestos marcadores de deterioro.

Se identificaron en muestras de pulpo deterioradas 11 compuestos volatiles
conocidos como compuestos trazadores de deterioro, los cuales se mencionan a
continuacion: Dimetilamina, isopropilamina, TMA, acido acético, &cido propidnico,
acido isobutirico, acido butanoico, acido pentanoico, acido 4-metil pentanoico, acido
2- metil pentanoico y acido isobutilacético.

En las muestras almacenadas a - 5 °C y - 20 °C que fueron analizadas para
determinar si presentan deterioro se identificé &cido acético a los 90 y 120 dias de
almacenamiento, lo cual estaria indicando que las muestras evaluadas en ambas
condiciones de temperatura no presentan un deterioro avanzado. Cabe mencionar
que a los 90 dias a — 5 °C, el analisis molecular coincidio la presencia de Shewanella
putrefaciens con la produccion de acido acético, estos microorganismo y este
compuesto se presenta en las primeras etapas de deterioro de los alimentos.

Se cuenta con dos protocolos de extraccién y purificacion de ADN genémico y mADN
de bacterias, los cuales fueron usados con éxito para la purificacion del mADN de las
muestras inducidas de deterioro en pulpo.

Se establecieron las condiciones 6ptimas de PCR de los diferentes iniciadores
utilizados amplificando un fragmento del gen 16S rRNA. Estos resultados indican que
estos iniciadores pueden ser utilizados para identificar microorganismos de un amplio
espectro de géneros posibles.

Se estableci6 las condiciones 6ptimas de amplificaciéon de la PCR con iniciadores
especificos para Salmonella, lo cual puede servir para futuros diagnosticos de la

presencia de este microrganismo en alimentos.
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Se identificaron y publicaron en base de datos GenBak 11 cepas bacterianas
obtenidas de pulpo.

Se identificaron y publicaron en base de datos GenBak 11 diferentes géneros de
bacterias aisladas en pulpo en deterioro, entre las cuales podemos mencionar
Klebsiella oxytoca, K. pneumoniae, Proteus mirabilis, Bacillus subtilis, Proteus
mirabilis, Pseudomonas putida, Shigella flexieri, Enterobacter aerogenes, Salmonella
entérica, Staphylococcus aureus y Enterococcus casseliflavus.

En la evaluacion del metagenoma de pulpo con los iniciadores especificos de
Salmonella, Vibrio, Pseudomonas y Shewanella, solo fue posible amplificar un
fragmento de gen 16S rRNA en los tiempos de 60 y 90 dias del almacenamiento a la
temperatura de - 5 °C con los iniciadores especificos de Shewanella putrefaciens, en
los demas tiempos de evaluacion no fue posible amplificar fragmentos de los demas
microrganismos analizados a pesar que el control con los iniciadores universales
demostro la presencia de mADN de buena calidad al obtener con los iniciadores
universales un fragmento de 1600 pb del gen 16S rRNA.

Los resultados indican que la temperatura de - 20 °C es la que permite almacenar
los alimentos por un mayor periodo sin que se presente un deterioro severo. Nuestro
trabajo muestra que con el uso combinado de herramientas cromatograficas y
moleculares fue posible identificar compuestos y microorganismos trazadores de
deterioro, el cual pudiera ser considerado en el disefio de estrategias para la
conservacion adecuada y consumo seguro de alimentos de origen marino.
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ANEXOS

Miguel A. Carballo-Bautista*, Luis F. Cuevas-GloMaria de Lourdes Vargas y Vargas,

Enrique Sauri-Duch, Elsy Noemi Tamayo-Canul

Instituto Tecnoldgico de Mérida, Division de Estslde Posgrado e Investigacion, km 5
Carr. Mérida-Progreso. C.P.97118. Mérida, Yucatééxico. Tel. y Fax: (999)9448479.
E-mail:lfcuevas@yahoo.com
*Miguel A. Carballo-Bautista: Graduado de Ingeni@ioquimico (Instituto Tecnoldgico de
Mérida, México 2001), cDr. En ciencias bioquimigabiotecnologia de alimentos (Instituto
Tecnoldgico de Mérida, México 2013). Su tematicatrddajo abarca estudio de inocuidad
alimentaria, andlisis de compuestos volatiles emeatos en estado deteriorativo e
identificacion de microorganismos en alimentosmpétodos de biologia molecular.
ABSTRACT
In this work it was evaluated and identified totalatile compounds in samples of Octopus
maya during decomposition by using headspace-pblge microextraction (HS-SPME) and
gas chromatography-mass spectrometry (GC-MS). @h®gkes were analyzed from the first
day of capture until 21 days after treatment oé#ieg. A total of 11 volatile compounds
involved in the degradation of O. Maya were ideetif The volatiles of Octopus samples
were analyzed by using PDMS and DVB SPME fibersved extraction times and
temperature conditions were tested in order toeaehoptimum conditions for the analysis. By
using the PDMS fiber was possible identifying trimgamine and isopropylamine, and by
using DVB fiber, dimethylamine. These compounds @saally used as indicators of food
decomposition. Also, was possible detecting acatid, which, is a compound related to food
spoilage in the early stages.

