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RESUMEN EJECUTIVO

Identificacion de bacterias Pseudomonas en alimentos utilizando técnicas

moleculares.
Planteamiento del problema.

Los métodos de identificacion tradicionales pueden llegar a ser tardados y
posiblemente no del todo precisas, en cambio, las recientes técnicas de
biologia molecular han permitido a los cientificos identificar especies y cepas
sin necesidad de utilizar las técnicas bioquimicas, por medio del analisis de la
secuencia de genes. Estas nuevas tecnologias permiten la obtencién mas
rapida y precisa de informacion molecular de relevancia para el estudio de

cepas de interés.
Hipoétesis.

La secuenciacion del DNA que codifica para el RNAr 16S sera suficiente para
identificar hasta la categoria de especie a las bacterias del género

Pseudomonas aisladas de algunos alimentos.
Justificacion.

Para poder saber qué tipos de bacterias género Pseudomonas se encuentran
en los alimentos, existen diferentes tipos de métodos de identificacion, unos de
los mas rapidos y precisos es la PCR (Reaccion en Cadena Polimerasa) y la

deteccion de secuencia del DNA.
Objetivo general.

Identificar via la secuenciacion del DNA que codifica para el RNAr 16S, las
bacterias del género Pseudomonas aisladas de la superficie de algunos frutos y

vegetales.



Metodologia de investigacion.

En caldo LB se cultivaron alimentos en descomposiciéon seleccionados por los
alumnos, posteriormente se tomaron muestras de los cultivos del caldo LB y se
colocaron en placas de agar cetrimida para la seleccion de bacterias de género
Pseudomonas. Se obtuvo el DNA bacteriano genémico a través de la lisis
celular, se amplifico por medio de PCR del gen RNAr 16S de las bacterias
aisladas. Finalmente se secuenciaron los fragmentos del DNA para la

identificacion por medio del analisis in silico con BLAST.
Resultados.

A partir de los alimentos seleccionados, se aislaron cepas utilizando el agar
cetrimida el cual es selectivo y permite solamente el crecimiento de las
bacterias del género Pseudomonas. EIl andlisis posterior de un fragmento del
gen que codifica para el RNAr 16S de estas bacterias, amplificado por la
técnica de PCR, secuenciado por el método de Sanger y comparado in silico
con las secuencias de multiples bases de datos con el programa BLAST indica
que tres de las bacterias aisladas pertenecen a la especie P. putida (obtenidas

desde chayote, papaya y rabano.) y la otra a P. aeruginosa (aislada desde

pepino).

Conclusiones.

+ El analisis del RNAr 16S bacteriano es una metodologia confiable que
permite identificar de manera rapida y precisa las bacterias obtenidas
desde diferentes fuentes ya que no hay posibilidad de ambigledad en la
secuenciacion de los acidos nucleicos.

+ La técnica de PCR secuenciada por el métodos de SANGER vy
comparado in silico con las secuencias de multiples bases de datos de
programa BLAST indican que 3 de las bacterias aisladas pertenecen a la
especie P. putida (obtenidas desde chayote, papaya y rabano) y una P.
aeruginosa (aislada desde pepino).

+ A partir de los resultados obtenidos en este trabajo se recomienda
mantener los alimentos en Optimas condiciones de conservacion, ya que

durante el proceso de descomposicion pueden desarrollarse especies
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potencialmente patégenas, como es el caso de la P. aeruginosa aislada

en esta investigacion.
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RESUMEN

La Microbiologia es el estudio de un grupo amplio de seres vivos que
incluye a los virus y microorganismos como bacterias, protozoarios y
hongos. Existen distintos métodos de identificacién de microorganismos,
como la tincion diferencial, las pruebas bioquimicas, seroldgicas y la
deteccion molecular, dentro de estos ultimos se encuentra la Reaccion
en cadena de la Polimerasa o PCR y la deteccién de secuencia de
bases del DNA. El objetivo de la presente investigacién consistié en
identificar a las bacterias del género Pseudomonas aisladas de la
superficie de algunos frutos y vegetales, por medio de la secuenciacion
del DNA que codifica al RNAr 16S. Se realizaron cultivos en agar
cetrimida como un medio de identificacién para las bacterias del género
Pseudomonas en los alimentos seleccionados, se extrajo y amplifico el
DNA mediante PCR, finalmente se secuencié y utilizd el programa
BLAST para identificar a las bacterias. Se identificaron dos especies del
género Pseudomonas, en tres de los alimentos rabano, papaya y
chayote se encontré P. putida y en pepino se identificé a P. aeruginosa.
Se concluye que el andlisis del RNAr 16S bacteriano es una
metodologia confiable que de manera rapida y precisa identifica a las

