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Resumen

RESUMEN

Para estudiar la diversidad en la composicion microbioldgica del pozol (bebida preparada a partir
de masa de nixtamal fermentada que es sometido a un proceso de fermentacion natural y por lo
tanto no controlado puede dar origen a una microbiota variada), se han usado métodos
independientes de cultivo, como el PCR-DGGE. Se extrae el DNA de las muestras y se amplifica
una regién del gen ribosomal 16S rDNA con cebadores especificos para Bacteria. Los productos
de PCR obtenidos (del mismo tamafio, pero con secuencias diferentes) se separan en un gel con
gradiente desnaturalizante de urea-formamida. Esta técnica fue empleada anteriormente con la
region V3 del gen ribosomal 16S rDNA; sin embargo la obtencién de bandas mudltiples para los
cultivos puros dificultaba la asignacién de bandas y andlisis de geles. Este comportamiento se
debe a que existe microheterogenicidad en el gen, esto es varias copias del mismo gen. El
objetivo de este trabajo consistié en evaluar la diversidad de la microbiota presente en diferentes
muestras de pozol usando una regién del gen rpoB, del cual se ha reportado no ser multicopia y

puede usarse como gen marcador para la identificacion de microorganismos.

Se emplearon 7 muestras de pozol provenientes de distintos productores de Tabasco,
Villahermosa, las cuales fueron sometidas a un proceso de fermentacion durante 72 horas. Se
extrajo DNA de cada una de las muestra tanto del centro como de la superficie de la bola de pozol
en 5 tiempos distintos de la fermentacion: tiempo cero (masa recién molida), 24, 48 y 72 horas. Se
realizo la amplificacién de una regién del gen rpoB y finalmente se aplico la técnica DGGE a los

productos de amplificacién.

La aplicacién del gen rpoB resulté tener ventajas respecto al gen 16S rRNA, pues al obtenerse en
la mayoria de los casos una banda representando a un microorganismo, facilité el estudio de la

diversidad microbiana en el pozol.

Dentro del estudio de la diversidad microbiana, se obtuvieron resultados que permitieron concluir
gue durante la fermentacién del pozol es posible un mejor establecimiento de los microorganismos
en el centro de la bola de pozol que en la superficie. Ademas se determiné que se desarrolla una
microbiota que varia entre el pozol de un productor y otro; sin embargo fue posible detectar el
predominio de un conjunto de microorganismos en todas las muestras: S. infantarius, W. confusa y
Lact. lactis durante toda la fermentacion y Lb. plantarum, Lb. fermentum y Leuc. mesenteroides
subsp. mesenteroides a partir de las 48 horas. Se considerd que estos constituian la microbiota
basica de la fermentacion y se atribuyd la gran diversidad microbiolégica observada a la presencia

ocasional de otros microorganismos en las muestras de pozol de los distintos productores.




Introduccion

INTRODUCCION

El pozol es una bebida acida que se prepara diluyendo en agua la masa de nixtamal
fermentado. Es una fermentacién natural, ya que no se inocula, sino que depende de los
microorganismos que se encuentran naturalmente en la masa. Se encuentra entonces una
microbiota compleja en la que participan una variedad de bacterias, levaduras y mohos. Los
meétodos moleculares para el analisis de comunidades microbianas (como la amplificacion por
PCR de genes ribosomales, seguida de DGGE) han revelado que existe una diversidad mayor
a la encontrada con métodos de cultivo basico, lo que ha permitido la descripciébn mas rapida
y con mayor resolucion de las comunidades microbianas. Se ha reportado sobre los cambios
microbioldgicos que ocurren durante la fermentacion; sin embargo no se habia tomado en
cuenta la posible variabilidad microbioldgica existente en el pozol proveniente de distintos
productores debida a que ocurre una fermentacion natural. En un trabajo previo se determiné
esta variabilidad en muestras de pozol de Villahermosa, Tab., analizando patrones de bandas
obtenidas mediante la separaciéon por DGGE de la region V3 del gen ribosomal 16S. Se
presento el problema de la dificultad para asignar una banda a cada microorganismo, ya que
se obtenian varias para cada microorganismo puro. Este fendmeno, que se conoce como
microheterogeneidad, se ha atribuido a la presencia de varias copias del gen ribosomal, las
cuales presentan variaciones en sus secuencias. Una alternativa seria el uso de genes que
tengan una sola copia. Este es el caso del gen rpoB (el gen de la subunidad beta de la RNA
polimerasa), que ademas de no presentar heterogeneidad intragenémica, posee las
caracteristicas deseadas para un gen que puede ser utilizado como herramienta filogenética
esto es: que es comun en todas las bacterias, que tiene secuencias conservadas asi como
regiones variables y que es funcionalmente homélogo, por lo que su aplicacién al estudio de la
ecologia microbiana como una herramienta molecular, podria permitir obtener resultados mas

confiables en el estudio de la diversidad bacteriana de alimentos como el pozol.




Objetivos

OBJETIVO

Determinar la variabilidad en la microbiota de muestras de pozol de diferentes
productores de Villahermosa, Tabasco, mediante el uso del gen rpoB como alternativa al

uso de genes ribosomales.

Obijetivos especificos:

v' Determinar las condiciones 6ptimas para la obtencién de productos de PCR con la
secuencia del gen rpoB utilizando cepas puras que fueron aisladas previamente
del pozol.

v Optimizar las condiciones de la técnica PCR-DGGE, con el fin de obtener la mejor
resolucion de bandas en los geles.

v" Obtener el DNA de las muestras de pozol usadas en el trabajo de Bolafios (2004 )
mediante un proceso de extraccion y a partir de éstos generar los productos de
PCR con el gen rpoB.

v' Aplicar la técnica PCR-DGGE a los fragmentos del gen rpoB generados de las
muestras de pozol obtenidas de los distintos productores.

v Identificar los microorganismos presentes en el pozol en base a la secuenciacién
de las bandas obtenidas por los geles DGGE utilizando una region del gen rpoB.

v' Determinar si existen diferencias en la composicion microbiol6gica entre las
diferentes muestras de pozol, en los diferentes tiempos de fermentacion y entre la

superficie y el interior de cada muestra.




Antecedentes

CAPITULO 3. ANTECEDENTES

3.1El POZOL

El pozol es una bebida tradicional fermentada elaborada a base de maiz. Comuinmente
es elaborada por la poblacién india y mestiza en el sureste de México. (Sainz et. al. 2001)
Dentro de los estados donde esta bebida es consumida se encuentran basicamente:
Tabasco, Chiapas, Yucatan, Oaxaca, Veracruz, Guerrero y Quintana Roo (Wacher, 1999).
El pozol es consumido desde tiempos prehispanicos, como una importante parte de la
alimentacion diaria de diferentes grupos étnicos (Wacher et. al. 2000). Esta bebida ha
tenido una gran importancia ceremonial, pues ya desde aquellos tiempos se usaba como
ofrenda en las diversas festividades mayas relacionadas con el cultivo y la cosecha del
maiz (Ulloa et. al. 1987). Bebidas semejantes a esta pueden considerarse: la chichia en
Latinoamérica, el Koko en Ghana, el Kenkey y mahewu en Sudafrica en los cuales el
maiz no esta nixtamalizado. (Escobar A. 1996, Ulloa, 1983).

A. Descripcion general de la elaboracion del pozol

El proceso de elaboracién de pozol se puede describir de la siguiente manera, los granos
de maiz son cocidos en agua (aproximadamente 1% wi/v) con cal (nixtamalizacion) hasta
que se hinchan los granos y se desprenden el pericarpio, de este modo se obtiene el
nixtamal. Con este Ultimo se elabora la masa, de la cual se hacen bolas que son
envueltas en hojas de platano y posteriormente se dejan fermentar a temperatura
ambiente, por un periodo que va desde 4 a 5 dias y en ocasiones dos semanas 0 mas.
Una vez fermentada la masa, se diluye en agua y se bebe solo o adicionado de sal,

azucar, miel o chiles secos molidos (Ulloa et. al. 1987).

Existe una modalidad de pozol, llamada chorote, que se prepara en Chiapas fermentando

una mezcla de nixtamal y cacao molido (Ulloa et. al. 1987, Garcia et. al. 1999.).

Debido a que algunos componentes fibrosos no pueden solubilizarse completamente

durante la nixtamalizacién y el sedimento esta presente en la bebida cuando la masa se
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suspende en agua. A la poblacion mestiza no le agrada este sedimento, y aparentemente
ha modificado el proceso indigena adicionando un segundo proceso de coccion en agua

de los granos de nixtamal para reducir el sedimento (Wacher et. al. 2000).

A continuacion se describen los pasos reportados por Cafias et. al. 1993 involucrados en

la obtencion del pozol.

a. Limpieza de maiz

El maiz se limpia para eliminar material extrafio y granos podridos, comiunmente se
agrega agua al maiz crudo, de manera que lo cubra por lo menos de 10 a 15 cm. Se deja
reposar unos minutos y se procede a retirar todo lo que flota, que es maiz picado o
podrido, y cascarillas. O bien, un método muy tradicional consiste en vaciar el maiz de un
canasto sostenido a cierta altura, a otro que se encuentra mas abajo. Mientras el maiz
cae, se sopla con un sombrero o cartdén y asi se separa la cascarilla. Posteriormente es

necesario separar manualmente los granos malos.

b. Nixtamalizacion

Consiste en la coccién de los granos en agua con cal y su objetivo es lograr la separacion
de la cascarilla del grano. Los productores comerciales la llevan a cabo en cubetas de
metal y los familiares, en recipientes de peltre o de barro.

La cal, que se adquiere en el mercado local, se puede agregar directamente sobre el maiz
seco, al que después se le adiciona el agua, o sobre la mezcla de maiz con agua.
Algunos productores mestizos suspenden previamente la cal en agua, esperan a que se

asienten y la agregan sin el sedimento, los indigenas la afiaden directamente.

La cantidad de cal necesaria, la cual ha sido conocida por experiencia, es muy
importante, ya que si es insuficiente, dara dureza al maiz obteniéndose “maiz duro para
puercos”. Si la cantidad es mayor a la necesaria, es necesario lavar muy bien para
eliminar el exceso y debe hacerse en un tiempo no mayor a cuatro horas; de lo contrario,
el grano de maiz se impregna de cal y el color y sabor del pozol se alteran. Durante la

nixtamalizacién, el maiz adquiere un color amarillo, que se elimina con el lavado.
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La coccion se lleva a cabo en hogueras, y ésta termina cuando el hollejo se puede
eliminar facilmente al frotar el grano con los dedos; el tiempo oscila entre los 60 y 120

minutos.

c. Lavado del nixtamal

Se lleva a cabo con agua potable, y tiene como fin la eliminacion de la cascarilla. El maiz
contenido en recipientes perforados se lava y se frota con las manos hasta que el agua
residual sea transparente. Otra técnica consiste en agregar agua al nixtamal dentro de
una cubeta, frotar los granos y transferirlos manualmente a otra cubeta con agua limpia, y

asi sucesivamente hasta que el agua de lavado quede libre de turbiedad.

d. Segunda coccion o “Reventado”

Esta operacion representa la diferencia mas importante entre el pozol indigena y mestizo.
Consiste en cocer el nixtamal en agua hasta que el grano de maiz “revienta” o “florea”.
Esta operacién es sdélo hecha por productores mestizos. EIl tiempo de coccién varia de 3
a 8 horas y el grado de reventado determina la consistencia final del pozol. Esto en

realidad permite la obtencién de un producto mas fino.

e. Remojo

Precede a la molienda y se lleva a cabo, en el caso del pozol indigena, incluyendo el agua
del dltimo lavado del nixtamal (en frio); el pozol mestizo se remoja con el agua de
reventado (en caliente). Por lo general el remojo dura toda la noche y permite aumentar

la retencién de humedad, para evitar que el maiz se seque durante la molienda.

f. Molienda
Se lleva a cabo al dia siguiente de la nixtamalizacion o reventado. Esta se lleva a cabo

en un molino comercial, manual o bien con una piedra o metate.

Para la molienda se agrega un poco de agua y algunos productores consideran que la

calidad y caracteristicas sensoriales del pozol varian de acuerdo con el molino empleado.

Resulta importante destacar que durante la molienda se observan focos potenciales de
contaminacion microbiana. Los molinos de mano jamas se desarman para su limpieza.

Es comun desechar la primera tapa de masa que sale, ya que desprende un olor que es
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inaceptable en el producto. En el caso de molinos comerciales se limpia una vez al dia, al
término de la jornada, esta limpieza es un raspado en seco de la masa que queda

adherida al molino. La piedra se enjuaga con agua después de su uso.

g. Elaboracién de la bola

Inmediato a la molienda, se forman bolas a mano, con la masa previamente amasada de
manera vigorosa, durante poco tiempo (40 a 80 segundos), estas bolas se elaboran
moldeando la masa con las dos manos, o0 sobre la mesa, que generalmente, se enjuaga
previamente con agua. Durante la formacion de la bola, todos los indigenas y algunos
mestizos, utilizan agua para hidratar la masa. Tanto la manipulacién de la masa, como el
agua agregada en esta etapa pueden ser, al igual que la molienda, fuentes importantes

de inéculo para la fermentacion.

La temperatura de las bolas de pozol, varia de acuerdo con el tipo de proceso por el cual
fueron obtenidos. Asi, la temperatura interna de las bolas terminadas, varia de 20 a 27°C

y la externa, de 20 a 24°C.

La forma y peso de la bolas también varia entre productores. La forma puede ser ovalada
y redonda, mientras que el peso puede estar en el intervalo de 15 gramos a 1 kilogramo,
siendo el pozol indigena el de mayor peso.

h. Envoltura
Una vez amasado, el pozol se envuelve tradicionalmente en hojas de platano, sin

embargo actualmente es comun envolverlo en bolsas de plastico.

Algunos indigenas argumentan que la hoja retarda la acidificacién del pozol, sin embargo,
la bolsa de plastico actualmente es preferida por ser mas econdmica y por disminuir el

peso y el volumen del producto.

i. Fermentacién
La mayoria de los consumidores prefieren el pozol fresco, es decir, el que se preparo el
mismo dia. Aunque no es muy acido, ya presenta cierto grado de fermentacién ya que el

tiempo que transcurre entre su preparacion (envoltura) y su consumo (aproximadamente
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8 horas), es suficiente para que las bacterias lacticas responsables de la acidificacién

alcancen su méaximo desarrollo.

