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Resumen: El sajino (Pecari tajacu) es una especie de alto valor comercial en el mercado internacional por
su carne y cuero. Los animales criados en cautividad se caracterizan por su rusticidad probablemente
debido a su microbiota nativa que resulta de gran interés como fuente de probidticos para su manejo en
zoocriadero. El objetivo fue identificar molecularmente, la microbiota de las heces del sajino. Siendo la
metodologia, aislamiento y purificacion bacteriana en medio de cultivo selectivo MRS, seguidamente la
extraccion de ADN dirigida al gen 16S ADNr, PCR, electroforesis, secuenciacion y finalmente el anlisis
bioinformatico. Resultando, cepas bacterianas acido lacticas, Weissella confusa, Weissella cibaria, Pediococcus
pentosaceus y Lactobacillus plantarum. Este estudio abre la via a la “domesticacion” de probioticos de
especies animales silvestres candidatas para el desarrollo de nuevas actividades pecuarias, en particular en
zonas de amortiguamiento de reservas de biosfera.
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Abstract: The sajino (Pecari tajacu) is a species of high commercial value in the international market for
its meat and leather. Animals raised in captivity are characterized by their rusticity, probably due to their
native microbiota, which is of great interest as a source of probiotics for their management in a farm. The
objective was to molecularly identify the microbiota of the sajino feces. Being the methodology, isolation
and bacterial purification in selective culture medium MRS, followed by the extraction of DNA directed
to the 16S rDNA gene, PCR, electrophoresis, sequencing and finally the bioinformatic analysis. Resulting,
lactic acid bacterial strains, Weissella confusa, Weissella cibaria, Pediococcus pentosaceus and Lactobacillus
plantarum. This study opens the way to the “domestication” of probiotics of candidate wild animal species
for the development of new livestock activities, particularly in buffer zones of biosphere reserves.
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I. Introduccion

Pecari tajacu, cominmente conocido como sajino y distribuido en América del sur, América
central y América del norte, es considerado por la IUCN (Uniéon International para la
conservacion) como una especie de menor preocupacion en términos de conservacion. Sin
embargo, la caza continua para su carne y su piel, asi como la destruccion de su habitat podrian
conducir a riesgos localizados de extincion (1).

La crianza del sajino es practicada empiricamente en varios paises (2). El interés por
desarrollar y optimizar su crianza esta creciendo, en particular en las zonas de amortiguamiento
de reservas de biosfera, esto con fin de reducir la caza dentro de las zonas nlcleos y poder
garantizar la conservacién de esta especie de extrema importancia ecolégica, sin embargo en el
Peri especificamente en la costa norte se ha reportado la desaparicién en grandes areas
naturales a consecuencia de la tala de los bosques, la presion de caza y las actividades
agropecuarias segun el Primer informe nacional sobre la situacion de los recursos zoogenéticos
realizado en el 2004, esto conduce al involucramiento de profesionales zootecnistas y
veterinarios poniendo como prioridad de investigacion ésta especie y la caracterizacion de su
microbiota debido a su rol en la fisiologia y salud animal (3)(4)(5).

Una multitud de publicaciones son relacionadas a la microbiota, en particular del tracto
digestivo, millares para el humano y cientos para el cerdo, estos estudios muestran su
importancia en el desarrollo inmunoldgico, el metabolismo (6), el rol como barrera intestinal (7)
(8), sintesis de vitaminas (9)(10), biosintesis moleculares y actividades bioldgicas que el
hospedador carece (11).

El microbiota del tracto digestivo estd constituido por microorganismos patogenos y
benéficos, siendo los primeros responsables de enfermedades, afectando el estado metabdlico y
la respuesta inmune del hospedero (12)(13)(I4). Mientras que algunos microrganismos
benéficos, conocidos como probidticos son antagonistas de los patogenos y permiten mantener
el equilibrio bacteriano mediante la produccion de multiples moléculas peptidicas y metabolitos

(15).
Numerosas publicaciones estan relacionadas al impacto sobre la microbiota de los

antibidticos utilizados masivamente en los sectores pecuarios, ya sea para el tratamiento de
infecciones o como promotores de crecimiento incorporados en la dieta

(16)(17)(18)(19)(20)(21).

Se debe mencionar que ultimas metodologias de caracterizacién de microbiota incluyen
la metaprotedmica basada en la identificacion de mezcla de microorganismos en base a sus
péptidos (22), y la culturomica asociando varias tecnologias 6micas con innovaciones
tecnologicas de cultivo in vitro (23).