bacterias ya que no existe ambigiuedad en la secuenciaciéon de los
3



acidos nucleicos. Se sugiere mantener los alimentos en O&ptimas
condiciones de conservacion, para evitar el desarrollo de especies
potencialmente patégenas, como es el caso de P. aeruginosa aislada en

este estudio.

ABSTRACT

Microbiology is the study of a broad group of living beings that
includes viruses and microorganisms such as bacteria, protozoa
and fungi. There are different methods for identification of
microorganisms, such as differential staining, biochemical tests,
serological and molecular detection, among the latter reaction is
chain polymerase or PCR and detection of DNA base sequence.
The objective of this research consisted of identifying the bacteria
of the genus Pseudomons isolated from the surface of some fruits
and vegetables through the sequencing of DNA which encodes 16S
RNAr. Crops were cetrimide agar as a means of identification for
bacteria of the genus Pseudomonas in selected food, was
extracted and amplified DNA by PCR, finally was sequenced and
the BLAST program used to identify the bacteria. We identified two
species of the genus Pseudomons, in three radish foods, papaya
and chayote found P. putida and cucumber identified to P.
aeruginosa. It is concluded that the analysis of the bacterial 16S
RNAr is a reliable methodology that quickly and accurately
identifies the bacteria since there is no ambiguity in the sequencing
of nucleic acids. It is suggested to keep foods in optimal
conservation conditions, to avoid the development of potentially
pathogenic species, as in the case of P. aeruginosa isolated in this

study.



INTRODUCCION

La microbiologia es el estudio de un grupo amplio de organismos
microscopicos que existen como células aisladas o asociadas donde se
incluyen a virus y a los microorganismos como parasito, bacterias, protozoarios
y hongos. Estos microorganismos son capaces de realizar procesos vitales
como son el crecimiento y reproduccion, asi como la generacion de energia.
Los primeros microorganismos fueron observados en el siglo XVII por Antoni
van Leeuwenhoek con un microscopio simple quien realizé dibujos de bacterias
como el de los espermatozoides humanos, cocos, bacilos y espirilos. Los
microorganismos pueden estar presentes en medios como agua, tierra,
alimentos, como carbohidratos, lipidos, proteinas entre otros. (Madigan, M.,
2003).

De acuerdo al Arbol de la Vida de Carl Woese, microbiélogo creador de la
nueva taxonomia molecular basada en la comparacion entre especies de la
fraccion 16s del ARN ribosomal, se proponen 3 dominios Archaea, Bacteria y
Eucarya, en los que se incluye a todos los seres vivos. Los dominios Archeae y
Bacteria corresponden a las células procariotas, una de cuyas caracteristicas
es la de carecer de membrana nuclear, estas pueden vivir en habitats
extremos, Eukarya, con membrana nuclear y organulos mas desarrollados los
cuales incluyen a plantas, animales, hongos, algas y
protozoarios(http://www.facmed.unam.mx/deptos/microbiologia/bacteriologia/ge
neralidadehthtml a 24 de noviembre del 2016).

Arbol filogenético de la vida

Bacteria Archaea Eukarya




Un medio dénde se encuentra una gran variedad de bacterias son los
alimentos. Las bacterias presentes en los alimentos se dividen en bacterias
patdbgenas y no patégenas. Las patdégenas pueden causar dafios a los
organismos que los consumen, como infecciones, intoxicaciones, virosis, entre
otros. Algunas de las bacterias patdgenas que se pueden encontrar en los
alimentos son, Salmonella tiphy, Listeria monocytogenes, Campylobacter jejuni,
Staphylococcus aereus, Shigella, Pseudomonas aeuroginosa, Pseudomonas
putidas, entre otras (http://www.consumer.es/seguridad-alimentaria/sociedad-y-
consumo/2013/02/04/215614.php a 24 de noviembre del 2016).