Entre los indigenas es mas frecuente el consumo de pozol maduro o agrio, sobre todo los
hombres que realizan trabajo de campo, porgue argumentan que les da energia para
trabajar. La maduracion, que consiste en dejar las bolas de pozol envueltas en hojas de
platano a temperatura ambiente, tiene generalmente una duracion maxima de cuatro dias.
Algunas personas lo fermentan por mas tiempo y lo consumen cuando ya presentan un

notorio crecimiento superficial de mohos.

B. Usos del pozol

Los indigenas elaboran el pozol primariamente en sus casas para consumo familiar, sin
embargo algunos de ellos son productores a gran escala y elaboran el pozol para venta
(Wacher et. al. 1993).

El pozol es consumido basicamente por adultos, niflos e infantes como bebida
refrescante, que ademas es fuente de nutrientes. Cravioto y colaboradores (1955)
reportaron que el pozol contiene mas proteina cruda, niacina, riboflavina, lisina, triptofano
y menos tiamina y fosforo que el maiz utilizado en su preparacion. Ademas encontraron
que la proteina del pozol es de mejor calidad que la del maiz debido al incremento de
aminodcidos indispensables, particularmente lisina. Todo lo anterior, debido al proceso

de fijacion de nitrdgeno atmosférico.

Algunos grupo étnicos del sureste de México, como los chontales y choles de Tabasco;
los mayas de Campeche, Yucatan y Quintana Roo; los lacandones, tzotziles o chamulas,
tzeltales, zoques, choles y mames de Chiapas y los zapotecos de Oaxaca lo consumen
como alimento basico. Algunos de ellos llevan bolas de pozol como provisién para viajes
largos (Wacher, 1999).

También es utilizado como medicina para controlar la diarrea, reducir fiebre asi como para
curar o prevenir infecciones (Herrera et. al. 1975), ya que se ha encontrado que inhiben
diversos grupos de bacterias, levaduras y hongos. Comunidades indigenas desde la
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antigiiedad preparaban como cataplasmas de pozol enmohecido para curar infecciones
superficiales. Los lacandones han utilizado el pozol mezclado con miel para bajar la
fiebre y controlar la diarrea y otros padecimientos intestinales, de manera semejante al
uso que hacen otras personas de medicamentos o alimentos que contienen levaduras y

lactobacilos (Ulloa et. al. 1987).

Los mayas también lo utilizan como ofrenda en ceremonias relacionadas con el cultivo y

la cosecha de maiz (Wacher et. al. 1999).

C. Aspectos generales sobre microbiologia y caracteristicas

fisicoquimicas del pozol

Es de apreciarse que durante la elaboracion de pozol, no existe ningin paso de

inoculacion de microorganismos para llevar a cabo la fermentacion.

Asi pues, la fermentacion de pozol es no-controlada e involucra hongos, bacterias y
levaduras. Los organismos primarios de la fermentacion son las bacterias &cido lacticas
(Nuraida et al. 1995). Ampe et al. (2000) encontraron que Lactococcus y Leuconostoc
spp., son dominantes al inicio de la fermentacion, por otro lado Lactobacillus vy
Streptococcus spp. dominan al final de la misma. También se han encontrado bacterias
mesofilas aerobias y Enterobacteriaceae que estan presentes durante la fermentacion
(Wacher et al. 1993).

Durante la fermentacion, el valor de pH de la masa cae de un valor inicial de
aproximadamente 7 — 7.5 a 5 — 4 en 12 horas. La microbiota es dominada por bacterias
lacticas. Wacher et al. han reportado concentraciones maximas (u.f.c/g) de 10° de
bacterias lacticas, 10’ bacterias mesdfilas aerobias, 10° enterobacterias, 10° levaduras y

10* hongos.

Dentro de las levaduras prevalentes estan las del género Candida, con poblaciones arriba
de 108 ufc/g en peso de masa de 2 dias de fermentacion, y levaduras filamentosas, como
Trichosporon cutaneum y Geotrichum candidum, con poblaciones arriba de 10" ufc/g en
dos dias también. EIl crecimiento de hongos superficiales incluye también diferentes

especies encontrdndose también levaduras de tipo amilolitico, sin embargo no se ha
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encontrado que ocurra licuefaccién en la masa, lo que sugiere que la amildlisis no es

significativa en la fermentacion (Nuraida et al. 1995).

Dentro de las caracteristicas quimicas observadas durante la fermentacion se encuentran

las siguientes:

Aproximadamente después de medio dia de fermentacion se ha observado que los
valores de pH son de 4 a 4.7. Durante 6 a 9 dias de almacenamiento, el pH declina a
aproximadamente 3.6 a 3.9. En algunos casos se ha apreciado que en la superficie de la

masa hay valores de pH de aproximadamente 4 a 4.4 (Nuraida et al. 1995).

Las concentraciones de acidez titulable (como peso de acido lactico/ peso de agua) se
encuentran en valores de entre 0.45% a 0.35% en pozol indigena y mestizo
respectivamente, en este Ultimo se han encontrado valores de acidez un poco mas alto
que oscilan entre 0.6% a 0.7%. Respecto al contenido de glucosa libre se han
encontrado valores menores a 2g/L y el contenido de humedad en el pozol oscila entre
valores de 58 a 71% (Nuraida et al. 1995).

D. Fuentes de microorganismos presentes en el pozol

Se encontr6 que el remojo del nixtamal permite el crecimiento de diversos tipos de
bacterias, incluyendo bacterias lacticas, mesofilos aerobios y enterobacterias, los cuales

después constituyen la microbiota inicial del pozol.

La molienda en molinos comerciales inocula la masa con grandes nimeros de bacterias
lacticas, mesdfilos aerobios y adiciona levaduras. Cuando la microbiota inicial del remojo
se elimina por calor, los granos de la molienda en el molino comercial inoculan la masa
con una microbiota de bacterias acido lacticas, mesdfilos aerobios, enterobacterias y

levaduras.

Asi mismo se ha visto que las levaduras no crecen en el agua del remojo y que son

adicionadas en el pozol primariamente durante la molienda. Evidentemente la masa
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retenida en espacios muertos en el molino que constituyen una masa fermentada la cual

sirve como una fuente de inéculo de bacterias lacticas y contaminantes indeseables.

Otros pasos del proceso, incluyendo el contacto con tablas de madera, manipulacion
manual y exposicion al aire, contribuyen solo en menor cantidad al inéculo de

microorganismos en comparaciéon con el remojo y la molienda (Nuraida et. al., 1995).

E. Cambios microbiolégicos y bioquimicos durante la

fermentacién de pozol

Como se menciond anteriormente, se ha hecho evidente que la fermentacion inicial del
pozol esta dada por bacterias acido lacticas. En ausencia del acceso al aire, como en el
pozol mestizo, se encuentran otros microorganismos que no estdn presentes en
concentraciones suficientes para ocasionar cambios bioquimicos significativos en el
sustrato. Donde el acceso de aire es permitido, como en el pozol indigena tradicional que
es envuelto en hojas de platano, se ha apreciado un crecimiento extensivo de hongos en
la superficie. Y es posible que esta microbiota contribuya con las caracteristicas

sensoriales al producto.

Las bacterias lacticas no hidrolizan el almidén bajo condiciones aerdbicas, pero cerca de
dos terceras partes de ellas muestran algo de hidroélisis bajo condiciones anaerdbicas. Del
mismo modo, la mitad de las levaduras aisladas del pozol muestran algo de actividad
amilolitica, ciertamente no muy elevada, pues como ya se mencioné no se encuentra
licuefaccion de la masa, sin embargo, puede ser, que se requieran bajos niveles de
actividad amilolitica para un crecimiento microbiano maximo asi como para la acidificacion

de la masa (Nuraida et al. 1995).
Posteriormente se mencionaran con amplitud topicos relacionados con la biodiversidad

bacteriologica existente en el pozol, pues como hasta ahora se ha hecho notar, la
microbiota de este producto es compleja.
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3.2 LAS BACTERIAS LACTICAS

Las bacterias lacticas han tenido un papel relevante en la historia debido, sobre todo, a su
aplicacion en alimentos fermentados, ya que su aplicaciéon ha dado lugar al desarrollo de
caracteristicas sensoriales definidas en distintos productos, tales como quesos, yogurt,
mantequillas y por supuesto el pozol. Debido a esto su estudio ha sido importante sobre
todo para la industrializacion de diversos productos que incluyen beneficios a la salud, a
continuacion se muestra una breve revision de los diversos microorganismos involucrados

en esta clasificacion.
A. Caracteristicas generales

Cuando se habla de bacterias lacticas (LAB) los microbidlogos se refirieron a ellas como
ciertas especies del genero Lactobacillus, Lactococcus (Streptococcus), Leuconostoc y
Pediococcus. Sin embargo, estudios basados en quimiotaxonomia y estudios
filogenéticos han resultado en un dramatico cambio en su nomenclatura.
Filogenéticamente las LAB pertenecen a una rama de las clostridias de las bacterias
gram positivas, son catalasa negativas, no formadoras de esporas, cocos o cocobacilos, y
tiene menos de 55 mol% como contenido de Guanina y Citosina en su DNA. Los hidratos
de carbono fermentables son utilizados como una fuente de energia. Las hexosas son
degradadas principalmente a lactato (homofermentativas) o a lactato y productos
adicionales tales como acetato, etanol, CO,, formato o succinato (heterofermentativas).
Las LAB son encontradas en alimentos (productos lacteos, carnes fermentadas, masas
agrias, vegetales fermentados, ensilados, bebidas) en plantas, en genitales, intestinos y

tracto respiratorio en hombre y animales (Wood, 1995).

Las LAB mas importantes en alimentos pertenecen al género Carnobacterium,
Enterococcus, Labotacillus, Lactococcus, Leuconostoc, Oenococcus, Pediococcus,

Streptococcus, Tetraganogenococcus, Vagococcus y Weisella (Stiles, 1997).

Los datos de la secuencia de 16 S rRNA de LAB sugieren nuevas agrupaciones que
pueden establecer lineas taxondmicas. No todos los nuevos grupos han sido

establecidos en la taxonomia bacteriana, pero recientes consideraciones filogenéticas,
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indican que lactobacilli, leuconostoc y pediococci seran reclasificadas como tres grandes
grupos, el grupo de Leuconostoc, Lactobacillus delbrueckii, y Lactobacillus casei-
Pediococcus. Otro género establecido Carnobacterium (atipico, acido sensitivo,
lactobacilli), Tetragenococcus (previamente Pediococcus halophilus) y Vagococcus
(previamente streptococci movil) forman un grupo filogenético con el genero
Enterococcus. Algunas de estas relaciones se indican en la figura 3.1, adoptada por
Schleifer y Ludwing (1995).

Oenococcus

Streplococcus

Lactococcus
Leuconostoc
Enterococcus,
Melissococcus,
Tetragenococcus .

Vagococcus

Carnobacterium
Lactosphacra

Weissella

Lactobacillu:

Aerococcus
Alloiococcus
Dolosigranulum
Propionibacterium
10 %
Bifidobacterium

Figura 3.1. Grupos filogenéticos de bacterias lacticas y bacterias lacticas gram positivas
relacionadas, con bajo y alto contenido de G+C en el DNA (parte alta y baja

respectivamente) (Stiles, 1997).
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B. Revision de los distintos géneros

a. Género Lactobacillus, Leuconostoc y Pediococcus

Los tres géneros son tratados separadamente debido a sus diferencias morfoldgicas,
fisiologicas y de patrones de fermentacion, sin embargo filogenéticamente, se encuentran
inter-mezclados. A partir de los datos de 16 S rRNA de lactobacilli y organismos
relacionados se obtuvo un arbol filogenético utilizando diferentes métodos. Esos analisis
mostraron que el grupo de Leuconostoc esta claramente separado de otras bacterias
lacticas, mientras que los otros dos grupos, Lb. delbrueckii y Lb. casei, alin estan mas

relacionados y puede ser dificil distinguir entre ellos. Esto se muestra en la figura 3.2.

Streptococcus

Lb. casei

.. group
Lb. delbrueckii
group

Lactococcus

Leuconostoc Vagococcus

Carnobacterium
Enterococcus

Alloiococcus
Tetragenoococcus
Aerococcus

B. subtilis

S. aureus

Lb. catenaformis

—_— Cl. ramosum —
Lb. vitulinus

Figura 3.2. Arbol filogenético de bacterias lacticas y bacterias relacionadas, la barra
indica 10% de divergencia esperada en la secuencia (Stiles, 1997).

El grupo comprende a Lb. delbrueckii y otros lactobacilos homofermentativos tales como
Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus amylophilus, Lactobacillus amylovorus,
Lactobacillus crispatus, Lactobacillus gallinarum, Lactobacillus gasseri, Lactobacillus

helveticus, Lactobacillus jensenii, Lactobacillus johnsonii y Lactobacillus kefiranofaciens.
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El grupo, llamado Lb. casei-Pediococcus es el mas grande de los tres, comprende més de
30 especies de Lactobacillus y 5 especiesde pediococos. La mayoria de los miembros
son organismos heterfermentativos facultativos sin embargo algunos son hetero u homo
fermentativos obligados entre los cuales destacan el Lb. plantarum, P. pentosaceus. Lb.

brevis entre otros.

Finalmente el grupo compuesto por todos los miembros del género Leuconostoc que son
lactobacilos heterofermentativos obligados. Estos se encuentran divididos en dos
subgrupos uno que comprende todos los leuconostoc (excepto Leuconostoc
paramesenteroides) y Lactobacillus fructosus, mientras el otro subgrupo consiste de
lactobacilos heterofermentativos obligados y Leuc. paramesenteroides. (Wood, 1995.
Stiles, 1997).

b. El género Carnobacterium

Atipicamente los aislados de carne de pollo, carne de vacuno empacada o pescado estan
fisiol6gica y bioquimicamente relacionados y fueron puestos en un nuevo género,
Carnobacterium. En contraste con otros lactobacilos, estos no pueden crecer en agar con
acetado sino a pH de 8.5-90. Este género consiste en cinco especies: C. divergenes, C.
funditum, C. gallinarum, C. mobile y C. piscicola. (Wood, 1995)

c. Los géneros Streptococcus, Lactococcus, Enterococcus.