El presente trabajo de investigacion, relacionado a la microbiota del sajino, tiene un
componente enfocado en la caracterizacion de la composicion bacteriana de las heces, siendo
esta considerada, particularmente, como fuente de microorganismos patogenos o benéficos.
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2. Materiales y métodos

2.1. Material biologico

Para la toma de muestra se realizé una seleccion al azar de un sajino de 5 meses de edad criado
en cautiverio en el centro poblado Rica Playa, Tumbes- Peru.

2.2. Aislamiento e identificacion de bacterias acido lacticas.
Toma de muestra

La muestra se obtuvo de la mucosa rectal realizando un raspado con hisopo posteriormente
resuspendidos en medio de cultivo liquido MRS (Man, Rogosa y Sharpe) e incubados a 37 °C por
24 horas.

Purificacion bacteriana

Después de las 24 horas de incubacion, el cultivo bacteriano fue diluido en serie en caldo MRS,
posteriormente 100 pl fue dispensado dentro de una placa Petri con agar MRS e incubado a 37
°C por 12 horas. Después de 12 horas las colonias fueron seleccionadas por caracteristicas
fenotipicas diferentes (color, tamano, forma, y subcultivadas, para su purificacién. Las bacterias
purificadas y diferenciadas por tincion de Gram, fueron almacenadas a -20 °C con una solucién
de glicerol al |5 %.

Extraccion de ADN genémico bacteriano

Se procedié a tomar 1.2 ml de caldo pre-enriquecido en MRS y se centrifugd a 10000 rpm por
2 minutos, luego se elimino el sobrenadante y se resuspendio el sedimento en 500 pl de solucion
PBS 1X estéril. El nuevo sedimento de bacterias fue diluido en 200 pl de la solucion TE (I M
Tris/0.1 M EDTA), se llevo a ebullicion por 10 minutos, luego fue colocado inmediatamente
sobre hielo por 5 minutos y centrifugado a 10000 rpm por | minuto. El sobrenadante fue
transferido a otro micro tubo, se realizé un tratamiento con | pl de ARNasa por una hora a 37
°C se incubé a 65°C por |5 minutos y se almacend a -20°C.

PCR amplificacion del gen 16S ADNr

Para comprobar la presencia de ADN bacteriano se realizé la PCR dirigida a la amplificacion del
gen 16S ADNIr, para lo cual en cada reaccion se tomo 2.5pl de buffer 10X, 1ul de cloruro de
magnesio 50 mM, 0.1 unidad de Taq polimerasa (Invitrogen), 0.5 pl de una mezcla de dNTPs 10
mM, 0.6 pl de cada iniciador a |5 pmol, en un volumen final de 25 pl, con 2 pl de ADN genémico,
los iniciadores wusados fueron F518: (CCAGCAGCCGCGGTAATACG) y R800:
(TACCAGGGTATCTAATCC). La programacion del termociclador fue el primer ciclo a 94°C
por 6 minutos, seguido de 34 ciclos a 94°C por 30 segundos, 58°C por 45 segundos, 72°C por
| minuto y | ciclo final a 72°C por 4 minutos y 4°C por 2 horas. Los productos de la PCR
fueron analizados en el gel de electroforesis antes del envio a secuenciar. Las secuencias fueron
analizadas comparativamente con las bases de secuencia de Gene Bank (National Center for
Biotechnology Information) usando el algoritmo BLAST.
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3. Resultados y discusion

Aislamiento e identificacion molecular de bacterias acido lacticas.

30 bacterias aisladas acido lacticas fueron obtenidas de la muestra fecal, estas bacteria son Gram-
positivas y no esporulante con diferentes formas y tamanos, el anadlisis de secuenciamiento
dirigidas al Gen 16 ARN ribosémico nos permitio identificar 15 especies de Weissella (W.confusa,
W. cibaria); 6 especies de Pediococcus (P. pentosaseus); una especie de Lactobacillus (L. plantarum)
y otras especies como las del género Streptococcus (S.ictalauri, S.infantarius, S. equinus) y una
especie de Planomicrobium sp.

Las bacterias tienen un grado de identidad del 97% al 100%, a excepcion de una especie
de P. pentosaseus con 76% de identidad para ellos usamos el banco de datos de secuencias
Genbank (Tabla I).

Tabla I. Bacterias acido lacticas aisladas de las heces e identificadas mediante su secuencia parcial del

gen |16S ADNTr.