Algunas de las bacterias mas comunes en alimentos son las de género
Pseudomonas, la cual es un bacilo flagelado, puede encontrarse en el agua, la
tierra, animales o plantas. Las enfermedades producidas por esta bacteria
estan asociadas a su preferencia por los medios humedos. En los seres
humanos puede encontrarse en las zonas mas humedas del cuerpo, como son
las axilas, los oidos y la zona alrededor del ano

(http://pseudomonaaeruginosa.blogspot.mx/ a 24 de noviembre del 2016).

Para poder saber qué tipo de bacterias se encuentran en los alimentos, existen
diferentes tipos de métodos de identificacion de microorganismos (técnicas y
procedimientos para establecer una identidad a un organismo), los métodos
mas utilizados son los de tincion diferencial que tifien para poder observar la
morfologia de lo que se estd estudiando, también estan las pruebas
bioquimicas y seroldgicas las cuales identifican el numero de anticuerpos que
se producen ante un virus o una bacteria, otro método de identificacién son los
de deteccion molecular, dentro de los métodos de deteccion molecular se
encuentran la PCR (Reaccién en Cadena Polimerasa) el cual sirve para poder
una gen cuantas veces se requiera, y la deteccion de secuencia del DNA
(https://microcosmorflores.wikispaces.com/file/.../IDENTIFICACION+MICROBIA
NA a 15 de noviembre del 2016).




La utilizacion de técnicas actuales de biologia molecular (PCR y secuenciacién
de los genes del DNAr) sirven para la identificacion taxonémica de bacterias de

interés como son las del género Pseudomonas.

Objetivo general.

Identificar via la secuenciacion del DNA que codifica para el RNAr 16S, las
bacterias del género Pseudomonas aisladas de la superficie de algunos frutos y

vegetales.
Objetivos particulares.

1. Aislar de papaya, rabano, chayote y pepino, bacterias del género

Pseudomonas.

2. Extraer el ADN bacteriano lisando las células con alta temperatura y en

presencia de sosa y detergente.

3. Amplificar mediante la técnica de PCR el gen que codifica para el RNAr 16S

de las bacterias aisladas

4.Corroborar la amplificacion del DNA a través de electroforesis en gel de

agarosa.

5. Secuenciar los genes amplificados al Laboratorio de secuenciacion de la
FES lztacala.

6. Realizar un analisis in silico con el programa BLAST en internet para

conocera qué especie pertenecen las bacterias aisladas
FUNDAMENTACION TEORICA
Hipotesis.

La secuenciacion del DNA que codifica para el RNAr 16S sera suficiente para
identificar hasta la categoria de especie a las bacterias del género

Pseudomonas aisladas de algunos alimentos.



METODOLOGIA

(. . . PRV . . I
1. Obtencién de los alimentos en descomposicion para aislar bacterias del género Pseudomonas (chayote, queso]
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(2. Cultivo en caldo LB de las bacterias colectadas de los diferentes alimentos.

N J
|

(3. Seleccién de bacterias del género Pseudomonas utilizando placas de agar cetrimida (a 37C durante 12 horas).

“ J

(4. Obtencién de DNA bacteriano gendmico a través de la lisis celular con NaOH vy el detergente SDS

& I J

(5. Amplificacion por PCR del gen del RNA ribosomal 16 S de las bacterias aisladas.

L I J

(; . . 2 ~ g y o
6. Confirmacion del tamafio de los amplificados a través de electroforesis en gel de agarosa

& J

(7. Secuenciacién de los fragmentos de DNA amplificado.

“ J

8. Identificacion de las especies a las que pertenecen los amplificados por medio del analisis in silico.

(. J

RESULTADOS

Se realizaron cultivos en agar cetrimida ( medio selectivo) de los alimentos
pepino, rabano, guayaba, papaya, queso, ejotes, lechuga y chayote, para poder

identificar a las bacteria de género Pseudomonas.

FIGURA 1. Cultivos en placas de agar cetrimida con crecimiento positivo de los
aislados de chayote, rabano, pepino y papaya. Las cajas fueron observados en

un transiluminador de luz ultravioleta (37°C durante 12 horas).

Después se tomaron muestras de las cepas para extraer el DNA,
posteriormente, se segmentd lisando las células con alta temperatura en

presencia de sosa y detergente.