A partir de estudios basados en la secuencia de 16 S rRNA, se penso6 separar a los
estreptococos en tres grupos genéticamente distintos: Streptococcus sensu  stricto,
Enterococcus y Lactococcus. La Unica excepcion es Streptococcus thermophilus que no
se incluyé en este género debido a que es un organismo iniciador importante en la

manufactura de queso y yogurt (Stiles, 1997).

El género Streptococcus sensu stricto puede ser dividido en el piogénico y oral o
estreptococo viridans. La relacion intragenérica de los generos Streptococcus sensu
stricto fue estudiada por hibridacion DNA-rRNA y por el andlisis de la secuencia parcial de
16S rRNA. Encontrando que Streptococcus pyogenes, Streptococcus canis,
Streptococcus equi, Streptococcus uberis pertenecen a los estrepcocos piogénicos
mientras que el grupo de estreptococos orales se subdivide en cuatro grupos S. mutans

con siete especies, Streptococcus salivarius, Streptococcus anginosus, ambos con tres
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especies y Streptococcus oralis con seis especies. Streptococcus bovis forma junto con
Streptococcus equinus, y Streptococcus alactoyticus, un grupo distinto bien separado del
grupo piogénico y oral. Dos especies distintas; S. aciominimus y S. suis son
genéticamente distintos y muestran no tener relacion especifica con ninguna de las otras

especies de estreptococos (Wood 1995).

El genero Lactococcus incluye estreptococos no moviles, mesofilicos y que contienen el
antigeno N. Las especies mas importantes son Lc. garviae, Lc. lactis, Lc. plantarum y Lc.
raffinolactis (Wood, 1995). El uso de lactococos ha sido amplio en la industria y
tecnologia de cultivos iniciadores, particularmente el uso de Lc. lactis que produce un gran
namero de bacteriocinas siendo la mas importante nisina que es un lantibiético de relativo
amplio espectro contra bacterias gram positivas como Clostridium botulinum y sus

esporas, de ahi su importancia como un conservador de alimentos (Stiles, 1997).

En el género Enterococcus se acomod6é a las especies Streptococcus faecalis y
Streptococcus faecium. Este género contiene 19 especies. Estudios con 16 S rRNA
indican que los enterococos pueden estar relacionados con los géneros Carnobacterium y
Vagococcus mas que con Streptococcus y Lactococcus, las cuatro especies
Enterococcus durans, Enterococcus faecium, Enterococcus hirae y Enterococcus mundi,
forman un grupo distinto de Enterococcus avium, Enterococcus farrinosus, Enterococcus
maloddoratus y Enterococcus pseudoavium y dos especies mas son Enterococcus

casseliflavus y Ent. gallinarum (Wood, 1995).

d. El género Aerococcus, Alloiococcus, Tetragenococcus y Atopobium

El género Aerococcus contiene dos especies: Aerococcus urinae y Aerococcus viridans.
Estos pueden ser distinguidos de otros especies catalasa negativos, son cocos gram
positivos y tiene una tendencia a dividirse en dos planos en angulos rectos para formar
tétradas. Este género representa una linea distinta de descendencia dentro de las

bacterias gram positvas con bajo contenido de guanina citosina en el DNA.

El género Alloiococcus esta representado por cocos gram positivos, que se presentan
como diplococos o tétradas y estan fenotipicamente mas relacionados a los aerococos y
estreptococos, mostrando la caracteristica de ser catalasa positivos. Incluye una bacteria

Unica, Alloiococcus otitis, debido a que fue aislada de el oido medio del humano.
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El género Tetragenococcus proviene de una reclasificacion del Pediococcus halophilus, el
cual no mostraba relacion cercana con otros pediococos. Se encontrd por el analisis de
secuencias del 16S rRNA una descendencia separada de los aerococos y pediococos. De
la misma manera el género Atopobium es una reclasificacion de Lactobacillus minutus
que no correspondia a las bacterias gram positivas con bajo contenido de guanina
citosina , sino que esta mas relacionada con las bacterias de alto contenido de guanina
citosina (Wood, 1995).

e. El género Bifidobacterium

Miembros del género Bifidobacterium exhiben un alto contenido de guanina y citosina en
el DNA (55-67mol%). Basados en el analisis de la secuencia de 16S rRNA, se sabe que
pertenecen a bacterias gram positivas con alto contenido de guanina citosina.
Fisiologicamente son bacterias lacticas, sacaroliticas y productoras de lactato y acetatos
como productos finales de la fermentacién, sin embargo contienen una ruta especial para
la fermentacidon de hexosas, llamada ruta Bifida o ruta de la fructosa-6-fosfato. La ruta
completa involucra enzimas de la glucolisis y de la ruta de las pentosas fosfato y contiene
una segunda fosfocetolasa que rompe a la fructosa-6-fosfato en acetil-fosfato y eritrosa-
fosfato. La presencia de esta enzima, es una caracteristica confiable para la identificacion
de bifidobacterias (Wood, 1995). La importancia de éstas ha radicado en contribuir al
funcionamiento adecuado del intestino, incluyendo bacterias con capacidad probittica
como B. longum, B. bifidum y B. infantis, que actualmente se incluyen en productos
lacticos con fines terapéuticos que aportan beneficios nutricionales. Se ha encontrado
que dominan en el tracto intestinal en infantes, particularmente los amamantados del seno
materno, protegiendo contra patdgenos entéricos y actuando como estimulantes al

sistema inmunolégico (Stiles, 1997).

3.3 DIVERSIDAD MICROBIANA

En general se puede mencionar que los microorganismos ocupan un lugar peculiar en la
vida humana. Por ejemplo la actividad en la biosfera depende en gran medida de las

actividades realizadas por los microorganismos.
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Los suelos, se sabe, contienen billones de microorganismos de diferentes tipos, en su
mayoria desconocidos. Actualmente se conocen solo cerca de 5000 de ellos, esto es, que
han sido formalmente descritos (en contraste con el medio millén de especies de insectos

descritas).

La razon de lo mencionado reside, en el hecho de que los microorganismos, no son
visibles a simple vista; gracias a la invencion del microscopio por Leeuwenhoek pudieron
ser vistos, observandose asi ciertos detalles morfologicos lo que permitié hacer ciertas

clasificaciones.

No fue sino hasta el siglo XIX y gracias al desarrollo de técnicas de cultivo, que ciertos
microorganismos pudieron ser clasificados por criterios nutricionales y aislados de cultivos
puros. Actualmente las herramientas moleculares y las perspectivas ofrecidas por las
secuencias genéticas han ayudado a conocer mas a fondo la diversidad de
microorganismos encontrados y sin duda, han cambiado la percepcion de la diversidad

microbiana (Pace. 1997).

Todos los descubrimientos antes mencionados, junto con la aplicacion de nuevas técnicas
han permitido conocer la fisiologia microbiana y su bioquimica lo que ha permitido la
aplicacion de microorganismos a diferentes areas tales como la medicina y alimentos por
mencionar algunas. Sin embargo, el uso de técnicas moleculares ha mostrado que solo
una pequefia fraccion de la diversidad microbiana ha sido cultivada de todos los
ambientes que se han investigado. AlUn existen una gran cantidad de ambientes no
explorados que son reservorio de diversos microorganismos que podrian ser potencial
fuente de antibioticos, antifungicos y otros productos de importancia y gran aplicacion
(Keller et al. 2004).

Desafortunadamente, sélo un pequefio porcentaje de los microorganismos puede ser
identificados usando técnicas tradicionales de cultivo. Por ejemplo, en ciertos ambientes,
la comunidad microbiana es descrita solo en parte, debido a que sélo una pequefia
fraccion de las especies son recuperadas (Ampe et al. 2000). Esto ocurre en ambientes
tales como los suelos, rios, alimentos fermentados, flora del rumen en rumiantes,
ambientes “hot springs”, microorganismos que viven en ambientes extremos etc., que son

ambientes complejos y de gran diversidad microbiana.
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Se han desarrollado una gran diversidad de métodos con el fin de estudiar la diversidad

microbiana, que no requieren el cultivo de microorganismos.

Entre los mas importantes podemos mencionar:
v' Las secuencias de rRNA,
FISH (fluorescencia por hibridacion in sito),
DGGE (electroforesis en gel con gradiente desnaturalizante),
TGGE (electroforesis en gel con gradiente de temperatura),

RFLP (polimorfismo con fragmentos de restriccidn)

AN NN

T-RFPL (polimorfismo con fragmentos de restriccion terminal)

La desventaja de estos métodos es que a partir de ellos no es posible conocer la funcion
de los microorganismos encontrados en su ambiente (Keller et al. 2004). Sin embargo
conocer la diversidad presente en diversos ambientes es un inicio para poder

conocer a su fisiologia.

La diversidad microbiana se puede definir como la suma de las diferentes especies en un
ambiente dado. A su vez ésta puede ser definida usando diversos criterios, por ejemplo,
filogenia, fisiologia, metabolismo y gendémica (Keller et al. 2004).

El gen ribosomal 16S refleja relaciones evolutivas entre los microorganismos (Woese et
al. 1987). El estudio de la secuencia de estos genes permite su identificacion, ya que el
RNAr es una molécula distribuida universalmente, que tiene una funcion homéloga en
todos los organismos, ademas de presentar zonas moderadamente conservadas y zonas
variables. Por otra parte, el RNAr presenta secuencias huella u oligonucleétidos cortos
que son Unicos para ciertos grupos de organismos, lo que ha permitido que sea empleado

como herramienta en estudios de ecologia microbiana.

A. Estudios evolutivos a partir de genes conservados

La evolucién de los microorganismos fue objeto de especulaciones controvertidas durante

mucho tiempo. Se construyd un arbol filogenético de los procariotas cuando C. Woese
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secuencio las bases del RNAr de un gran numero de bacterias. A partir del grado de
semejanza entre las secuencias de bases de diversos organismos pudo concluir que

todos los organismos derivan de una raiz comun (Schliegel, 1999).

En general las secuencias altamente conservadas, que tienen un papel central y por
consiguiente durante la evolucion, solo cambian lentamente, por o que pueden poner de
manifiesto parentescos entre organismos que divergieron hace tiempo, mientras que
secuencias que evolucionan rapidamente pueden utilizarse para determinar cdmo
evolucionan especies relacionadas. Es de esperar que la aplicaciéon continua de estos

métodos permitira seguir el curso de la evolucidn con cierta exactitud (Pace. 1997).

Los tipos filogenéticos de organismos, “filotipos” y su distribucion en comunidades
naturales puede ser examinado por la secuencia de genes de RNAr obtenido de DNA
aislado directamente de un ambiente dado. El analisis de ecosistemas microbianos de
esta manera, es mas que un ejercicio taxondnico, porque las secuencias proveen
herramientas experimentales que pueden ser usadas para la identificacion, monitoreo y

estudio de ambientes microbianos en ecosistemas naturales.

Los genes de RNA ribosomal son obtenidos del DNA aislado directamente del ambiente.
Gracias a queestas secuencias de RNAr son estan altamente conservadas se pueden
sintetizar “primers” o cebadores universales que permiten mediante la reaccion de PCR
(reaccidén en cadena de la polimerasa) amplificar las secuencias variables y dominios
filogenéticos. Posteriormente la mezcla de estos genes individuales podran

posteriormente ser separados por diversas técnicas y ser identificados (Pace. 1997).

B. Biodiversidad en ambientes complejos

Una gran variedad de organismos, muchos auln desconocidos, forman parte de la
microbiota presente en diversos ambientes. Aunque el nimero de bacterias en los
océanos es enorme, la diversidad de procariotes en ambientes acuéticas es estimada en
un orden de magnitud menor que en ambientes como el suelo. Dependiendo del método
usado, se estima que el nimero de especies que existen en una muestra difieren
sustancialmente. Simplemente, se ha estimado que el nimero de diferentes especies en

una muestra de suelo incluye 467, 6300, 10,000 y hasta 500,000 géneros, de acuerdo con
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distintos métodos utilizados. Se ha especulado acerca de la diversidad a larga escala,
Curtis y colaboradores estimaron que la diversidad bacteriana del océano dificilmente
excede de 2 x 10° especies, mientras que la diversidad de suelos se ha calculado
contiene aproximadamente 4 x 10° especies distintas. Ahora bien, si se consideran
ambientes extremos, aun poco explorados por el hombre, tal como comunidades
subsuperficiales, ambientes hidrotérmicos y ambientes llamados “hot springs”, el
problema de la biodiversidad se vuelve ain mas complejo pues en estos ambientes
existen una gran variedad de variaciones geoquimicas que sin duda afectan la
biodiversidad y de ellos se han aislado un gran nimero de organismos con aplicacion
potencial, tal es el caso de la Taq polimerasa aislada de Thermus aquaticus (Chien,
1976).

Debido a esto, el conocer e incorporar instrumentos de medicién y técnicas moleculares
para la caracterizacién de las comunidades microbianas presentes en ellos puede dar
lugar al entendimiento de estos ambientes y poder predecir asi su biodiversidad (Keller et
al. 2004).

La ecologia microbiana en alimentos ha comenzado a tener importancia en los Gltimos
afios, como es el caso de los ambientes anteriormente descritos. Los métodos para
extraccion de DNA han sido usados para detectar especificamente microorganismos por
amplificacién parcial de 16 S rDNA con PCR con primers o cebadores especificos o por
hibridacion con pruebas de 16S o0 23S rDNA. Sin embargo las estructuras formadas por
estas comunidades no ha sido lo suficientemente estudiada usando estas herramientas,
especialmente no en ambientes complejos como es el caso de alimentos tradicionales

fermentados.

Un andlisis de diversidad bacteriana en alimentos fermentados es sin duda el primer paso
en el estudio de su microbiologia. Los alimentos tradicionales fermentados son
ambientes que guardan una diversidad de microorganismos en sustratos especificos
(Escalante et al. 2001).