Palabras clave: Aminas Biogenicas, HS-SPME, CG-EM
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A.1.2 Evaluacién de la dinamica microbiana en el pu  Ipo (Octopus maya)
durante su deterioro. (ISBN 978-607-7912-04-0)

Carballo-Bautista Miguel A.*, *Lugo-Gimenez Norma, Kantun-Can Romi A. 'Vargas y
Vargas Lourdes, *Sauri-Duch Enrique. y * Tamayo-Canul Elsy N.

!Instituto Tecnolégico de Mérida, Divisién de Estudios de Posgrado e Investigacion.
Km. 5 Carr. Mérida-Progreso. C.P.97118. Mérida, Yucatan, México. Tel. y Fax:
(999)9448479.

etamayo@itmerida.mx

La produccién de pescados y moluscos ha emergido como una industria importante
en el estado de Yucatan (Solis-Ramirez et al., 1997). Para las industrias productoras
de estos alimentos y para las autoridades sanitarias es prioritario asegurar la calidad
de los mismos, ya que en la cadena productiva el pulpo pasa largo tiempo congelado
y en estas condiciones ciertos microorganismos psicrofilos sobreviven y contindan su
crecimiento provocando su deterioro (Jimenez-Vera., 2001). El deterioro de los
alimentos de origen marino se puede originar por fendmenos autoliticos, quimicos y
microbiolégicos (FAO, 1991). Por esto es importante aislar e identificar la carga
microbiana en estos productos para un mejor manejo poscaptura. El objetivo de este
trabajo es evaluar la carga de bacterias psicrofilas del pulpo (Octopus maya) durante

Su proceso de deterioro.
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A.2 PREPARACION DE SOLUCIONES PARA ELECTROFORESIS DE ADN

A.2.1 BUFFER DE RESOLUCION STOCK TRIS-ACETATO (TAE) 50X

Reactivo Cantidad Concen tracion final
Tris base 242 g 1,9M

Acido acético glacial 571 ml 57,1%

EDTA 0,5M Ph8, 0 100 ml 0,06 M

Completar con 1 Litro de agua bidestilada

A.3 BUFFER DE CARGA ADN (6X)

Reactivo Cantidad Conc entracion final
Azul de bromofenol 25 mg 0,25% wiv

Xilene cianol FF 25 mg 0,25% wiv
Sacarosa 49 40% w/v

Disolver en 10 mL de TAE 1X

A.4 AGAROSA 0,8%, 15%Y 2%
Agarosa Disolver 089, 1590 2g
Agua bidestilada de en 98 ml de. Adicionar a la solucién 2 ml de TAE 50X,

homogeneizar y disolver la agarosa en horno microondas o en bafio Maria.

A.5 Buffer T.E. pH 8.0 (.5 M Tris-HCI, 50 mM EDTA)

Reactivo Concentracion final Cantidad
Tris-HCI .100 M 7.878¢
E.D.T.A. .050 M 9.35¢g

Agua destilada aforar a 500 mi

A.6 TEN pH 8.0 (0.1 M Tris-HCI, 50 mM EDTA, 500 mM NacCl)

Reactivo Concentracion final Cantidad
Tris-HCI .100 M 7.878 ¢
E.D.T.A. .050 M 9.35¢g
NacCl .500 M 1469
Agua destilada aforar a 500 ml
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A.7 Formulacion de medios selectivos para  Pseudomonas agar F y agar P

Pseudomonas Agar F Base Composicion (g / litro):

Peptona de caseina 10 gr; peptona de carne 10 gr; sulfato de magnesio 1,5 gr;
fosfato de potasio dibasicol,5 gr; agar-agar 12.0 gr. 10 ml de glicerol.

Pseudomonas Agar P Base Composicion (g / litro):

Peptona 20 gr; cloruro de magnesio 1,4 gr; sulfato de potasio 10 gr; agar-agar 12.6 gr
y 10 ml de glicerol.
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Anexo B Anexos de resultados moleculares (alineamie nto y secuencias)

Anexo B1 alineamiento de la cepa PH105
En la Figura Bl se presentan la secuencia ensamblada de la cepa PH105

comparada en la base de datos obteniéndose el siguiente alineamiento con un 95 %
de similitud (color rojo), con las secuencia comparadas que corresponden a para
Pseudomonas stutzeri.

1 10 20 30 40 50 60 70 80 0 100 110 120 130

1 1

PH105 TCAGCGGCRGACGGETGCAGTARTGCCTAGGAATCTGCCTGETAGTGGGGGACA
2Pseudononasstutzeri TCCTGGCTCAGATTGARCGCTGGCGGCAGGCCTARCACATGCARGTCGAGCGGATGAGTGGAGCTTGCTCCATGATTCAGLGGECEGACGGETG-AGTARTGCCTAGGAATCTGCCTGET-~-GG6GGACA