Luego, aplicamos la técnica de PCR para poder duplicar los segmentos del

DNA bacteriano extraidos anteriormente, aplicandole el primer adquirido.
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5’ 3'
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Amnplificacion

FIGURA 2. Fases en la amplificacion por PCR de un fragmento de ADN.
Las temperaturas y los tiempos que se mencionan corresponden a 1 de los 30

ciclos que se desarrollaron en este proyecto, de acuerdo a Liu et al., 2002

Se utilizé la técnica de electroforesis en gel para comprobar la amplificacién del
DNA.

FIGURA 3. Comprobacion de duplicacion del DNA en gel de agarosa vistas

desde un transiluminador de luz ultravioleta.



Se mandaron a secuenciar los segmentos duplicados obteniendo cémo

resultados las bases nitrogenadas en cadena y gréfica.

FIGURA 4. Resultados obtenidos de la secuenciacién automatizada.

Por medio de las secuencias ya obtenidas, pudimos meterlas al programa

informatico BLAST, para asi poder especificar la especie de las bacterias de

género Pseudomonas.

Ps-1_PseChayote-GS-F_2016-11-29

putida strain. S ribosemal RNA gene, partial sequence
AGTCATGCTGTGGGGGCACGTTTCGAAAGGACGCTAATACCGCATACGTCCTACGGGAGAAAGCAGGG
GACCTTCGGGCCTTGCGCTATCAGATGAGCCTAGGTCGGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAATGGCTCACC
AAGGCGACGATCCGTAACTGGTCTGAGAGGATGATCAGTCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTC
CTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGTGT
GAAGAAGGTCTTCGGATTGTAAAGCACTTTAAGTTGGGAGGAAGGGCAGTAAGTTAATACCTTGCTGTTT
TGACGTTACCGACAGAATAAGCACCGGCTAACTCTGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACAGAGGGTGCAAG
CGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCGCGTAGGTGGTTTGTTAAGTTGGATGTGAAAGCCCCGGG
CTCAACCTGGGAACTGCATCCAAAACTGGCAAGCTAGAGTACGGTAGAGGGTGGTGGGATTTCCTGTGT
AGCGG
Ps-1_PseChayote-GS-R_2016-11-29
TATGCCGCTACACAGGAATTCCACCACCCTCTACCGTACTCTAGCTTGCCAGTTTTGGATGCAGTTCCCA
GGTTGAGCCCGGGGCTTTCACATCCAACTTAACAAACCACCTACGCGCGCTTTACGCCCAGTAATTCCGA
TTAACGCTTGCACCCTCTGTATTACCGCGGCTGCTGGCACAGAGTTAGCCGGTGCTTATTCTGTCGGTAA
CGTCAAAACAGCAAGGTATTAACTTACTGCCCTTCCTCCCAACTTAAAGTGCTTTACAATCCGAAGACCTT
CTTCACACACGCGGCATGGCTGGATCAGGCTTTCGCCCATTGTCCAATATTCCCCACTGCTGCCTCCCGT
AGGAGTCTGGACCGTGTCTCAGTTCCAGTGTGACTGATCATCCTCTCAGACCAGTTACGGATCGTCGCCT
TGGTGAGCCATTACCCCACCAACTAGCTAATCCGACCTAGGCTCATCTGATAGCGCAAGGCCCGAAGGT
CCCCTGCTTTCTCCCGTAGGACGTATGCGGTATTAGCGTTCCTTTCGAAACGTTGTC

Ps-4_PseRabano-GS-F_2016-11-29
Pseudomonas putida strain Pf1 6S ribosomal RNA gene tial sequence
CTCATGCTATGGGGGCACGTTTCGAAAGGACGCTAATACCGCATACGTCCTACGGGAGAAAGTGGGGGA
TCTTCGGACCTCACGCTATCAGATGAGCCTAGGTCGGATTAGCTAGTTGGTGAGGTAATGGCTCACCAAG
GCGACGATCCGTAACTGGTCTGAGAGGATGATCAGTCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTA
CGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGAAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGTGTGAA
GAAGGTCTTCGGATTGTAAAGCACTTTAAGTTGGGAGGAAGGGCAGTAAGTTAATACCTTGCTGTTTTGA
CGTTACCGACAGAATAAGCACCGGCTAACTCTGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACAGAGGGTGCAAGCGT
TAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCGCGTAGGTGGTTCGTTAAGTTGGATGTGAAAGCCCCGGGCTC
AACCTGGGAACTGCATCCAAAACTGGCGAGCTAGAGTACGGTAGAGGGTGGTGGAATTTCCTGTGTAGC
GGTGAAATGC