Varios de estos alimentos fermentados se producen, la mayoria de las veces, a nivel
casero 0 a pequefia escala, en muchas ocasiones con malas condiciones higiénicas y se

obtienen productos de calidad variable. El estudio de estas fermentaciones permite
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mejorar su elaboracion rural y también producirlos a nivel industrial (Wacher et al. 1999).
Sin embargo uno de los obstaculos mas grandes para llegar a este tipo de mejoras es la
falta de conocimiento acerca de la diversidad microbiana real y el papel que los

microorganismos pueden jugar en el proceso (Escalante et al. 2001).

C. Aplicacion de secuencias conservadas en el estudio de la

diversidad microbiana.

Los microorganismos han sido tradicionalmente caracterizados de acuerdo con sus
caracteristicas fenotipicas, propiedades celulares observables y la estructura de los
componentes celulares. Debido a que el cultivo es un prerrequisito para examinar tales
propiedades, la mayoria de los microorganismos no puede ser caracterizada en sus
ambientes naturales. Lo cual ha dado lugar a la imposibilidad de determinar la diversidad

bacteriana total de una muestra de un ambiente.

Con el fin de luchar contra este problema, el uso de herramientas moleculares,
particularmente el andlisis de secuencias genes ribosomales (rDNA o rRNA), se han
convertido en un método popular que ha hecho posible la deteccion de una gran

diversidad microbiana en diferentes habitats (Escalante et al. 2001).

Las amplificaciones obtenidas a partir de dichas secuencias han sido utilizadas para la
subsecuente generacion de bibliotecas de clonas de 16S rDNA, las cuales son
secuenciadas y analizadas para establecer la identidad de la secuencia y relaciones

taxondmicas por comparacion de resultados existentes en diversas bases de datos.

Se ha apreciado que las comunidades bacterianas estan compuestas por una gran
variedad de especies no cultivables (Escalante et al. 2001). En consecuencia, son
especies que de no haber sido por el desarrollo de este tipo de técnicas, probablemente
nunca hubieran sido caracterizadas por métodos comunes, dejando incompleto el estudio

de la biodiversidad en los ambientes estudiados.
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D. Biodiversidad en el pozol

En las ultimas dos décadas, la diversidad microbiana de las fermentaciones naturales de
materiales vegetales en paises tropicales ha sido estudiada principalmente usando
técnicas basicas de cultivo. Recientemente se ha encontrado que en el caso de alimentos
fermentados, no todos los microorganismos que habian sido caracterizados por técnicas
basicas de cultivo, eran los presentes en estos alimentos. Esto implica que los datos
obtenidos por técnicas de cultivo no pueden ser usados para caracterizar la diversidad
microbiana en alimentos fermentados, que los parametros basicos tales como indices de

biodiversidad y pardmetros ecolégicos tampoco pueden ser calculados.

En el caso particular de los alimentos fermentados como el pozol, el conocimiento de la
diversidad se hace importante, pues tal conocimiento, podria dar lugar al conocimiento de
la fisiologia y funcién de estos microorganismos, y asi estandarizar un cultivo iniciador lo

que permitiria estandarizar la calidad de este alimento fermentado (Ampe et al. 2000).

La principal raz6n para la utilizacion de técnicas que sean independientes de cultivo es la
falta de conocimiento de las condiciones reales bajo las cuales la mayoria de las bacterias
crecen en su hébitat natural y la dificultad de desarrollar medios de cultivo que posean
tales condiciones (Ercolini et al. 2004).

El pozol ha sido sujeto a una serie de analisis con el fin de conocer a la comunidad
microbiana en este productos asi como las interacciones entre la poblacién existente

utilizando herramientas moleculares.

En la tabla 3.1 se muestran los organismos identificados analizando la secuencia rDNA

16S a partir de la extraccion de DNA del pozol.

Otros estudios que involucran también el analisis de la secuencia de 16S rRNA han
demostrado la presencia de bacterias acido lacticas con capacidad amilolitica,
identificando a Streptococcus infantarius, bacterias comunmente homofermentativas asi
como heterofermentativos facultativos como Lactobacillus plantarum. En general todas

las bacterias con esta actividad aisladas del pozol son capaces de fermentar sacarosa,
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maltosa, glucosa y fructosa, las cuales estan presentes como azlcares solubles en el

maiz, reflejando asi su adaptacion al habitat (Diaz-Ruiz et al. 2003).

Algunas cepas de Escherichia coli también han sido recuperadas después de la
fermentacion del pozol (48 horas después), aun cuando los valores de pH oscilan entre
4.7 y 3.7. La presencia de este microorganismo, se sugiere, es debida a la presencia de
micro ambientes en el pozol que permiten la sobrevivencia de este microorganismo aun
cuando el pH del pozol sea bajo. Sin embargo el bajo valor de pH en alimentos acidos
fermentados ejerce una seleccién de los microorganismos. Solamente algunas clonas
con la capacidad de tolerar 0 adaptarse a este ambiente acido sobreviviran (Sainz et al.
2001).

Tabla 3.1. Organismos identificados a partir de las secuencias de 16S rDNA en una
biblioteca de clonas de DNA de pozol basados en los resultados del analisis de

secuencias de nucle6tidos del NCBI (Escalante et al. 2001).

Organismo No. (%) de Designacién de
identificado? organismos clona®
identificados”

Lactococcus lactis 13 (37.1) Pz 518

Pz 608

Pz 638

Pz 513

Pz 547

Pz 505

Streptococcus suis 3(8.5) Pz 504

Pz 406

Pz 525

Lactobacillus plantarum 5 (14.3) Pz 619

Lactobacillus casei 2(5.7) Pz 322

Lactobacillus 8 (22.9) Pz 634
alimentarium

Lactobacillus delbruekii 1(2.9) Pz 314

Clostridium sp. 1(2.9) Pz 507

Genes no ribosomales de 1(2.9 Pz 522
Alcaligenes

Branchisepticus
Genoma humano 1(2.9) Pz 613

a. Organismos que muestran el mayor porcentaje de identificacién resultado del analisis en
nucledtidos (non-redundant) de la base de datos NCBI con el programa BLAST
b. numero (%) calculado del nimero total de clonas para cada filotipo identificado

c. Designacion de clon, de un fenotipo Unico detectado
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E. Herramientas moleculares para el estudio de Ia

biodiversidad en el pozol

Actualmente se han empleado diversas técnicas que permiten la caracterizacion de la
diversidad microbiana en este tipo de alimentos. Tal es el caso de técnicas como DGGE
(electroforesis en gel con gradiente desnaturalizante) y TGGE (electroforesis en gel con
gradiente de temperatura) asi como la amplificacion de secuencias conservadas con
PCR. DGGE sera descrita con mayor detalle posteriormente, por el momento solo es
importante mencionar que todas ellas son métodos que arrojan una huella caracteristica
de cada microorganismo y sin duda han abierto nuevos horizontes para el estudio de la
diversidad microbiana, pues ademas permiten comparar, con resultados favorables,

comunidades microbianas complejas (Ampe et al. 2000).

Independientemente de las dificultades encontradas por la dificultad en la resolucién de
bandas, existen otras dificultades a las que se enfrenta durante el estudio de la diversidad
en un alimento debido a que las comunidades microbianas difieren tanto en su
composicion cuantitativa como cualitativa. La proporcion relativa de los miembros de su
comunidad estid sujeta a cambios fisicoquimicos del ambiente asi como a cambios
fisicoquimicos y metabdlicos causados por los organismos. Los organismos que son
abundantes y cultivables bajo ciertas condiciones pueden no serlo por encontrarse en
formas no cultivables o en un estado de dormancia. Debido al poder de la reaccién en
cadena de la polimerasa de amplificar pequefias cantidades de DNA, los organismos que
estdn en pequefias cantidades en un ambiente pueden ser detectables, lo cual es una
ventaja al emplear los métodos antes mencionadas. Sin embargo es importante
mencionar que existen una serie de factores que empafian el poder de las técnicas como
el DGGE debido a que ciertamente sera necesaria la extraccion de DNA, su amplificacion
por PCR y como se habia mencionado anteriormente las dificultades inherentes al gen
(Friedrich, 1997).

Entre estas dificultades se encuentran

v' La adecuada recoleccion de la muestra

v' Lallisis celular para la extraccion de DNA
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v' La amplificacion por PCR que puede llevar a encontrar inhibidores de la
amplificacién, amplificacion difeencial, formacion de moléculas quiméricas,
deleciones y mutaciones puntuales.

v" Contaminacién de DNA

Sin embargo si se cuenta con controles adecuados, es posible en la mayoria de los casos
contender con estos puntos o buscar estrategias que permitan la obtencion de resultados

adecuados que den lugar a un exitoso analisis de una comunidad microbiana.

3.4 ELECTROFORESIS EN GEL CON GRADIENTE
DESNATURALIZANTE DGGE

Como se ha mencionado anteriormente, las herramientas moleculares son cada vez mas
utilizadas para la identificacién de microorganismos, evadiendo de este modo, el uso de

técnicas de cultivo.

Sin embargo las técnicas que muestran huellas genéticas son capaces de proveer un
perfil representativo de la diversidad genética de una comunidad microbiana de un

ambiente especifico.

La electroforesis en gel con gradiente desnaturalizante (DGGE) es quizas una de las
técnicas independientes de cultivo mas comunmente usadas que proporcionan una huella
genética de la microbiota en diversas muestras. Esta técnica esti basada en la
separacion de secuencias amplificadas por PCR, dichas secuencias amplificadas pueden

ser del mismo tamafo pero de diferente secuencia.
El PCR-DGGE de DNA ribosomal fue introducido por Muyzer et al. en 1993. Actualmente

ha sido utilizada para el estudio de diversidad microbiana en muchos laboratorios del
mundo (Muyzer et al. 1998 y Ercolini, 2004).
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A. Fundamentos tedrico-practicos de la técnica DGGE

DGGE es un método electroforético capaz de detectar diferencias entre fragmentos de
DNA del mismo tamarfo pero con diferente secuencia. Esto es porque esos fragmentos
pueden ser separados en un gel de gradiente desnaturalizante basado en su perfil de

desnaturalizacion diferencial (melting profile) (Ercolini, 2004).

En un gel de acrilamida, las condiciones desnaturalizantes estan dadas por la urea y la
formamida. Una solucién de 100% de desnaturalizante quimico contiene 7M de urea y
40% de formamida en agua. Se preparan soluciones con alto y bajo contenido de
desnaturalizantes, se mezclan con la solucion de acrilamida y se genera un gradiente de
desnaturalizacion lineal. La electroforesis se lleva a cabo a temperatura constante entre
55y 65°C, comunmente a 60°C (Muyzer et al. 1998).

En un gel DGGE, los fragmentos de DNA de doble cadena son sujetos a un incremento
de concentraciones de agente desnaturalizante, lo que provoca la fusién parcial en
regiones discretas llamadas dominios de fusién (“melting domains”). La temperatura (Tm)
de ese dominio es secuencia-especifica. Una vez que la Tm mas baja de dominio es
alcanzada, parte del fragmento se funde parcialmente, creando una molécula “enramada”.

Este comportamiento reduce la movilidad de DNA en el gel de acrilamida.

Los fragmentos de DNA del mismo tamafio pero de diferente composicion en pares de
bases, mostrara una respuesta diferente al gradiente desnaturalizante. Las diferentes
secuencias de los fragmentos de DNA tendra dominios diferentes con valores diferentes
de Tm que correran diferentes distancias en el gel DGGE por lo tanto se separa (Ercolini,
2004).

DGGE puede ser utilizado con geles de gradiente desnaturalizante paralelos o
perpendiculares. En este ultimo caso, el gradiente de desnaturalizacién es perpendicular
a la direccion de la electroforesis y el rango del gradiente es usualmente de 0 a 100% o
de 20 a 100%, y son usados comunmente para detectar el comportamiento de fusién de
los fragmentos de DNA y para determinar experimentalmente los rangos éptimos de
desnaturalizacion a usar en experimentos de electroforesis paralela (Ver figura 3.3). Para

lograr la separacién de los fragmentos se utilizan los geles paralelos. El campo eléctrico y
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el rango de desnaturalizante es en la misma direccion, permitiendo una mejor separacion.
Los geles paralelos son los més utilizados y permiten el analisis de multiples muestras en

un mismo gel (Ercolini, 2004) (Ver figura 3.4)
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Figura 3.3. Gel perpendicular de DGGE

Un ejemplo de las propiedades de fusién en un gel perpendicular con gradiente desnaturalizante.
A una baja concentracion de desnaturalizante, El fragmento de DNA queda de doble cadena, pero
como la concentracién de desnaturalizante incrementa, el fragmento de DNA empieza a fundirse.
Entonces, a muy altas concentraciones de desnaturalizante, el fragmento de DNA puede
fusionarse completamente, creando dos cadenas sencillas.
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Figura 3.4. Gel paralelo de DGGE

Se muestra un ejemplo de un fragmento de DNA amplificado de una cepa silvestre y una mutante,
y se muestra el realineado que genera cuatro fragmentos: dos heterodiplex y dos homo duplex
gue corren sobre un gel paralelo con gradiente desnaturalizante. El comportamiento de fusion de
los heteroduplex es alterado, por lo tanto ellos se fusionan a menor concentracion de
desnaturalizante que los homoduplex.

Con el fin de evitar la disociacion completa del fragmento de DNA de doble cadena, es
necesario la introduccién en uno de los extremos de los primers o cebadores una
secuencia de 30 a 40 nucledtidos rica en guanina y citosina (conocida como grapa GC).
Como alternativa al uso de grapas de GC, pueden introducirse al extremo 5° de uno de
los primers o cebadores compuestos fotoactivables, como psoraleno, el cual se intercala
entre las bases de las cadenas del DNA y se une covalentemente a ellas por irradiacion

por UV. Sin embargo existen muchas desventajas, una de ellas es que no se puede
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reamplificar directamente porque hay un enlace covalente, y la irradiacion con UV a los
productos de PCR puede dafar el DNA amplificado causando multiples bandas (Muyzer
et al. 1998 y Ercolini, 2004).

El tiempo Optimo de electroforesis para obtener una separacion adecuada de los
fragmentos puede ser determinada experimentalmente, probando diferentes muestras en
un gel paralelo a intervalos de tiempo constantes (Ercolini, 2004). Sin embargo se ha
demostrado que entre mas cortos sean los tiempos de electroforesis, es posible minimizar
la inestabilidad del gradiente desnaturalizante lo que resultara en una mayor y completa

separacion de bandas (Sigler et al. 2004).
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B. Procedimiento general de la técnica DGGE

La técnica PCR-DGGE es comiunmente empleada en ecologia microbiana porque es
capaz de proveer una huella de la comunidad bacteriana en una muestra de un ambiente
dado.