Consensus

PH105
2Pseudononasstutzeri
Consensus

PH105
2Pseudononasstutzeri
Consensus

PH105
2Pseudononasstutzeri
Consensus

PH105
2Pseudononasstutzeri
Consensus

PH105
2Pseudononasstutzeri
Consensus

PH105
2Pseudononasstutzeri
Consensus

PH105
2Pseudononasstutzeri
Consensus

PH105
2Pseudononasstutzeri
Consensus

PH105
2Pseudononasstutzeri
Consensus

PH105
2Pseudononasstutzeri
Consensus

tererssssssrerrrrrersesrersssssrrrrrerererasrssssesrerrersveresssssessesress CHOCGGCGGACGGGTG,AGTARTGCCTAGGARTCTGCCTGET, . ,GGGGGACA

131 140 150 160 170 180 130 200 210 220 230 240 250 260
| 1
ACGTTTCGRARGGARCGCTAATACCGCATACGTCCTACGRGAGRARGCAGGGGACC TTCGGECCTTGCGCTATCAGATGAGCCTAGGTCGGATTAGCTAGT TGRTGAGGTARTGGCTCACCARGGCGACG
ACGTTTCGRARGGARCGCTAATACCGCATACGTCCTACGRGAGRARGCAGGGGACC TTCGGECCTTGCGCTATCAGATGAGCCTAGGTCGGATTAGCTAGT TGRTGAGGTARTGGCTCACCARGGCGACG
ACGTTTCGRARGGARCGCTAATACCGCATACGTCCTACGEGAGAARGCAGGGGACC TTCGRECCTTGCGCTATCAGATGAGCCTAGGTCGGATTAGCTAGT TGRTGAGGTARTGGCTCACCARGGCGACE

261 270 280 230 300 310 320 330 340 350 360 3 380 330
| 1
ATCCGTARCTGGTCTGAGAGGATGATCAGTCACACTGGARCTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGEGGARTATTGEACAATGGGCGARAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGTGTGA
ATCCGTARCTGGTCTGAGAGGATGATCAGTCACACTGGARCTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGEGGARTATTGEACAATGGGCGARAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGTGTGA
ATCCGTARCTGGTCTGAGAGGATGATCAGTCACACTGEARCTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGABGCAGCAGTGEGGARTATTGEACAATGGGCGARAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTRTGTGA

/1 400 410 420 430 440 450 460 470 480 430 500 510 520
| 1
AGAAGGTCTTCGGATTGTARRAGCACTTTARGT TGGGAGGARGGGCAT TAACCTRATACGTTAGTGTTTTGACGTTACCGACAGARTARGCACCGGCTARCTTCGTRCCAGCAGCCGCGGTARTACGARGG
AGAAGGTCTTCGGATTGTAARGCACTTTARGT TGGGAGGARGGGCAT TARCCTRATACGTTAGTGTTTTGACGTTACCGACAGARTARGCACCGGCTARCTTCGTRCCAGCAGCCGCGGTARTACGARGE
AGRAAGGTCTTCGGATTGTARRGCACTTTARGT TGGGAGGARGGGCATTARCCTRATACGTTAGTGTTTTGACGTTACCGACAGARTARGCACCGGCTARCTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTARTACGARGE

521 530 540 550 560 570 580 530 600 610 620 630 640 650

| 1
GTGCARGCGTTARTCGGARTTACTGGGCGTARAGCGCGCATAGETGGTTTGT TRAGTTGARTGTGARAGCCCCGGGCTCARCCTRGGARCTGCATCCARAAC TRGCARGCTRGAGTATGGCAGAGGGTGE
GTGCARGCGTTARTCGGARTTACTGGGCGTARAGCGCGCATAGETGGTTTGTTRAGTTGA-TGTGARAGCCCCGGGCTCARCCTRGGARCTGCATCCARAAC TRGCARGCTRGAGTATGGCAGAGGGTGE
GTGCARGCGTTARTCGGARTTACTGGECGTARAGCGCGCATAGETGGTTTGTTRAGTTGA, TRTGARAGCCCCGGGCTCARCCTRGGARCTGCATCCARAAC TRGCARGCTAGAGTATGGCAGAGGGTGE

651  B6O 670 680 630 00 710 720 730 2o 750 760 i 780

1 1
TGGARTTTCCTGTGTAGCGGTGARATGCGTAGATATAGGARGGAACACCAGT GGCEARGGCGACCACCTGGACTAATAC TGACAC TGAGGT GCGARAGCGTRGEGAGCARACAGGATTAGATACCCTGGT
TGGARTTTCCTGTGTAGCGGTGARATGCGTAGATATAGGARGGAACACCAGT GGCGARGGCGACCACCTGGGC TAATAC TGACAC TGAGGT GCGARAGCGTRGGGAGCARACAGGATTAGATACCCTGGT
TGGARTTTCCTGTGTAGCGGTGARATGCGTAGATATAGGARGGAACACCAGT GGCEARGGCGACCACCTGGAC TAATAC TGACAC TGAGGT GCGARAGCGTRGGEGAGCARACAGGATTAGATACCCTGET