Ps-4_PseRabano-GS-R_2016-11-29
CATGCCGCTAACAGGAATTCCACCACCCTCTACCGTACTCTAGCTCGCCAGTTTTGGATGCAGTTCCCAG
GTTGAGCCCGGGGCTTTCACATCCAACTTAACGAACCACCTACGCGCGCTTTACGCCCAGTAATTCCGAT
TAACGCTTGCACCCTCTGTATTACCGCGGCTGCTGGCACAGAGTTAGCCGGTGCTTATTCTGTCGGTAAC
GTCAAAACAGCAAGGTATTAACTTACTGCCCTTCCTCCCAACTTAAAGTGCTTTACAATCCGAAGACCTTT
CTTCACACACGCGGCATGGGCTGGGATCAGGGCTTTCGCCCATTGGTCCAATTATTCCCCCACTGCTGC
CTCCCGTAGGAGTCTGGGACCGTGGTCTCAGTTTCAAGTGTGGACTGAATCCATCCCTCTCAAGACCCA
GTTACGGGATCGTCGCCCTTGGGTGAGCCATTTCCCTAACCAACCAAGCTAATTCCGACCCAGGGTCCTT
CGAATTACCGTAGAGTCCCGGAAGAT

FIGURA 3. Secuencias obtenidas de

Ps-2_PsePapaya-GS-F_2016-11-29

TGTTCTGGCTATAGGGGAACGTTTCGAAGGACGCTAATACCGCATACGTCCTACGGGAGAAAGCAGGGG
ACCTTCGGGCCTTGCGCTATCAGATGAGCCTAGGTCGGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAATGGCTCACCA
AGGCGACGATCCGTAACTGGTCTGAGAGGATGATCAGTCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCC
TACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGAAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGTGTG
AAGAAGGTCTTCGGATTGTAAAGCACTTTAAGTTGGGAGGAAGGGCAGTAAGTTAATACCTTGCTGTTTT
GACGTTACCGACAGAATAAGCACCGGCTAACTCTGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACAGAGGGTGCAAGC
GTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCGCGTAGGTGGTTTGTTAAGTTGGATGTGAAAGCCCCGGGC
TCAACCTGGGAACTGCATCCAAAACTGGCAAGCTAGAGTACGGTAGAGGGTGGTGGAATTTCCCTGTGT
AGC

Ps-2_PsePapaya-GS-R_2016-11-29
AAATAAAGCTACACAGGAATTCCACCACCCTCTACCGTACTCTAGCTTGCCAGTTTTGGATGCAGTTCCCA
GGTTGAGCCCGGGGCTTTCACATCCAACTTAACAAACCACCTACGCGCGCTTTACGCCCAGTAATTCCGA
TTAACGCTTGCACCCTCTGTATTACCGCGGCTGCTGGCACAGAGTTAGCCGGTGCTTATTCTGTCGGTAA
CGTCAAAACAGCAAGGTATTAACTTACTGCCCTTCCTCCCAACTTAAAGTGCTTTACAATCCGAAGACCTT
CTTCACACACGCGGCATGGCTGGATCAGGCTTTCGCCCATTGTCCAATATTCCCCACTGCTGCCTCCCGT
AGGAGTCTGGACCGTGTCTCAGTTCCAGTGTGACTGATCATCCTCTCAGACCAGTTACGGATCGTCGCCT
TGGTGAGCCATTACCCCACCAACTAGCTAATCCGACCTAGGCTCATCTGATAGCGCAAGGCCCGAAGGT
CCCCTGCTTTCTCCCGTAGGACGTATGCGGTATTAGCGTT

Ps-3_PsePepino-GS-F_2016-11-29

[eudomeonas aeruaing 6 mal RNA ne. partial s lence
TGGCATGGTGTGAGGGGTACGTCCGGAACGGGCGCTAATACCGCATACGTCCTGAGGGAGAAAGTGGG
GGATCTTCGGACCTCACGCTATCAGATGAGCCTAGGTCGGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCTAC
CAAGGCGACGATCCGTAACTGGTCTGAGAGGATGATCAGTCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACT
CCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGAAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGTG
TGAAGAAGGTCTTCGGATTGTAAAGCACTTTAAGTTGGGAGGAAGGGCAGTAAGTTAATACCTTGCTGTT
TTGACGTTACCAACAGAATAAGCACCGGCTAACTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAAGGGTGCAA
GCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCGCGTAGGTGGTTCAGCAAGTTGGATGTGAAATCCCCGG
GGCTCAACCTGGGAACTGCATCCAAAMCTACTGAGCTAGGAGTACGGTAGAGGGTGGTGGGAATTTCCT
GTGTAGCGGTGAAATGC