La extraccion directa de DNA de los microorganismos presentes en la muestra permite la
obtencion de una mezcla que contiene DNA de especies bacterianas presentes en una
muestra. Sucesivamente, la mezcla de DNA es usada como molde para la amplificacion
de PCR de una region particular variable de DNA de interés taxondémico. Todos los
fragmentos tienen el mismo tamafio pero diferente secuencia, y pueden ser separadas
por DGGE (Ercolini, 2004). EI resultado final es una huella que es especifica de la
muestra analizada y contiene una serie de bandas relacionadas con las especies
microbianas presentes en la muestra. La identificacién de las especies puede obtener por
purificacién y secuenciacién de bandas del perfil del DGGE. Asi mismo de acuerdo a la
intensidad de las bandas es posible obtener la proporcion relativa de cada

microorganismo (Muyzer et al. 1998 y Ercolini, 2004).

La figura 3.5 muestra un diagrama general que permite apreciar la forma en que es
posible aplicar la técnica PCR-DGGE en muestras de alimentos. En realidad la extraccién
de DNA es lo que podria variar mas existiendo diferentes métodos de extraccion

dependiendo la muestra; es decir, alimentos, agua, suelo, sedimentos etc.
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Figura 3.5. Diagrama que muestra el desarrollo para la aplicacion de la técnica DGGE en
matrices alimentarias.
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3.5 HETEROGENICIDAD INTRAGENOMICA EN LA
SECUENCIA DEL GEN RNA RIBOSOMAL 16S
EN GENOMAS BACTERIANOS

La comparacion de las secuencias del gen de 16S rRNA permite inferir relaciones
filogenéticas de bacterias y ha sido utilizada durante varias décadas. La secuencia de
este gen ha sido en general aceptada como un cronémetro molecular por su funcionalidad
constante, mostrando una estructura conservada y varias regiones variables, ademas de

estar presente en todas las células y tener una secuencia relativamente corta.

Sin embargo, en ocasiones la resolucion de la secuencia 16S rRNA es muy por ser un
gen muy conservado lo que dificulta diferenciar entre especies que se encuentren
relacionadas de manera muy cercana. Esto fue mostrado pues es posible que exista una
considerable variacion intraespecifica en la secuencia 16S rRNA. Parte de esta
diversidad intraespecifica es causada por el hecho de que los genes de rRNA se
encuentran organizados como parte de una familia multigénica, con nimero de copia para

este gen que oscilan en un rango de 1 a 15.

El nimero de copias del operdn rRNA refleja la estrategia ecoldgica del organismo como
una muestra de la correlacién entre la velocidad de respuesta del organismo a cambios
en las condiciones y el nimero de copias del operén rRNA. En general los miembros de
una familia multigene tiende a coevolucionar, pero el Gltimo grado del polimorfismo de la
secuencia con la familia dependera de la frecuencia de los mecanismos de interaccion

molecular, tales como la conversién génica (Coenye et al. 2003).

En la tabla 3.2 se muestran algunos ejemplos que permiten apreciar el nimero de copias

del gen rRNA para distintos microorganismos.
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Tabla 3.2. Numero de copias de rRNA encontradas en diversas especies microbianas
(Coenye et al. 2003)

Designacion de especiey No. Acceso Gen Numero de Diferencia maxima
cepa Bank. copias de rRNA (nucledtidos)
Agrobacterium tumefaciens C68 AEO007869 4 0
Neisseria Meningitidis MC 58 AE002098 4 0
Escherichia coli 0157:H7 Sakai BA000007 7 11
Pseudomonas aeruginosa PAO1 AE004091 4 1
Salmonella enterica CT18 AL513382 7 2
Vibrio parahaemolyticus NC004603 11 5
RIMD2210633
Campylobacter jejuni NCTC AK111168 3 0
11168
Bacillus subtilis AL008126 10 12
Clostridium perfringens 13 BA000016 10 19
Lactobacillus lactis ILI403 AEO005176 6 1
Lactobacillus plantarum WCFS1 AL935263 5 2
Bifidobacterium longum AE014295 4 0
NCC2705
Streptomyces avermitilis MA- BA0O0O0030 6 0
4680

En todos estos casos no se encontrd diferencia significativa en la diversidad
intragendmica entre diferentes grupos filogenéticos y se encontr6 que la mayor
heterogeneidad ocurre en las regiones variables V1 y V2 y en menor medida en V3 y V4
(Coenye et al. 2003).

Los métodos basados en la obtencion de un patron de bandas que proviene de una
secuencia, permiten la identificacién de especies presentes en una muestra. Dicho patrén

de bandas del gel de DGGE o TGGE es usado para el andlisis de comunidades.

Debido a la heterogeneidad del gen 16S rRNA, anteriormente mencionada, se aprecian
varias bandas por especie, debido a la alta resolucién del analisis de PCR-DGGE, que
son el resultado de la presencia de multiples copias de los genes ribosomales y del hecho
de que las copias de los genes tienen diferenciacion evolutiva. Por lo tanto, el fragmento
amplificado del 16S rRNA aparecera como varias bandas en un gel de DGGE o TGGE, y
no como una banda Unica que es representativa de una especie particular. Por lo que el
uso de 16S rRNA como herramienta de andlisis para comunidades microbianas, auln
cuando ha sido ampliamente utilizado estd significativamente limitado por la
heterogeneidad inherente del gen (Dahll6f, 2000).
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3.6 APLICACION DEL GEN rpoB COMO
ALTERNATIVA AL PROBLEMA DE
HETEROGENEIDAD INHERENTE DEL GEN
16S rRNA

Una solucién a este problema seria el aprovechamiento de las ventajas que ofrecen los
métodos como PCR-DGGE, pero utilizando un gene del cual exista una sola copia. El
gene que podria contener los mismos atributos del 16S rRNA: que sea comun en todas
las bacterias, que tenga secuencias conservadas asi como regiones variables, y que
funcione como un reloj evolutivo, seria el gen de la subunidad beta de la RNA polimerasa,
rpoB, que se ha sugerido que puede ser utilizado para la identificacion de especies en
alternativa al 16S rRNA (Dahlléf, 2000).

Un producto de PCR de este gen resultarad en una sola banda en un gel DGGE, haciendo
posible distinguir entre diferentes especies usando DGGE o TGGE sin tener la secuencia

individual de bandas.

Las RNA polimerasas mejor caracterizadas son las de las eubaterias, de las que E. coli es
un caso tipico. En una eubacteria, una solo tipo de RNA polimerasa parece ser la
responsable de casi toda la sintesis de RNA mensajero, y toda la sintesis de RNA
ribosomal y de transferencia. En una célula de E. coli hay un ndmero aproximado de
7000 moléculas de RNA polimerasa. Algunas de ellas estan participando activamente en
la transcripcion; dependiendo de las condiciones de crecimiento. Las subunidades By B’
componen el centro catalitico; sus secuencias estan relacionadas con las de las
subunidades mayores de RNA polimerasas eucaridticas, lo que sugiere que estas
secuencias definen caracteristicas comunes a todas la RNA polimersas. Estas son

codificadas por los genes rpoB y rpoC respectivamente.

La funcion de la subunidad  es formar enlaces covalentes con el DNA molde, con el RNA
producido y con los sustratos ribonucleétidos; las mutaciones en rpoB afectan a todas las

etapas de la transcripcion. En la figura 3.6 se muestran las subunidades de la RNA
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polimerasa donde puede apreciarse la subunidad  como producto del gen rpoB (Lewin,
2001).

ensamblaje de la enzima
rpoA 2 subunidades o reconocimiento del promotor
(40 kDa cada una) une algunos activadores

rpoB  subunidad
(155 kDa)

rpoC subunidad B’ centro catalitico
(160 kDa)

rooD subunidad o .
(32-90 kDa) - especificidad del promotor

Enzima de E. coli = 465 kDa
Figura 3.6. Subunidades de la RNA polimerasas en eubacterias (Lewin, 2001).

El uso del gen rpoB como una herramienta taxondmica ha sido ampliamente estudiada.
Dentro de los estudios mas interesantes se encuentran la generaciéon de una base de
datos de rpoB para 14 especies de Enterobacteriaceae. En esto se encontré que los
niveles de divergencia entre secuencias del gen rpoB de diferentes cepas fueron
marcadamente mayores que entre las secuencias de los genes 16S rRNA, lo que resulta
en un alto poder discriminatorio. Los arboles filogenéticos obtenidos con rpoB fueron mas
compatibles con la clasificacién de Enterobacteriaceae tradicional, que los obtenidos con
16S rRNA. Esto Indica entonces que es una herramienta poderosa de identificacion, la
cual puede ser utilizada como un método universal de identificacion bacteriana (Mollet et
al. 1997).
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Asi mismo se han hecho estudios filogenéticos en especies de Mycoplasma, la cual es
dificil de cultivar debido a que tiene requerimientos nutricionales poco usuales. En este
estudio se utilizaron fragmentos de rpoB mostrando alto grado de variacion en términos
de tamafio y secuencia en las distintas especies, 1o que permitié dividir a los micoplasmas
en dos grupos; pneumoniae y hominis, lo cual fue consistente con trabajos realizados
anteriormente con el andlisis de la secuencia 16S rDNA, en donde también se habian
encontrado altas variaciones intraespecificas (Kim et al. 2003). Estudios filogenéticos
similares se han hecho para Coxiella burnetii (Mollet et al. 1998), Bartonella henselae y
Bartonella quintana (Ernesto et al. 2000), todos ellos involucrados en procesos

infecciosos en humanos.

Para el caso de alimentos, el gen rpoB también ha comenzado a ser utilizado, Giacomazzi
y colaboradores (2004). han trabajado con salmén ahumado, con el fin de conocer la
microbiota presente en este producto, ya que posee una biodiversidad bastante compleja
y la microbiota cambia durante el almacenamiento, hasta llegar a un proceso no deseado
de putrefaccién del producto, en dicho estudio se utilizd6 PCR-TTGE (electroforesis con
geles de temperatura temporal) llegando a la conclusion de que la técnica es una
herramienta promisoria para la caracterizacion de la comunidad bacteriana presente en

esta matriz alimentaria.

Estudios similares utilizando PCR-DGGE, con el gen rpoB han sido reportados por
Rantsiou y colaboradores (2004). para el seguimiento de la dinamica de poblacion
bacteriana durante la fermentacién de alimentos, en este caso quesos madurados. Se
obtuvieron también resultados exitosos en comparacion con lo que habian reportado

utilizando la secuencia del gen 16S rDNA.

Otra aplicacion a este gen, ha sido para la identificacion de microorganismos en muestras
clinicas, tales como Legionella penumophila, utilizando PCR-RFLP (de sus siglas en
inglés Restriction Fragment Length Polymorphism) permitiendo mayor confiabilidad y

rapidez en su deteccion (Ko et al. 2003).

Para la utilizacion de la secuencia del gen rpoB se han empleado primers o cebadores

obtenidos de las secuencias de rpoB de Escherichia coli, Bacillus subtilis, Staphylococcus
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aureus y Helicobacter pylorii siendo los de E. coli los méas utilizados para PCR-DGGE y
PCR-TTGE (Dahllof et al. 2000).
Para el caso de PCR-DGGE se usan los siguientes primers

a. rpoB1698f, correspondiente a la posicion 1643 en E. coli
5"-AACATCGGTTTGATCAAC-3’

b. rpoB2041r, correspondiente a la posicion 2041 en E. coli
5- CGTTGCATGTTGGTACCCAT-3

En el estudio de comunidades microbiol6gicas, la heretogeneidad del gen 16S rRNA no
es el unico problema con el que se debe enfrentar, existen también, la formacién de

heteroduplex, de quimeras y otros sesgos durante la aplicacion de PCR.

El problema de la heterogeneidad puede ser resuelto como aqui se menciona, utilizando
un gen que posea una sola copia, pero sigue existiendo la posibilidad de que haya
formacion de heteroduplex utilizando cualquier gen. La posibilidad de que haya un
incremento en la formacion de heteroduplex se da cuando incrementa la similitud entre
secuencias; esto implica que la formacion de heteroduplex intra especies debido a que en
genes heterogéneos es mas comun que la formacién de heteroduplex inter especies. Se
han sugerido recomendaciones de cémo minimizar la formacion de heteroduplex, una de
ellas es incrementar la concentracion de primers o cebadores y disminuir el nimero de
ciclos de PCR. De este modo los andlisis utilizando PCR-DGGE o PCR-TGGE podrian

ser optimizados, sin embargo esta no es una solucion total (Dahllof, 2000).

Se ha sugerido que el uso de otros genes podrian ser la base del analisis de

comunidades microbianas (Dahll6f et al. 2000).

Si bien el rpoB es una herramienta que actualmente esté siendo utilizada con éxito, no es

el Unico gen que se ha utilizado.

Otros genes que se han utilizado con éxito en estudios evolutivos son pseudogenes y
genes centrales en el metabolismo. Recientemente se han determinado relaciones

filogenéticas entre bacterias basandose en las secuencias de genes como recA, atpD,
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gyrB, gltA, gInA (Kumada et. al. 1993, Torriani et. al. 2001,Christensen et. al., 1998,
Inokuma et. al. 2001, Dauga, 2002). Los resultados obtenidos con la aplicacion de estos
genes han corroborado en muchos casos los resultados obtenidos con el 16S pero han

revelado diferencias importantes.

Sin duda los genes mencionados anteriormente, también pueden ser una herramienta
potencial para disminuir la dificultad en la separacion adecuada de bandas por el método
PCR-DGGE.

3.7 APLICACIONES DE LA TECNICA PCR-DGGE

Debido a la versatilidad de la técnica, ésta ha sido utilizada exitosamente en muchos

campos de la ecologia microbiana. Algunos ejemplo son (Ercolini, 2004):

a. Estudios de comunidades microbianas en muestras de diversos ambientes sin
necesidad de cultivo.

b. Para la determinacién de la dinamica de una comunidad microbiana en respuesta a
variaciones ambientales

c. Estudio de la estructura y evoluciébn de comunidades microbiana de suelos, tracto
gastrointestinal de organismos superiores e insectos, aguas de rio, biorreactores para
tratamiento de aguas y muestras clinicas.

d. Actualmente se ha introducido a la microbiologia de alimentos en el seguimiento de la
fermentacion de alimentos y el monitoreo de los cambios en las comunidades microbianas

durante la fermentacion (en bebidas, salsas y quesos principalmente).