81 790 800 810 820 830 840 850 860 870 880 830 300 910
| 1
AGTCCACGCCGTARRCGATGTCARCTAGCCGTTGGGATCCTTGAGAACT TAGTGGCGCAGCTARCGCATTARGTTGACCGLCTGEGGAGTACGGCCGCARGRTTARARCTCARRTGARTTGACGGGGGLC
AGTCCACGCCGTARRCGATGTCGACTAGCCGTTGGGATCCTTGAGATCTTAGTGGCGCAGCTARCGCATTARGTCGACCGLCTGRGGAGTACGGCCGCARGRTTARARCTCARRTGARTTGACGGGGGLC
AGTCCACGCCGTARRCGATGTCaACTAGCCGTTGGGATCCTTGAGAACTTAGTGGCGCAGCTARCGCATTARGTeGACCGCCTREGGAGTACGGCCGCARGRTTARARCTCARRTGART TGACGGGGGLC

i1
1
CGCACARGCGETGGRGCATGTGGTTTART TCGARGCARCGCGARGAACCTTACCTRGCCTTGACATGCTGAGARCTTTCCAGRGATGGATTGGTGCCTTCGRGARCTCAGACACAGGTGCTGCATGGCTG
CGCACARGCGETGGRGCATGTGGTTTART TCGARGCARCGCGARGAACCTTACCAGGCCTTGACATGCAGAGARCTTTCCAGRGATGGATTGGTGCCTTCGRGARCTCTGACACAGGTGCTGCATGGCTG
CGCACARGCGETGGAGCATGTGGTTTARTTCGARGCARCGCGARGAACCTTACCAGGCCTTGACATGCaGAGARCTTTCCAGRGATGGATTGGTGCCTTCGEGARCTCaGACACAGGTGCTGCATGGCTG

920 930 940 950 960 970 380 930 1000 1010 1020 1030 1040
1

1041 1050 1060 1070 1080 1030 1100 1110 1120 1130 1140 1150 1160 1170
1 1

TCGTCAGCTCRTGTCGTGAGATGTTGEGT TARGTCCCGTARCGAGCGCARCCCTTRTCCTTAGTTACCAGCACGTTATRGTGEGCACTCTARGGAGAC TGCCGRTGACARACCEGAGEARGGTGGGGATG
TCGTCAGCTCRTGTCGTGAGATGTTGEGTTARGTCCCGTARCGAGCGCARCCCTTRTCCTTAGTTACCAGCACGTARTGGTGEGCACTC TRARGGAGACTGCCGGTGACARACT
TCGTCAGCTCRTGTCGTGAGATGTTGEGT TARGTCCCGTARCGAGCGCARCCCTTRTCCTTAGTTACCAGCACGT aRTRGTGEGCACTCTARGGAGACTGCCGRTRACARACE . . vsyvsssrsrsess

111 1180 1190 1200 1210 1220 1230 1240 1250 1260 1270 1280 1290 1300

| 1
ACGTCARGTCATCATGGCCCTTACGGCCAGGGC TACACACGTGCTACAATGGTCGETACARAGGGTTGCCARGCCGCGAGGTRGAGCTAATCCCATARARCCGATCGTAGTCCGGATCGCAGTCTGEARC

1301 1310 1320 1330 1340 1350 1360 1370 1380

| |
TCGACTGCRTGARGTCGGAATCGCTAGTARTCGTGARTCAGARTGTCACGGTGRATACGTTCCCGGGCCTTTACACAARG

Figura B1. -Alineamiento de la secuencia ensambladte la cepa PH105, la cual present6 un 95 % de hologia con
Pseudomonastutzeri
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Anexo B2 secuencias de las cepas reportadas enlab  ase de datos .
>CL101 Flavobacteriaceae bacterium

TAGCTTGCTATCCAGAGAGCGGCGCACGGGTGCGTAACACGTGTGCAACCTACCTTTATCTGGGGGATAGCCTTTCGAAAG
GAAGATTAATACCCCATAATATAATTGATGGCATCATTGATTATTGAAAACTCCGGTGGATAGAGATGGGCACGCGCAAGATT
AGATAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGTCAATGATCTTTAGGGGTCCTGAGAGGGAGATCCCCCACACTGGTACTGAG
ACACGGACCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGAGGAATATTGGACAATGGGTGAAAGCCTGATCCAGCCATCCCGCGTG
AAGGATGACGGTCCTATGGATTGTAAACTTCTTTTGTACAGGGATAAACCTACTCTCGTGAGGGTAGCTGAAGGTACTGTAC
GAATAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTATCCGGATTTATTGGGTTTAAA
GGGTCCGTAGGCGGACCCCGTAAGTCAGTGGTGAAATCTCATAGCTTAACTATGAAACTGCCATTGATACTGCGGGTCTTG
AGTAAATTTGAAGTGGCTGGAATAAGTAGTGTAGCGGTGAAATGCATAGATATTACTTAGAACACCAATTGCGAAGGCAGGT
CACTAAGATTTAACTGACGCTGATGGACGAAAGCGTGGGTAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAAC
GATGCTAACTCGTTTTTGGATTTTCGGATTCAGAGACCAAGCGAAAGTGATAAGTTAGCCACCTGGGGAGTACGTTCGCAAG
AATGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGATTATGTGGTTTAATTCGATGATACGCGAGGAACCTTA
CCAAGACTTAAATGGGAATTGACAGATTTAGAAATAGATCCTCCTTCGGGCAATTTTCAAGGTGCTGCATGGTTGTCGTCAG
CTCGTGCCGTGAGGTGTTAGGTTAAGTCCTGCAACGAGCGCAACCCCTGTCACTAGTTGCTAACATTAAGTTGAGGACTCTA
GTGAGACTGCCTACGCAAGTAGAGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCACGGCCCTTACGTCTTGGGCCACACACG
TAATACAATGGCCGGTACAGAGGGCAGCTACACAGCGATGTGATGCAAATCTCGAAAGCCGGTCTCAGTTCGGATTGGAGT
CTGCAACTCGACTCTATGAAGCTGGAATCGCTAGTAATCGCGCATCAGCCATGGCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGT
ACACACCGCCCGTCAAGCCA