Cadigo Bacteria % homologia
Cl Lactobacillus plantarum strain NGRI 0101 97%
Cc2 Pediococcus pentosaceus 100%
C3 Pediococcus pentosaceus strain DSM 20336 T 99%
C4 Pediococcus pentosaceus strain DSM 20336 T 100%
C5 Pediococcus pentosaceus strain DSM 20336 T 100%
Cé Pediococcus pentosaceus strain DSM 20336 T 100%
DI Pediococcus pentosaceus strain DSM 20336 T 76%
D2 Planomicrobium sp. R15 100%
El Streptococcus equinus strain D 99%
E2 Streptococcus equinus strain D 98%
E3 Streptococcus ictaluri strain BAA1300 97%
E4 Streptococcus ictaluri strain BAA1300 100%
E5 Streptococcus infantarius strain ICDDRB-NRC-S5 100%
E6 Streptococcus infantarius strain ICDDRB-NRC-S5 100%
E7 Streptococcus infantarius strain ICDDRB-NRC-S5 99%
E8 Weissella cibaria strain CMS3 100%
G2 Weissella confusa strain BSR5 100%
G3 Weissella confusa strain BSR5 100%
G4 Weissella confusa strain BSR5 99%
G5 Weissella confusa strain BSR5 99%
G6 Weissella confusa strain BSR5 100%
G7 Weissella confusa strain BSR5 99%
G8 Weissella confusa strain BSR5 100%
G9 Weissella confusa strain BSR5 99%
HI Weissella confusa strain BSR5 96%
H2 Weissella confusa strain BSR5 99%
H3 Weissella confusa strain BSR5 99%
H4 Weissella confusa strain BSR5 98%
H5 Weissella confusa strain JCM 1093 99%
Y8 Weissella confusa strain SL3 99%
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4. Discusion

En nuestro estudio se aislaron bacterias acido lacticas Gram positivas de importancia siendo este
el primer reporte en sajino, las bacterias identificadas fueron L. plantarum, P. pentosaceus, W.
cibaria y W. confusa. Los estudios de (24) aislaron L. plantarum de las heces del cerdo estudiando
caracteristicas anti inflamatorias en células epiteliales del cerdo (PIE cells), los estudios de (25)
mencionan a P. pentosaseus como un probiotico de alto potencial y actividad antiviral en células
Vero, también estudios de (26) mencionan a W. confusa aislada del intestino de la vaca con
capacidad de inhibir a la bacteria E. coli, ademas, la especie W. cibaria fue aislada de las heces de
humano (27) evaluando sus caracteristicas probioticas.

También encontramos bacterias consideradas patogenas como las del género
Streptococcus (28) se pudo reportar la bacteria Streptococcus ictaluri en el pez gato (Ictalurus
punctatus) el cual causa morbilidad y mortalidad en diversas etapas de vida de esta especie, otra
bacteria que encontramos es S. infantarius (29) estudia la patogénesis en la endocarditis como
agente causal, la bacteria S. equinus en investigaciones (30) fue aislada de lesiones post
vacunacion.

En Pediococcus pentosaceus, se identifico la proteina xylulokinasa regulador del
metabolismo de la glucosa y la lipogénesis (31). La proteina NADH peroxidasa, potencial
catalizador del peroxido de hidrogeno (32)(33), también se identifico la proteina xylulokinasa
regulador del metabolismo de la glucosa y la lipogénesis (31). La proteina NADH peroxidasa,
potencial catalizador del peréxido de hidrogeno (32)(33).

En Weissella cibaria se identifico la proteina elongacion factor Tu, presenta actividad
inmunomoduladora (34), actividad de unién a los peptidoglicanos (35)(36). Una proteina
elongacion factor 4, tiene actividad de sintesis de proteinas bajo condiciones de estrés. La
glucanosucrasa tiene un potencial prometedor como aditivo alimentario, ya que cataliza la
sintesis de dextrano en la leche suplementada con sacarosa (37). La proteina ribosoma pequena
subunidad dependiente GTPasa tiene una funcién de maduracién de los ribosomas (38).

En Weissella confusa se identifico la proteina glyceraldehyde-3-fosfato deshidrogenasa, tipo I,
implicada en la reparacion de ADN. La proteina de union ATP —transportador ABC, proporciona
una senal de reconocimiento para la escision mediada por el transductor ABC (39)(40),
productor de bacteriocina (41)(42).

5. Conclusiones

Las técnicas dependientes de cultivo in vitro han permitido el establecimiento de un cepario de
bacterias nativas caracterizadas molecularmente y potencialmente benéficas, pero reducido en
términos de cepas aisladas.
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