A. Aplicaciones de PCR-DGGE en alimentos

La primera aplicacion de PCR-DGGE en microbiologia de alimentos, fue reportada por
Ampe en 1999, que publicé un trabajo relacionado con la distribucion de
microorganismos en el pozol. Se identificaron bacterias acido lacticas secuenciando
fragmentos de DNA a partir de perfiles de DGGE obtenidos después de la extraccion
directa de DNA de muestras de pozol y la amplificacion de la region variable V3 del gen
16S rDNA. Combinando los resultados del analisis de perfiles de DGGE, hibridacion con

16S rRNA y la deteccion de productos de fermentacion, se obtuvo informacion de los
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posibles papeles bioldgicos de los tipos de microorganismo presentes en el pozol y el
desarrollo de la fermentacion. Fueron realizados estudios similares por Ercolini y

colaboradores (2001a).

En un reporte reciente, en la fermentacion de masa de cassava, Ampe y col. reportaron
10 especies bacterianas comparando técnicas de dependientes de cultivo e
independientes de cultivo, este trabajo mostr6 la presencia de Lactobacillus
manihotivorans, Lb. fermentum, y Lb. crispatus, identificados por la secuenciacién de
bandas de DGGE, que no habian podido ser recuperadas por técnicas de cultivo (Miambi
et al. 2003).

La técnica también ha sido empleada para el seguimiento de la fermentacion y los
cambios microbiolégicos en productos lacteos tales como queso Mozzarela y queso
Siciliano elaborado artesanalmente, elaboracion de salsas italianas, curado de vainilla,
fermentacion de la malta para elaboracion de Whisky etc. (Ercolini, 2001b, Randazzo, et.
al. 2002, Cocolin, 2001, Rdling et. al. 2001).

Una aplicacion importante de la técnica fue la deteccion de Listeria en alimentos, con
genes diferentes del 16S rDNA. Cocolin y colaboradores (2000) lograron identificar cinco
especies de Listeria amplificando el gen iap (invasion-associated protein), seguido de
separacion por DGGE. En este estudio se pudieron distinguir algunos serotipos de
Listeria monocytogenes, considerandose a PCR-DGGE como un método rapido para la

deteccidn de especies de Listeria en alimentos.

PCR-DGGE ha permitido la identificacién de microorganismos presentes en un cultivo, es
decir puede utilizarse como un alternativa de aislamiento y para la caracterizacion de la
diversidad microbiana. En este punto, PCR-DGGE permite rapidamente checar la
diversidad de una comunidad bacteriana después de que esta ha sido cultivada en un
medio de cultivo sélido o liquido el cual puede o no ser especifico. Después de que se ha
hecho el conteo de colonias en las placas, estas pueden ser colectadas y sujetas a
extraccién de DNA, seguido de un andlisis PCR-DGGE. Consecuentemente cada huella
DGGE puede ser obtenida para cada placa, cada diluciéon y cada medio de cultivo. Esto
sin duda da una alternativa a las herramientas tradicionales para la identificacion de

especies dominantes (Ercolini et al. 2001b).
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La aplicacion de la técnica para comunidades eucariéticas también es una aplicacion
reciente y es importante debido al papel que juegan diversas levaduras en gran cantidad
de alimentos fermentados. Ampe y colaboradores (1999) y ben Omar et al (2000),
encontraron levaduras y hongos en muestras de pozol y yuca respectivamente, durante la
fermentacion. Ellos llevaron a cabo el analisis utilizando PCR-DGGE amplificando el gen
18S rDNA, encontrando en ambos casos bandas que correspondian a DNA no
bacteriano. Otros estudios que han obtenido resultados exitosos para este tipo de
comunidades, han sido aplicados en la fermentacién de vinos (Cocolin et al. 2000) y para

la identificacién de levaduras en leche bronca (Ercolini, 2004).

Finalmente podria mencionarse una aplicacion, que de explotarse adecuadamente podria
aplicarse no so6lo en el campo experimental sino en el campo industrial; se han reportado
diversos estudios que permiten llevar a cabo con PCR-DGGE estudios de control de
calidad en alimentos. Si se aplica la técnica a un molde de DNA extraido directamente de
una matriz alimentaria, generara un perfil especifico de cierto producto en cierto
momento, dando las condiciones iniciales en que se utilizara esa matriz. La huella
obtenida da una “imagen” de la microbiota del producto y esta puede ser tomada como
una caracteristica especifica de ese alimento asi como otras propiedades bioquimicas,
estructurales o sensoriales. Podria entonces emplearse como una herramienta para el

monitoreo del control de calidad (Ercolini, 2004).
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CAPITULO 4. HIPOTESIS

El gen rpoB que codifica para la subunidad beta de la RNA polimerasa al poseer
las caracteristicas deseadas para se empleado como herramienta para estudios
filogenéticos y no poseer heterogeneicidad intragénica, permitira la obtencion de
una sola banda caracteristica de cada microorganismo en un gel de electroforesis
de gradiente desnaturalizante cuando se aplique a muestras de pozol, lo que

permitira el estudio de la diversidad microbiana en este alimento fermentado.
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CAPITULO 5. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

Figura 5.1. Montaje de la técnica de PCR-DGGE con bacterias lacticas aisladas de pozol.
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Figura 5.2. Aplicacion de la técnica de PCR-DGGE a muestras de pozol.

M . . .,
Pozuoeis(tdries?ir?tis _,|  Bxtraccionde _y|  Aplicacion de
productores) DNA DGGE-PCR
L Andlisis de
Digitalizacion de —
geles 4+— Geles
¢ Identificacion de
L -
bandas, utilizando el
Secuenciacion de patron de cepas puras
Estudio de la variabilidad bandas
microbiologica
(determinacion de *
parametros ecolégicos y
construccion de Comparacion de
dendrogramas) secuencias con bases de
datos

44




Materiales y Métodos

CAPITULO 6. MATERIALES Y METODOS

6.1 MUESTREO DE POZOL

Se estudiaron 7 productores de pozol, cuya variabilidad microbiol6gica se determind en un
estudio previo por DGGE utilizando la region V3 del gen 16S (Bolafios 2004). La finalidad
de estudiar los mismos productores fue mejorar metodologia de DGGE utilizando dos
genes distintos. Inicialmente se hizo con el gen 16S que mostré varias bandas
correspondientes a un mismo microorganismo, en este trabajo se utilizo el gen rpoB con

el que se obtuvo una sola banda por microorganismo.
El muestreo se realizé de la siguiente manera:

Productores 1, 2, 3,5, 6

El pozol se recolecté en el mercado principal de la ciudad de Villahermosa. A excepcion
del productor 1, todos se encontraban en el mismo pasillo del mercado y la fuente de
nixtamal fue la misma para todos ya que éste es producido centralmente en el mismo

mercado.

Productor 4
El pozol se recolect6 en el mercado principal de la ciudad de Villahermosa y tiene una

produccion individual del nixtamal.

Productor 7
El pozol se recolecto en la pozoleria “La fuente” ubicado al noreste de la ciudad, con la

produccion individual del nixtamal.

De cada productor se tomaron muestras de masa recién molida (salida del molino), las
cuales se colocaron inmediatamente en hielo y se tomaron muestras de aproximadamente
250 g con las que se hicieron 4 bolas, que fueron envueltas en hojas de platano y se

incubaron a 30°C.
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De las cuatro bolas para los 7 productores una fue inmediatamente colocada en hielo y
las restantes 3 bolas de cada productor se introdujeron en hielo después de 24, 48y 72
horas respectivamente. Todas las bolas fueron posteriormente introducidas a un

congelador a —20°C hasta su andlisis.

En todos los casos los tiempos de incubacion mencionados en el parrafo anterior fueron
consideraros después de que las masas fueron amasadas y colocadas en el punto de

venta.

6.2 EXTRACCION DE DNA DE CEPAS PURAS

Debido a que la técnica de DGGE implica la identificacion de microorganismos a partir de
las bandas obtenidas en un gel, es necesaria la elaboracién de un patrén de cepas puras,
las cuales han sido obtenidas previamente a partir del pozol. Por lo cual estas cepas
fueron sometidas a un proceso de extraccion del material genético, para después, poder
amplificar la region del gen rpoB y a través de DGGE obtener un patrén de cepas puras.
Se seleccionaron 20 cepas representativas que habian sido previamente identificadas
utilizando el sistema API 50CH y caracterizadas por la técnica de RAPD. (ver anexo A.1)

El procedimiento fue el siguiente:

a. Activacién de cepas puras

Del cepario, se obtuvo una perla de vidrio de un microorganismo deseado, ésta se
introdujo en aproximadamente 4 mL de medio MRS estéril y se incub6 por 24 horas. Al
término de este tiempo, se tomd una asada del medio y se sembré en agar MRS, la caja
se incubd por 24 horas. Ambas incubaciones se realizaron a 21°C. (Ver anexo A.2)

b. Extraccion de DNA
Se colocaron aproximadamente 500 uL de amortiguador TES (Tris-EDTA-cloruro de
sodio) en microtubos estériles, donde se resuspendi6é con un asa estéril aproximadamente

una asada del tamafio de un grano de arroz del crecimiento obtenido en el agar MRS.
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A esta mezcla se agregaron 20 pL de lisozima (10mg/ uL) y se incubaron a 37°C (Felisa
termo bafio) en un bafio de agua por 15 minutos o bien un méaximo de 60 minutos, hasta
observar precipitacion. Posteriormente se agregaron 8 ulL de pronasa (20 mg/ uL) y 8 uL
de RNAasa (10 mg/ uL), la mezcla se agité vigorosamente y se incub6 a 65°C durante 1
hora en un bafio de agua. Al término de este tiempo se agregaron 120 uL de SDS (10%
p/v), se agitd vigorosamente y se incubd a 65°C por diez minutos en un bafio de agua. Al
término, la mezcla de reaccion se dejo enfriar y se adicionaron 600 uL de fenol-cloroformo
(sigma cat P4ss7), S€ agitd vigorosamente (extraccion) hasta formar una emulsion blanca,
después se centrifugd por 10 minutos a 5000 r.p.m y se observé la formacion de tres
capas, se extrajo la primera capa y se colocé en un eppendorf estéril, las dos capas de
abajo se desecharon. A esta primera capa se le adicioné 1 mL de etanol (96%) frio (1
Baker 9401-03), S€ agitd suavemente y se centrifugd (centrifuga HERMLE Z160M) a 14000
r.p.m, por 10 minutos, al término de éste tiempo y con mucho cuidado se retird el etanol y
se invirtié el eppendorf sosteniéndolo en una superficie y se dejé secar toda la noche,
posteriormente se adicionaron 50 uL de agua destilada estéril, se dej6é hidratar por 2

minutos y se agit6é. (Ver anexo B)

Los productos de la extraccion se analizaron por espectrofotometria a 260 nm con el fin
de determinar su concentracion y a través de un gel de agarosa al 1.8% (Ver anexo C)

Este procedimiento se realiz6 para todas las cepas puras.

6.3 EXTRACCION DE DNA DE POZOL

Se extrajo DNA de las muestras de pozol tanto de la superficie como del centro de la bola

del pozol.

Para la extracciéon de DNA de la superficie se tomaron 5 g de la bola de pozol con una
espatula estéril y para la extraccién del centro, la bola se partié6 a la mitad y con una

espatula estéril se tomaron 5 g de muestra de la parte central de la bola.

De acuerdo con la metodologia reportada por Nibel y Ampe (1999), se llevd a cabo el
siguiente procedimiento:
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Las muestras se homogeneizaron en un Stomacher (400 SEWARD) por 5 minutos, A
continuacion se colocaron 1.5 mL la suspension en dos microtubos y se centrifugaron
(centrifuga HERMLE Z160M) a 14,000 r.pm durante 10 min con el fin de eliminar
particulas grandes. La capa superior obtenida se trasfiri6 a un microtubo y se le
adicionaron 20 puL de lisozima (20 pg/mL) y 10 uL de mutanolisina (1Ul/uL). La mezcla se
agité por 1 minuto y se incubé a 37°C por 1 hora o hasta visualizar viscosidad. El
siguiente paso fue la adicion de 10 uL de pronasa (10 pg/mL) y 20uL de RNAasa (10
ug/mL), la mezcla se agitdé vigorosamente y se incub6 a 65°C por una hora.
Posteriormente se agregaron 120 ulL de SDS (10% p/v) al tubo y se incubaron a 65°C por
10 minutos. Al término de este tiempo se dejo enfriar la mezcla de reaccion y se
adicionaron 300 uL de NaCl 5 M, después se agregaron 650 pL de solucion de fenol
cloroformo-alcohol isoamilico (24:1) (sigma P20s9) Y S€ agito la mezcla fuertemente durante
aproximadamente 30 segundos y 10 segundo en un vortex a alta velocidad. La mezcla se

centrifugd 3 veces por 5 minutos a 14000 rpm, hasta notar que la interfase fuera nula.

Posteriormente el sobrenadante se recuperd de el tubo y se transfirié a otro microtubo
limpio y se adicionaron 1000 pL de fenol-cloroformo (24:25) y se agitd6 en un vortex
durante 30 segundos. Después se sometio a centrifugacion durante 5 minutos a 5000
rpm y el sobrenadante se transfiri6 nuevamente a microtubos limpios. Posteriormente se
agregaron 250 pL de isopropanol (1. gaker cat 9084-02), S€ agitaron suavemente y se incubaron
durante 15 minutos a 10°C en el refrigerador para favorecer la precipitacion del DNA , al
término de este tiempo, se centrifugo el tubo a 14000 r.p.m y posteriormente se retir6 el
sobrenadante con micropipeta y se lavaron los precipitados con 1 mL de etanol (70% v/v)
y se centrifug6 por 15 minutos a 14000 r.p.m, el sobrenadante se deseché y el tubo se
invirti6 sobre una superficie y se dej6é secar toda la noche, para después resuspender en
50 uL de agua desinonizada y estéril. Finalmente se evaluo la calidad de la extraccion
mediante una electroforesis en gel de agarosa al 1.8% (p/V) y por espectrofotometria

midiendo su absorbancia a 260 nm (Ver anexo C).
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6.4 AMPLIFICACION POR PCR DEL GEN rpoB
DEL DNA DE CEPAS PURAS Y POZOL

Una secuencia de la region del gen rpoB fue amplificada mediante la reaccién de PCR

utilizando las condiciones mostradas en la tabla 6.1 reportadas por Rantsiou y col. (2004)

Tabla 6.1. Condiciones de la reaccion de PCR para amplificar el gen rpoB en cepas

puras y en pozol.