>CL103 Acinetobacter baumannii

GGTAACAGGAGAAGCTTGCTTCTTGCTGACGAGCGGCGGACGGGTGAGTAATACTTAGGAATCTGCCCAGTAGTGGGGGA
TAGCTCGGGGAAACTCGAATTAATACCGCATACACCCTACGGGGAAAAGGGGGCGCTTGCGCTCTCGCTATTGGATGAGCC
TAAGTCGGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCTACCAAGGCGACGATCTGTAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACA
CCGGGACTGAGACACGGCCCGGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGGGGAACCCTGATCCAG
CCTACTGACACTGAGTGTGTCGAAGAAGGCCTTTTGGTTGTAAAGCACTTTAAGCAGTGATTAGAAGACCCTATGGTTAATC
CACGCCATAAACGATGACTACTAGTCGTTGCAGAACTTGATTCCTTAGCGACGCAGCTAACGCAATAAGTAGACAGCAGCCT
GCGGGAATACAGAGCCTGCAAGCGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGAGCGGAGCATGTGGCTTA
ATAAGTCAGATGCGAAATCCCCGAAGAACCTTAACCTGGGAACTTGACATATCTAGATACTCCTAGGCTAGAGATAGCGTGA
GAGTGCCTTCGAGGAATTAGAATATCAGGTGCTAGCATGGCTGAAATGCGTAGAGATCGTGAAGTGAGATACCGATGGCGT
TAAGGCAGCCGCAACTGAGCATCATACCCTGATCACTGAGGTTCGAACAGCGTGTTTGGCCGGGGACTCTAAGGATACTGC
CAGTGACAAACTGGAGGAAGGCGGGGACGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGACCAGGGCTACACACGTGCTACAATG
GTAGGTACAGAGGGCTGCTACACAGCGATGTGATGCGAATCTCAAAAAGCCTATCGTAGTCCAGATTGGAGTCTGCAACTC
GACTCCATGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGAATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCC
CGTCACACCATGGGAGTTGATTGCACCAGAAGTGGGTAGCC

>CL106 Acinetobacter baumannii

CGAGGTTGCTTCGGTAACTGAGCTAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGCTTAGGAATCTGCCTATTAGTGGGGGACAACATTC
CGAAAGGGATGCTAATACCGCATACGTCCTACGGGAGAAAGCAGGGGATCTTTATGACCTTGCGCTAATAGATGAGCCTAA
GTCGGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCTACCAAGGCGACGATCTGTAGCGGGTCTGAGAGGATGATCCGCCACACT
GGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGGGGAACCCTGATCCAGCC
ATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGCCTTTTGGTTGTAAAGCACTTTAAGTGGGGAGGAGGCTTACCTGGTTAATACCTGGGCTA
AGTGGACGTTACCCACAGAATAAGCACCGGCTAACTCTGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACAGAGGGTGCGAGCGTTAATC
GGATTTACTGGGCGTAAAGCGCGCGTAGGTGGTTAATTAAGTCAAATGTGAAATCCCCGAGCTTAACTTGGGAATTGCATTC
GATACTGGTTAGCTAGAGTATGGGAGAGGATGGTAGAATTCCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGGAGGAATAC
CGATGGCGAAGGCAGCCATCTGGCCTAATACTGACACTGAGGTGCGAAAGCATGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTG
GTAGTCCATGCCGTAAACGATGTCTACTAGCCGTTGGGGGATTTGATCCTTTAGTGGCGCAGCTAACGCGATAAGTAGACC
GCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGACTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATT
CGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTGGCCTTGACATAGTAGAGACTTTCCAGAGATGGATTGGTGCCTTCGGGAATCTACAT
ACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTTTCCTTAC
TTGCCAGCATTTCGGATGGGAACTTTAAGGATACTGCCAGTGACAAACTGGAGGAAGGCGGGGACGACGTCAAGTCATCAT
GGCCCTTACGGCCAGGGCTACACACGTGCTACAATGGTCGGTACAAAGGGTTGCTACCTCGCGAGAGGATGCTAATCTCAA
AAAGCCGATCGTAGTCCGGATCGCAGTCTGCAACTCGACTGCGTGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGAATGCC
GCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTTTGTTCACCAGAAGTATT

CLM107 Enterobacter cloacae
CTCTATGAGCTACTGATCTGATAAACTCTAACTGGTGTGACGGGCGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACGTATTCACCGTAGC
ATTCTGATCTACGATTACTAGCGATTCCGACTTCATGGAGTCGAGTTGCAGACTCCAATCCGGACTACGACGCACTTTATGA
GGTCCGCTTGCTCTCGCGAGGTCGCTTCTCTTTGTATGCGCCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCTGGTCGTAAGGGCCATGA
TGACTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCCAGTTTATCACTGGCAGTCTCCTTTGAGTTCCCGGCCGGACCGCTGGCAACAAAG
GATAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATTTCACAACACGAGCTGACGACAGCCATGCAGCACCTGTCTCAC
AGTTCCCGAAGGCACCAATCCATCTCTGGAAAGTTCTGTGGATGTCAAGACCAGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCATCGAATTA
AACCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCATTTGAGTTTTAACCTTGCGGCCGTACTCCCCAGGCGGTCG
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ATTTAACGCGTTAGCTCCGGAAGCCACGCCTCAAGGGCACAACCTCCAAATCGACATCGTTTACGGCGTGGACTACCAGGG
TATCTAATCCTGTTTGCTCCCCACGCTTTCGCACCTGAGCGTCAGTCTTTGTCCAGGGGGCCGCCTTCGCCACCGGTATTCC
TCCAGATCTCTACGCATTTCACCGCTACACCTGGAATTCTACCCCCCCTCTACAAGACTCTAGCCTGCCAGTTTCGAATGCAG
TTCCCAGGTTGAGCCCGGGGATTTCACATCCGACTTGACAGACCGCCTGCGTGCGCTTTACGCCCAGTAATTCCGATTAAC
GCTTGCACCCTCCGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGGAGTTAGCCGGTGCTTCTTCTGCGGGTAACGTCAATTGCTGTGGT
TATTAACCACAACACCTTCCTCCCCGCTGAAAGTACTTTACAACCCGAAGGCCTTCTTCATACACGCGGCATGGCTGCATCA
GGCTTGCGCCCATTGTGCAATATTCCCCACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTCTGGACCGTGTCTCAGTTCCAGTGTGGCTGGT
CATCCTCTCAGACCAGCTAGGGATCGTCGCCTAGGTGAGCCGTTACCCCACCTACTAGCTAATCCCATCTGGGCACATCTG
ATGGCAAGAGGCCCGAAGGTCCCCCTCTTTGGTCTTGCGACGTTATGCGGTATTAGCTACCGTTTCCAGTAGTTATCCCCCT
CCATCAGGCAGTTTCCCAGACATTACTCACCCGTCCGCCACTCGTCACCCGAGAGCAAGCTCTCTGGCTCC

>CL108 Klebsiella pneumoniae

TTGAGAGCGGCGGACGGGTGAGTAATACCTAGGAATCTGCCTGATAGTGGGGGATAACGTTCGGAAACGGACGCTAATAC
CGCATACGTCCTACGGGAGAAAGCAGGGGACCTTCGGGCCTTGCGCTATCAGATGAGCCTAGGTCGGATTAGCTAGTTGG
TGAGGTAATGGCTCACCAAGGCTACGATCCGTAACTGGTCTGAGAGGATGATCAGTCACACTGGAACTGAGACACGGTCCA
GACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGAAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAG
GTCTTCGGATTGTAAAGCACTTTAAGTTGGGAGGAAGGGCAGTTACCTAATACGTGACTGTCTTGACGTTACCGACAGAATA
AGCACCGGCTAACTCTGCGCCAGCAGCCGCGGTAATACAGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGC
GCGTAGGTGGTTTGTTAAGTTGAATGTGAAATCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATCCAAAACTGGCAAGCTAGAGTAT
GGTAGAGGGTAGTAGAATTTCCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATATGGAAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACCA
CCTGGACAAAGACTGACACTCAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAAC
GATGTCGATTTGGAGGTTGTGCCCTTGAGGCGTGGCTTCCGGAGCTAACGCGTTAAATCGACCGCCTGGGGAGTACGGCC
GCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAA
CCTTACCTGGTCTTGACATCCACAGAACTTTCCAGAGATGGATTGGTGCCTTCGGGAACTGTGAGACAGGTGCTGCATGGC
TGTCGTCAGCTCGTGTTGTGAAATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATCCTTTGTTGCCAGCGGTCCGGC
CGGGAACTCAAAGGAGACTGCCAGTGATAAACTGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGACCAG
GGCTACACACGTGCTACAATGGCGCATACAAAGAGAAGCGACCTCGCGAGAGCAAGCGGACCTCATAAAGTGCGTCGTAG
TCCGGATTGGAGTCTGCAACTCGACTCCATGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGTAGATCAGAATGCTACGGTGAATACGTTC
CCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCA

>CL110 Psychrobacter cryohalolentis

GGAAACGATGATAGCTTGCTATCAGGCGTCGAGCGGCGGACGGGTGAGTAATACTTAGGAATCTGCCCAGTAGTGGGGGA
TAGCTCGGGGAAACTCGAATTAATACCGCATACACCCTACGGGGAAAAGGGGGCGCTTGCGCTCTCGCTATTGGATGAGCC
TAAGTCGGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCTACCAAGGCGACGATCTGTAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACA
CCGGGACTGAGACACGGCCCGGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGGGGAACCCTGATCCAG
CCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGCCTTTTGGTTGTAAAGCACTTTAAGCAGTGAAGAAGACTCTATGGTTAATACCCATAGA
CGATGACATTAGCTGCAGAATAAGCACCGGCTAACTCTGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACAGAGGGTGCAAGCGTTAATCG
GAATTACTGGGCGTAAAGCGAGCGTAGGTGGCTTAATAAGTCAGATGTGAAATCCCCGGGCTTAACCTGGGAACTGCATCT
GATACTGTTAGGCTAGAGTAGGTGAGAGGGAGGTAGAATTTCAGGTGTAACGGTGAAATGCGTAGAGATCTGAAGGAATAC
CGATGGCGAAGGCAGCCTCCTGGCATCATACTGACACTGAGGTTCGAAAGCGTGGGTAGCAAACAGGATTAGATACCCTGG
TAGTCCACGCCGTAAACGATGTCTACTAGTCGTTGGGGAACTTGATTCCTTAGTGACGCAGCTAACGCAATAAGTAGACCGC
CTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTC
GATGCAACGCGAAGAACCTTACCTGGTCTTGACATATCTAGAATCCTGCAGAGATGCGGGAGTGCCTTCGGGAATTAGAATA
CAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTTTCCTTAGT
TACCAGCGGTTCGGCCGGGGACTCTAAGGATACTGCCAGTGACAAACTGGAGGAAGGCGGGGACGACGTCAAGTCATCAT
GGCCCTTACGACCAGGGCTACACACGTGCTACAATGGTAGGTACAGAGGGCTGATACACAGCGATGTGATGCGAATCTCAA
AAAGCCTATCGTAGTCCAGATTGGAGTCTGCAACTCGACTCCATGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGAATGCC
GCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACCCCATGGGAGTTGATTGCACCAGAAGTGGGTAGCC

>PH105 Pseudomonas stutzeri

TCAGCGGCGGACGGGTGCAGTAATGCCTAGGAATCTGCCTGGTAGTGGGGGACAACGTTTCGAAAGGAACGCTAATACCG
CATACGTCCTACGGGAGAAAGCAGGGGACCTTCGGGCCTTGCGCTATCAGATGAGCCTAGGTCGGATTAGCTAGTTGGTGA
GGTAATGGCTCACCAAGGCGACGATCCGTAACTGGTCTGAGAGGATGATCAGTCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGAC
TCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGAAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGTC
TTCGGATTGTAAAGCACTTTAAGTTGGGAGGAAGGGCATTAACCTAATACGTTAGTGTTTTGACGTTACCGACAGAATAAGCA
CCGGCTAACTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCGCGT
AGGTGGTTTGTTAAGTTGAATGTGAAAGCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATCCAAAACTGGCAAGCTAGAGTATGGCA
GAGGGTGGTGGAATTTCCTGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATAGGAAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACCACCTGGA
CTAATACTGACACTGAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCA
ACTAGCCGTTGGGATCCTTGAGAACTTAGTGGCGCAGCTAACGCATTAAGTTGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTT
AAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCT
GGCCTTGACATGCTGAGAACTTTCCAGAGATGGATTGGTGCCTTCGGGAACTCAGACACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCA
GCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGTAACGAGCGCAACCCTTGTCCTTAGTTACCAGCACGTTATGGTGGGCAC
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TCTAAGGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGGCCAGGGCTACA
CACGTGCTACAATGGTCGGTACAAAGGGTTGCCAAGCCGCGAGGTGGAGCTAATCCCATAAAACCGATCGTAGTCCGGATC
GCAGTCTGCAACTCGACTGCGTGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGTGAATCAGAATGTCACGGTGAATACGTTCCCGGGCC
TTTACACAAAG

>PH108 Acinetobacter baumannii

TAGCTTGCTATCAGGCGTCGAGCGGCGGACGGGTGAGTAATACTTAGGAATCTACCTAGTAGTGGGGGATAGCACGGGGA
AACTCGTATTAATACCGCATACGACCTACGGGAGAAAGGGGGCAGTTTACTGCTCTCGCTATTAGATGAGCCTAAGTCGGAT
TAGCTAGATGGTGGGGTAAAGGCCTACCATGGCGACGATCTGTAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACCGGGACTG
AGACACGGCCCGGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGGGAAACCCTGATCCAGCCATGCCGC
GTGTGTGAAGAAGGCCTTTTGGTTGTAAAGCACTTTAAGCAGTGAAGAAGACTCCGTGGTTAATACCCACGGACGATGACAT
TAGCTGCAGAATAAGCACCGGCTAACTCTGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACAGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTG
GGCGTAAAGGGAGCGTAGGTGGCTCTATAAGTCAGATGTGAAATCCCCGGGCTTAACCTGGGAACTGCATCTGAAACTGTA
GAGCTAGAGTATGTGAGAGGAAGGTAGAATTCCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATATGGAGGAATACCGATGGCGA
AGGCAGCCTTCTGGCATAATACTGACACTGAGGCTCGAAAGCGTGGGTAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACG
CCGTAAACGATGTCGTACTAGTCGTTGGGTCCCTTGAGGACTTAGTGACGCAGCTAACGCAATAAGTAGACCGCCTGGGGA
GTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAAC
GCGAAGAACCTTACCTGGTCTTGACATATCTAGAATCCTGCAGAGATGCGGGAGTGCCTTCGGGAATTAGAATACAGGTGG
TGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTCCTTAGTTACCAGC
GGGTTAAGCCGGGAACTCTAAGGATACTGCCAGTGACAAACTGGAGGAAGGCGGGGACGACGTCAAGTCATCATGGCCCT
TACGACCAGGGCTACACACGTGCTACAATGGTAGGTACAGAGGGCAGCTACACAGCGATGTGATGCGAATCTCAAAAAGCC
TATCGTAGTCCAGATTGGAGTCTGCAACTCGACTCCATGAAGTAGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGAATGCCGCGGTG
AATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTTGATTGCACCAGAAGTGGATAGCTTA