Ps-3_PsePepino-GS-R_2016-11-29
AATGAAGCTAACAGGAATTCCACCACCCTCTACCGTACTCTAGCTCAGTAGTTTTGGATGCAGTTCCCAG
GTTGAGCCCGGGGATTTCACATCCAACTTGCTGAACCACCTACGCGCGCTTTACGCCCAGTAATTCCGAT
TAACGCTTGCACCCTTCGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGAAGTTAGCCGGTGCTTATTCTGTTGGTAAC
GTCAAAACAGCAAGGTATTAACTTACTGCCCTTCCTCCCAACTTAAAGTGCTTTACAATCCGAAGACCTTC
TTCACACACGCGGCATGGCTGGATCAGGCTTTCGCCCATTGTCCAATATTCCCCACTGCTGCCTCCCGTA
GGAGTCTGGACCGTGTCTCAGTTCCAGTGTGACTGATCATCCTCTCAGACCAGTTACGGATCGTCGCCTT
GGTAGGCCTTTACCCCACCAACTAGCTAATCCGACCTAGGCTCATCTGATAGCGTGAGGTCCGAAGATC
CCCCACTTTCTCCCTCAGGACGTATGCGGTATTAGCGCCCGTTTCCGGACGTTATCCCCCACTACCAAGG

Icg;sA bacterias aisladas del chayote,

papaya, rabano y pepino, las bacterias aisladas pertenecen a las especies

Pseudomonas putida (chayote, papaya y rabano) y Pseudomonas aeruginosa

(pepino).
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Analisis y discusion.

Las recientes técnicas de biologia molecular han permitido a los cientificos
identificar especies y cepas sin necesidad de utilizar las técnicas bioquimicas,
por medio del andlisis de la secuencia de genes que permiten la obtencién mas
rapida y precisa de informacién molecular. La utilizacion de la PCR con fines
taxonémicos se complementa con el estudio de secuencias de genes
especificos. La secuencia del gen de la subunidad ribosomal 16S es un
marcador molecular ampliamente utilizado en la taxonomia molecular y de su
secuencia se puede obtener informacion filogenética y taxondémica (Rodicio, M.
y Mendoza, M., 2004).

En este trabajo se identificaron dos especies del género Pseudomonas por
medio de la combinacion de los métodos tradicionales con las nuevas
tecnologias moleculares. El aislamiento de las bacterias del género
Pseudomonas a partir de los alimentos analizados fue posible por medio del
uso del medio selectivo de agar cetrimida, sin embargo este medio no permite
la separacion a nivel de especie por lo cual la utilizacion de las técnicas
moleculares de aislamiento del ADN gendmico, ampliacion del ADN
correspondiente al gen de la subunidad del RNA ribosomal 16S por PCR y el
analisis posterior de la secuencia de los amplificados por métodos
automatizados nos permitid conocer la identidad a nivel de especie en un
tiempo muy breve las bacterias P. aeruginosa y P. putida son especies de

amplia distribucién en especies vegetales.
CONCLUSIONES

+ El andlisis del RNA ribosomal 16S bacteriano es una metodologia
confiable que permite identificar de manera rapida y precisa las bacterias
obtenidas desde diferentes fuentes ya que no hay posibilidad de
ambigledad en la secuenciacion de los acidos nucleicos.

+ La técnica de PCR secuenciada por el métodos de SANGER vy
comparado in silico con las secuencias de multiples bases de datos de
programa BLAST indican que 3 de las bacterias aisladas pertenecen a la
especie P. putida (obtenidas desde chayote, papaya y rabano) y una P.

aeruginosa (aislada desde pepino).
11



+ A partir de los resultados obtenidos en este trabajo se recomienda
mantener los alimentos en 6ptimas condiciones de conservacion, ya que
durante el proceso de descomposicion pueden desarrollarse especies
potencialmente patégenas, como es el caso de la P. aeruginosa aislada

en esta investigacion.
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