Periodo Temperatural/tiempo Numero de ciclos
Desnaturalizacion 94°C/5 min 1
Desnaturalizacion 94°C/30 seg 25

Alineamiento 50°C/1.5 min

Extension 72°C/1.5 min
Extension final 72°C/10 min 1
Enfriamiento 4°C 1

Tabla 6.2. Protocolo de PCR para la amplificacion del gen rpoB en cepas puras y en

pozol.
Reactivo Volumen (uL) Concentracion en la
mezcla de reaccion.
Amortiguador 10 X (High 5 1X
fidelity buffer)*
Sulfato de magnesio * 2.5 50 mM
DNTPs (10 mM)* 1 0.2 mM
Cebador rpoB1698f (1X) 1 25 pmol/uL
Cebador rpoB2014r (1X) 1 25 pmol/uL
Taq polimerasa (5U/uL)*** 1 1 U/uL
DNA (aprox 50 ng/uL) 5 10 ng/uL

Agua desionizada estéril c.b.p 50uL -

* Invitrogen , ** Platinum® Taqg DNA polymerase high fidelity
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Tabla 6.3. Secuencia de los cebadores empleados para la amplificacién por PCR.

Cebador Secuencia
rpoB1698f* 5 -AACATCGGTTTGATCAAC-3’
rpoB2014r 5 -CGTTGCATGTTGGTACCCAT-3’

*Se adicion6 una grapa de guanina-citosina con la siguente secuencia:
5'-CGCCCCCCCGCGCCCCGLGLLLaGGLeeasreaseceeeeacececee-3

La reaccion se llevé a cabo en un termociclador (PERKIN ELMER 2400). Al término de la
reaccion, el tamafio de los productos de PCR se evalu6 en un gel de agarosa 1.8% (p/v).
Ver Anexo C

6.4.1 Optimizacion del método de amplificacion

a. Cambios en las condiciones de alineamiento durante la reaccion de PCR

Debido a que durante la aplicacién de la técnica de PCR-DGGE tanto de cepas puras
como de muestras de pozol se encontraron bandas mdltiples para algunos
microorganismos, se decidid6 experimentar diferentes condiciones de temperatura de
alineamiento a fin de aumentar la astringencia de la reaccién y evitar asi la formaciéon de
mas de una banda. Se probaron ademdas del protocolo mostrado en el punto 3 los
protocolos mostrados en la tabla 6.4.

Tabla 6.4. Condiciones de la reaccion de PCR para amplificar el gen rpoB en cepas
puras y en pozol.

Periodo

Protocolo 1*

Protocolo 2*

Desnaturalizacion

Desnaturalizacion

Alineamiento
Extensién
Extension final

Enfriamiento

94°C/5 min
94°C/30 seg
55°C/1.5 min
72°C/1.5 min
72°C/10 min
4°C

94°C/5 min
94°C/30 seg
60°C/1.5 min
72°C/1.5 min
72°C/10 min
4°C

* En ambos casos el numero de ciclos asi como las condiciones de concentracion de

reactivos se mantuvieron igual que las mostradas en las tablas 1 y 2 respectivamente.
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b. Deteccion de amplificacién preferencial durante la reaccién de PCR
Bajo la sospecha que hubiera amplificacién preferencial entre los géneros Streptococcus y

Weisella se decidio llevar a cabo el siguiente experimento:

En una reaccién de PCR siguiendo el protocolo mostrado en la tabla 6.1 y el protocolo 2
de la tabla 6.4 y manteniendo las mismas concentraciones mostradas en la tabla 6.1.
Para ello se extrajo DNA de tres cepas puras: Streptococcus infantarius, Weisella
confusa, Lb. plantarum aisladas en trabajos anteriores del pozol, posteriormente se ajusto
la cantidad de DNA de tal modo que el DNA de las tres cepas tuviera la misma
concentracion; 50 ng/uL. La tabla 6.5 muestra las distintas combinaciones, las
concentraciones de amortiguador, sulfato de magnesio, enzima, dNTPs y primers se

mantuvieron constantes como se muestra en la tabla 6.2.

Tabla 6.5. Combinaciones de DNA de distintas cepas puras en una reaccion de PCR para

determinar la presencia de amplificacion preferencial.

Microorganismo Reacciéon Reaccién Reaccion Reacciéon Reaccion Reaccion Reaccion

1 2 3 4 5 6 7
S. infantarius X X X X
Lb. plantarum X X X X
W. confusa X X X X

X= se refiere a que la cantidad indicada de DNA del microorganismo estuvo presente en la
reaccion.
La concentracion de DNA en todos los casos fue de 50 ng/uL y se emplearon 5 uL de templado de

cada microorganismo de acuerdo a la combinacion mostrada.

Para analizar la presencia de amplificacion preferencial con el protocolo 2 de la tabla 6.4

se realizaron las siguientes combinaciones que se muestran en la tabla 6.6.
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Tabla 6.6. Combinaciones de DNA de distintas cepas puras en una reaccion de PCR para

determinar la existencia de amplificacion preferencial.

Microorganismo Reaccidon Reaccion Reaccion Reaccién

1 2 3 4
S. infantarius X X
Lb. plantarum X X
W. confusa X X

X= se refiere a que la cantidad indicada de DNA del microorganismo estuvo presente en la
reaccion.
La concentracién de DNA en todos los casos fue de 50 ng/uL y se emplearon 5 uL de templado de

cada microorganismo de acuerdo a la combinacién mostrada.

Concluida la reaccion de amplificacion se tomaron 25 pL de cada reaccion y se aplico la
técnica de DGGE (ver punto 5 de esta seccidn), el gel una vez revelado se fotografié en el
equipo Fluor-S (Biorad) a través del Programa Quantity One Versién 4 para Windows en
el cual fue posible ademas, medir la intensidad de cada una de las bandas obtenidas. Con
el fin de analizar los resultados, la intensidad de cada banda, medida como la altura de
pico de cada una de las bandas se sometieron a un analisis de varianza y/o prueba t de
Student (Montgomery, 1991) a fin de conocer si existia diferencia significativa con un 95%
de confianza entre cada una de las bandas respecto a las bandas obtenidas en las
reacciones 5, 6 y 7, para el caso de la tabla 6.5 y entre 2,3 y 4, para el caso de la tabla
6.6. En el caso del experimento 1 mostrado tanto en la tabla 6.5 como en la 6.6, fue
necesario evaluar si existia diferencia significativa entre la intensidad de banda
representadas por los productos de amplificacion de los tres microorganismos, en caso de
existir diferencia significativa, se aplicé la prueba de intervalos multiples de Duncan para
determinar entre qué bandas existia diferencia. (Montgomery, 1991). Todas las

reacciones mostradas en la tabla 6.5 y 6.6 se llevaron a cabo por triplicado.
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6.5 ELECTROFORESIS EN GEL CON GRADIENTE
DESNATURALIZANTE PERPENDICULAR AL
CAMPO ELECTRICO

En la seccion de antecedentes se habia mencionado, que el DGGE tenia dos
modalidades una de ellas era utilizar un gradiente perpendicular al campo eléctrico, con el
fin de obtener el mejor gradiente para llevar a cabo la separacion de los fragmentos
amplificados por PCR, en este caso se trabajaron dos concentraciones extremas a fin de
que al terminar la electroforesis y revelar el gel se apreciara una curva sigmoide que
corresponde al gradiente de desnaturalizacion en el cual se lleva a cabo de manera

Optima la desnaturalizacion del producto amplificado (Ver figura 3.1 en antecedentes).

Para esta determinacién se prepar6 un gel de poliacrilamida al 8% para PCR de
productos de pozol y un gel de poliacrilamida para PCR de cepas puras utilizando un
gradiente de desnaturalizacion de 20% (p/v) a 70% (p/v) de urea (7M) y formamida (40%
p/v) y los geles se sometieron a electroforesis segin el procedimiento descrito por
Muyzner y col (1993) utilizando el equipo Bio-Rad Dcode™ (Cat. 170-9080) utilizando
una temperatura de 60°C durante 120 minutos y una corriente de 100 V. Ambos geles
fueron posteriormente revelados con bromuro de etidio (50ug/mL) por un periodo de 30
minutos, posteriormente los geles se lavaron con amortiguador TAE 1X durante 20

minutos y fueron observados con el equipo Fluor-S (BIO-RAD) (Ver Anexo D)

6.6 ELECTROFORESIS EN GELES DE GRADIENTE
DESNATURALIZANTE PARALELO AL CAMPO
ELECTRICO

Con el fin de lograr la elaboracién de un patron de bandas asi como la separacion de de
los productos de PCR en las muestras de pozol, se llevd a cabo una electroforesis
paralela al campo eléctrico de los geles con el gradiente desnaturalizante 6ptimo para la

adecuada separacion (Ver figura 2 antecedentes). Para esto se cargaron 25 uL de los
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productos de PCR (20 ng/uL) en los geles, utilizando un gradiente de desnaturalizacion de
30 a 60 % (p/v) de gradiente desnaturalizante con urea y formamida. (Ver anexo D). La
electroforesis se llevé a cabo durante 17 horas a 60°C y con una corriente de 85 V.
Posteriormente los geles fueron tefiidos con plata (Ver anexo E) y se observaron con el
equipo Fluor-S (BIO-RAD), este mismo sistema fue utilizado para la digitalizacién de los
geles una vez obtenida la foto, los geles se analizaron en el programa Diversity Database,
Version 2.2 para Windows en donde fue posible digitalizarlos. Los geles se llevaron a
cabo por duplicado, en caso de obtener reproducibilidad, se repiti6 la reaccién de

amplificacién y se realiz6 nuevamente el gel.

6.7 CLONACION DE PRODUCTOS DE PCR

Los productos de PCR se clonaron con el fin de comprobar que no existe
microheterogeneicidad en el gen rpoB, asi como comprobar la amplificacion de este
fragmento para su posterior identificacion. Se decidi6 clonar el producto de PCR de una
cepa pura de Lb. plantarum en E. coli. Para ello se utilizé el kit de clonacion TOPO TA
Cloning® de Invitrogen siguiendo el protocolo del proveedor y se utilizaron células

competentes de E. coli (Transforming One Shot ® Mach1™)-T1.

Se mezclaron 2 uL del producto de PCR (fue necesario agregar un volumen de
polimerasa 10 veces mayor para permitir la formacion de extremos cohesivos, debido a
gue la Taq polimerasa de alta fidelidad empleada contiene proof reading), 1 uL de
solucién salina, 2 pL de agua desionizada estéril y 1 L del vector PCR Il - TOPQ®, se
mezclo y se incubd por 5 minutos a temperatura ambiente, permitiéndose asi el ligado del
vector con el producto de PCR. Asi mismo se realizé un control sin producto de PCR y un

control con el vector pUC para comprobar el éxito de la transformacion.

A 50 uL de células competentes de E. coli que se descongelaron en hielo se les agreg6 2
uL de la mezcla de reaccion anterior (en el caso del pUC18 se agregaron directamente 1
pL del vector) y se incubaron en hielo durante 30 minutos. Al término de este tiempo se
les dio un choque térmico por 45 segundos a 42°C en un bafio de agua, terminado este

procedimiento se transfirieron los tubos al hielo y se les agregaron 250 uL de medio
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S.0.C, se taparon los tubos y se agitaron suavemente. Posteriormente se incubaron las

células a 37°C durante 1 hora con agitacion a 200 rpm.

Se prepararon cajas con medio LB que contenian 50 ug/mL de kanamicina y otras cajas
con 50 ug/mL de ampicilina (en el caso de pUC se prepararon cajas con 100 ug/mL de
ampicilina) y se agregd extendiendo por la caja 40 uL X-gal (40 mg/mL) y se

precalentaron a 37°C por media hora.

Se sembraron en las cajas petri alicuotas de 15 y 45ulL de células transformadas y se
incubaron por 12 horas a 37°C. Se seleccionaron las colonias blancas en el caso de las
células transformadas con el producto de PCR y en el caso de pUC y el control sin

producto de PCR se comprob6 que las colonias fueran azules.

Las colonias blancas fueron sembradas en caldo LB y se incubaron por 12 horas a 37°C,
al término de este tiempo se llevo a cabo la extraccion del pladsmido utilizando un Kit de
Qiagen y se envié a secuenciar (Instituto de Fisiologia Celular. UNAM). Las colonias
blancas sembradas en caldo LB ademas se almacenaron a -70°C con glicerol para su

posterior utilizacién (ver anexo F).

6.8 EXTRACCION DE PLASMIDOS DE LAS
CELULAS TRANSFORMADAS

De los cultivos obtenidos de las colonias blancas seleccionadas y sembradas en caldo LB
con antibiético se prosigui6 a la extraccion del plasmido con el kit QIAGEN Plasmid Mini

Kit siguiendo protocolo indicado por el fabricante (ver anexo G).