>PNH102 Psychrobacter sp.

TGCTTCTTGCTGACGAGCGGCGGACGGGTGAGTAATACTTAGGAATCTGCCCAGTAGTGGGGGATAGCTCGGGGAAACTC
GAATTAATACCGCATACACCCTACGGGGAAAAGGGGGCGCTTGCGCTCTCGCTATTGGATGAGCCTAAGTCGGATTAGCTA
GTTGGTGGGGTAAAGGCCTACCAAGGCGACGATCTGTAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACCGGGACTGAGACAC
GGCCCGGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGGGGAACCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGTGT
GAAGAAGGCCTTTTGGTTGTAAAGCACTTTAAGCAGTGAAGAAGACTCTATGGTTAATACCCATAGACGATGACATTAGCTG
CAGAATAAGCACCGGCTAACTCTGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACAGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTA
AAGCGAGCGTAGGTGGCTTAATAAGTCAGATGTGAAATCCCCGGGCTTAACCTGGGAACTGCATCTGATACTGTTAGGCTA
GAGTAGGTGAGAGGGAGGTAGAATTTCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATATGAAGGAATACCGATGGCGAAGGCA
GCCTCCTGGCATAATACTGACACTGAGGCTCGAAAGCGTGGGTAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTA
AACGATGTGTACTAGTCGTTGGGTCCCTTGAGGACTTAGTGACGCAGCTAACGCAATAAGTAGACCGCCTGGGGAGTACGG
CCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAG
AACCTTACCTGGTCTTGACATATCTAGAATCCTGCAGAGATGCGGGAGTGCCTTCGGGAATTAGAATACAGGTGGTGCATG
GCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTCCTTAGTTACCAGCGGGTTA
AGCCGGGAACTCTAAGGATACTGCCAGTGACAAACTGGAGGAAGGCGGGGACGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGAC
CAGGGCTACACACGTGCTACAATGGTAGGTACAGAGGGCAGCTACACAGCGATGTGATGCGAATCTCAAAAAGCCTATCGT
AGTCCAGATTGGAGTCTGCAACTCGACTCCATGAAGTAGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGAATGCCGCGGTGAATACG
TTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTTGATTGCACCAGAAGTGGATAGCTTA

>PNH110 Pseudomonas stutzeri

TAGACTAGCTACTTCTGGTGCAACCCACTCCCATGGTGTGACGGGCGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACGTATTCACCGTGA
CATTCTGATTCACGATTACTAGCGATTCCGACTTCACGCAGTCGAGTTGCAGACTGCGATCCGGACTACGATCGGTTTTATG
GGATTAGCTCCACCTCGCGGCTTGGCAACCCTTTGTACCGACCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCAGGCCGTAAGGGCCATG
ATGACTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCCGGTTTGTCACCGGCAGTCTCCTTAGAGTGCCCACCATTACGTGCTGGTAAATC
TAAGTGACAAGCCTTGCGCAAGTTACGGTGATCTTAACCCAACATCTCACGCATTTCACCAGCTGACGACTAGCCTATGCCA
GCCACCTGTCACAATGTTACTCGAAGACACTGCAGTATCAATGGCAGTTTCATAGATAAGCTCATTGAGATGTCAAGCCACT
GACTTACAGGTTCTTCGCGTTGCTACGAACCCTTTAAACCCACATAAATCCGGACAACGCTTGTGCAGGCCCTCCGTCAATT
ACAGCGGCTGCTGGCACGGAGTTAACCTTGCGTGCTTATTCGTACAGTACCTTCAGCTACCCTCAACGTAGAGTAGCGTTTA
GCTGCGCCTGTACAAAAGAAGTTCACAGACTCCCATACGGACCAGTTGACATCCTTCACGCGCGATGGACTGGACCAGGCT
ATCTAATCCATTGTCCAATATGCTCCCCACTGCTGCCGCACCGTCAGGAGTCTGGTCCGTGTCTCAGTACCAGTGTGGGGG
ATCTCCCTCTCAGGACCCCTAAAGATCATTGACTTGGTGAGCCGTTACCTCACCAACTATCTAATCTTGCGCGTGCCCATCT
CTATCCACCGGAGTTTTCAATAATAATTGATGCCAATCATTATATTATGGGGTATTAATCTTCCTTTCGAAAGGCTATCCCCCA
GATAAAGGTAGGTTGCACACGTGTTACGCACCCGTACGCCGCTCT
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