La identificacion del microorganismo correspondiente a la secuencia clonada se realiz6 a
través de la secuenciacion del plasmido (Instituto de fisiologia celular, UNAM) vy
posteriormente a través una base de datos utilizada para comparar las secuencias de los

productos de PCR, National Center for biotechnology information (http://ncbi.nih.gov),

utilizando los servicios de BLAST para buscar los microorganismos relacionados.
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6.9 CARACTERIZACION DE MICROORGANISMOS
DEL POZOL Y ANALISIS DE COMUNIDADES

A. Obtencién del patron de bandas para la identificacion de

microorganismos

Se elabord un patron de bandas en un gel DGGE con productos de PCR de una region
del gen rpoB obtenidos a partir de DNA de microorganismos aislados en trabajos

anteriores del pozol, los microorganismos fueron los siguientes:

a. S. infantarius
b. Lb. plantarum
c. Lb. raffinolactis
d. Lact. lactis

e. Leuc. citreum

f.  W. confusa

Leuc. argentum

= @

Lb. pentosus

Obtenido el DNA de estos microorganismos asi como sus productos de amplificacion
éstos se sometieron a una electroforesis con gradiente desnaturalizante utilizando un
gradiente de 30 a 60% de concentracién de desnaturalizante. Una vez que se obtuvo
este gel asi como los geles correspondientes a las muestras de pozol, los geles fueron
digitalizados en el sistema Diversity Database version 2.2 para Windows y se compard
banda a banda; correlacionando muestra y patrén para identificar a qué microorganismo
correspondia cada una de las bandas. En el caso de las bandas que no pudieron ser

identificadas por el patrén de bandas se realiz6 el siguiente tratamiento:
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B. Identificaciéon de bandas obtenidas a partir de los geles de
DGGE de microorganismos que no pudieron ser

identificados con el patréon de bandas

Las bandas seleccionadas se cortaron individualmente con un bisturi estéril y se
colocaron por separado en microtubos que contenian 50 uL de agua, los tubos se dejaron
en el refrigerador por aproximadamente 18 horas, esperando que por difusion, los
productos de PCR salieran. Después se tomé 1 uL del producto de PCR extraido de la
banda y se reamplificé de la misma manera que se describid anteriormente para la
amplificacién del DNA de cepas puras y de pozol mostrado en la tabla 6.1 y 6.2 de esta
seccion. Se comprobo la eficiencia del procedimiento mediante electroforésis en gel de

agarosa al 1.8% (p/v) (Ver anexo C).

Los productos de PCR se enviaron a secuenciar con el cebador rpoB1698f al Instituto de
Fisiologia Celular. UNAM.

Los resultados de las secuencias se introdujeron a la base de datos del National Center

for Biotechnology Information (http://ncbi.nih.gov) utilizando el servicio de BLAST con el

fin de identificar los microorganismos relacionados.

C. Analisis de comunidades microbianas

Cada uno de los geles fue digitalizado utilizando el software Diversity Database Version
2.2 para Windows (Biorad). Y se compararon con el patron de muestras que también fue
previamente digitalizado por este sistema. Con el mismo sistema se elaboraron los
dendrogramas que permitieron la interpretaciéon del comportamiento de la comunidad
microbiana y se obtuvo la intensidad de cada una de las bandas determinada como la

altura de pico y con esto fue posible obtener los siguientes parametros ecoldgicos:

Indice de riqueza (R)
Este indice se obtuvo por el conteo del nimero de bandas visibles para cada tiempo de

fermentacion.
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Coeficiente de similitud de Dice SD. (matriz de distancias)

Tiene como fin obtener la similitud entre la microbiota de las diferentes muestras de cada
combinacion de par de muestras y a partir de aqui fue posible la elaboracion de
dendrogramas utilizando el software DIVERSITY DATABASE Version 2.2 para Windows

(Bio-rad). La ecuacion empleada se muestra a continuacion:

Sp= (2Nag)/(Na + Ng)
Donde SD. Es el coeficiente de similitud de dice, Na ¥y Ng el nimero total de bandas en los

carriles seleccionados. Nag el nUmero de bandas comunes entre los carriles Ay B.

Indice de diversidad
Se obtuvo a partir del indice general de diversidad de Shannon-Weaver (H) y fue
calculado a través de la siguiente ecuacion.
H= - Z Pi log; pi
Pi es la probabilidad de importancia , que se obtiene a partir de la altura de los picos de
las curvas densitométricas.
Pi=ni/Z ni

Donde ni es la altura del pico i en la curva densitométrica.

Indice de dominancia de Simpson (S)
El indice de dominancia de Simpson se calculé mediante la siguiente ecuacién
S =% 1/P?%
Donde S es el indice de diversidad de Simpson y Pi es la proporcién de individuos de la

especie i en la comunidad.
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CAPITULO 7. RESULTADOS y DISCUSION

7.1 CONDICIONES DE PCR PARA LA
AMPLIFICACION DEL GEN rpoB

400 ph

T2 9204 15 16

Figura 7.1. Productos de PCR obtenidos a partir de DNA de muestras de pozol con los primers
rpoB2014r y rpoB1698 f, A: marcador de pesos moleculares, carriles 1-9 corresponden a DNA de
pozol obtenido de la superficie de la bola, carriles 10-16 corresponden a DNA de pozol obtenido del
centro de la bola.

De acuerdo con la metodologia reportada por Rantsiou y col. (2004) y modificando el tipo
de Tag polimerasa empleada (High Fidelity ® Platinum), se obtuvieron los productos de
PCR mostrados en la figura 7.1 que de acuerdo con el marcador de pesos moleculares
mostrado en el carril A, corresponden a aproximadamente 400 pares de bases, lo que

concuerda con el tamafio del fragmento del gen rpoB esperado (Lewin, 2001). Las
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condiciones reportadas en la metodologia, fueron adecuadas para lograr la amplificacion
a través de PCR del gen rpoB de bacterias presentes en el pozol para su posterior

utilizacion en la aplicacion de geles de gradiente desnaturalizante.

7.2 COMPROBACION DE LA CORRECTA
AMPLIFICACION DEL GEN rpoB MEDIANTE LA
CLONACION DE UN FRAGMENTO DEL GEN
rpoB EN Escherichia coli

A fin de comprobar que se hubiera amplificado el fragmento del gen rpoB
adecuadamente, se llevé a cabo la amplificacion del DNA de un microorganismo conocido
caracteristico del pozol, Lb. plantarum, y una posterior clonacién del producto de PCR en

E. coli.

A. Resultados de la transformacion

Tabla 7.1. Transformacion de E. coli con el kit TOPO TA Cloning ® , se muestran los resultados de
los controles pUC y blanco (sélo vector) asi como de la transformacion con los productos de PCR
del gen rpoB de Lactobacillus plantarum.

NUmero de colonias azules NUmero de colonias blancas

Muestray volumen de células Kanamicina Amplicilina Kanamicina Amplicilina

transformadas inoculado

(uL).
Vector puC
15 - 6 -
45 - 38 -
Blanco (sélo vector)
15 2 0 0
45 1
Vector + productos de PCR

15 0 2 2 0
45 2 2 12 11
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De acuerdo con la construccién del vector, que implica la introduccién de la secuencia
problema entre la secuencia del gen lacZ, la presencia de colonias azules tanto con el
vector pUC como en el blanco (solo vector) es satisfactoria pues implica la expresion del
gen lacZ para la utilizaciéon de X-gal como sustrato cromoéforo, implicando asi que el
protocolo de la transformacién se sigui6 adecuadamente. Por otro lado, la presencia
mayoritaria de colonias blancas en la muestra que contenia el vector méas el producto de
PCR de Lb. plantarum indica que hubo una disrupcion del gen de tal modo que no es
posible la utilizacién de X-gal e indica que la transformaciéon se ha llevado a cabo con
éxito. Los resultados se muestran en la tabla 1. De las colonias blancas se seleccionaron
dos desarrolladas el medio que contenia kanamicina y 2 en el medio con ampicilina y se
llevé a cabo la extraccion de plasmidos, cuya migracion en un gel de agarosa, mostro
tener el tamafio del pldsmido mas un fragmento que corresponde al producto de PCR.
(figura 7.2)

4.5 kb

Figura 7.2. Electroforesis en gel de agarosa (1.8%, 65V, 1 hora) de los plasmidos extraidos de las
colonias transformadas. Carril A: marcador de pesos moleculares, B, C: plasmidos extraidos de
colonias crecidas en ampicilina, D, E: plasmidos extraidos de colonias crecidas en kanamicina.
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B. Resultados de la secuenciacion

Tabla 7.2. Resultados obtenidos de la secuenciacion del fragmento del gen rpoB de Lb. plantarum
clonado en Escherichia coli, se muestran los datos de porcentaje de identidad de la secuencia de
nucleétidos asi como el tamafio del fragmento amplificado.

Organismos Comparacion de la
resultantes de la secuencia de
comparacién por nucleétidos *

BLAST
Colonia’ 1k 2k 1A 22

Nucleétidos/ 339 364 363 366
aminoacidos

L. plantarum 99 99 98 98
Region 3/11 del %identidad
genoma. Cepa WCFS1
L. plantarum 98 98 97 98
Gen rpoB % identidad

1. Colonias 1A y 2A son colonias desarrolladas en un medio con ampicilina 50mg/mL, 1K'y
2K, colonias desarrolladas en un medio con kanamicina.
2. servicio BLAST,http://ncbi.nlm.nh.gov

Los datos mostrados en la tabla 7.2, corroboran la amplificacion de un fragmento de
aproximadamente 350 nucleétidos reportado anteriormente por Rantsiou y col. (2004),
para las cuatro colonias seleccionadas. En los 4 casos se obtuvieron los mismos
resultados cuando se compararon los nucleotidos y los aminoécidos, obteniéndose
gue el fragmento amplificado por PCR correspondié a una region del gen rpoB. Esto
garantizé que la amplificacion y las bandas obtenidas en los geles de DGGE,

correspondieron a la regién que se deseaba amplificar.
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7.3 ESTABLECIMIENTO DE LAS CONDICIONES
DE CONCENTRACION DE DESNATURALIZANTE
EN DGGE (GELES PERPENDICULAREYS)

Con el fin de establecer el intervalo adecuado de concentracion de desnaturalizante para
separar por DGGE los fragmentos de DNA, se realizaron dos geles perpendiculares; uno
de productos de PCR de cepas puras y otro de productos de PCR de pozol. Los

resultados se muestran en la figura 7.3.

;]

44% desnaturalizante

64% desnaturalizante

- =

naturalizants 7 shaturalizante

Figura 7.3. Gel perpendicular de la mezcla de DNAs de cepas puras identificadas como Lb.
plantarum, S. infantarius, utilizando un gradiente desnaturalizante en un intervalo de 20% a 70%.
Se muestra el intervalo de concentracion en el que se aprecia la separaciéon de DNA de ambas
cepas puras.

En la figura 7.3, es posible apreciar que el intervalo de concentracion en el que se logra la

separacion de los productos de PCR de dos microorganismos oscila entre 44% y 64% de

desnaturalizante. Se realizé un segundo gel, pero con los productos de PCR de pozol, a

fin de establecer un gradiente de desnaturalizaciéon en el cual se lograr la separacion de

estos productos y asi fuera posible consensar un gradiente Unico. De esta manera, en el

momento de la realizacion de los geles paralelos para la elaboracién de un patron de
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bandas de cepas puras y la posterior identificacion en muestras de pozol, se trabajaron
bajo las mismas condiciones de gradiente desnaturalizante.

Los resultados obtenidos con el gel perpendicular del DNA de pozol se muestran en la
figura 7.4, apreciandose que el intervalo de concentracién de desnaturalizante donde se
logré la mejor separacion de las bandas representativas de cada microorganismo se

encuentra en un valor de 46% a 61%.

/1

20% desnaturalizante

s

Figura 7.4. Gel perpendicular de productos de PCR de pozol (centro y superficie) utilizando un
gradiente de concentracion de 20% a 70% de desnaturalizante, entre las lineas se indica el
porcentaje de concentracién en el cual se logra la mejor separacion de fragmentos de los
microorganismos presentes en el pozol.

Considerando los resultados obtenidos de las figuras 7.3 y 7.4, se decidi6é utilizar un
gradiente desnaturalizacion de 45% a 60% de desnaturalizante, considerando este
gradiente, el que permitiria la mejor separacion de bandas durante la elaboracion de geles

paralelos.
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7.4 APLICACION Y OPTIMIZACION DE LA
TECNICA DGGE, PARA LA IDENTIFICACION DE
MICROORGANISMOS DE POZOL UTILIZANDO
LA AMPLIFICACION DEL GEN rpoB (GELES
PARALELOS)

Uno de los puntos primordiales de este trabajo fue el de comprobar que la amplificacion
del gen rpoB y su posterior aplicacion en DGGE, daria como resultado la existencia de
“una sola banda” para cada microorganismo, evitando asi el problema de
microheterogeneicidad reportado por Cilia et al. (1996), cuando se utiliza el gen 16S para
la identificaciébn de microorganismos. Con el fin de comprobar lo anterior, ademas de
lograr la identificacion de microorganismos en el pozol, se realiz6 un patron de bandas de

cepas puras, previamente identificadas. Los resultados se muestran en la figura 7.5.

45% desnaturalizante

L = S.b Le.c S.b
'-‘ — L_p :

B0% desnaturalizante

Figura 7.5. Gel paralelo (45-60% de desnaturalizante, 85V, 17 horas), L: microorganismos
identificados previamente como Lactobacillus plantarum. L.p: Lactobacillus pentosus, S.b:
Streptococcus infantarius, Le.a: Leuconostoc argentum, Le.c: Leuconostoc citreum. W: Weisella
confusa.
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En la figura 7.5 es posible apreciar que se obtuvo una sola banda para cada
microorganismo.

Esto permitiria entonces la identificacién y elaboracién de un patrén de referencia que
serviria posteriormente para la identificacion de microorganismos dentro de un ambiente
dado, en este caso el pozol. Es posible apreciar para microorganismos de la misma
especie como W. confusa (W), para Lb. plantarum (L) y para S .infantarius (S.b)
presentaron el mismo corrimiento en el gel. Los microorganismos del género
Leuconostoc, se separaron adecuadamente bajo las condiciones empleadas. En la figura
5 es posible apreciar que bandas identificadas como Lactobacillus plantarum vy
Streptococcus infantarius se encuentran en una misma zona del gel. Las bandas
representadas por las demas especies del género Weisella, Leuconostoc y la especie Lb.
pentosus muestran una separacion adecuada entre si y entre las dos especies de Lb.

plantarum y S. infantarius.

Considerando lo anterior, el patron de bandas aun cuando es adecuado respecto a que
presenta un sola banda para cada microorganismo, presenta dificultades para la
identificacion entre especies en un mismo gel para algunos microorganismos como Lb.
plantarum y S. infantarius. Por ello cambiar las condiciones en las cuales se corre el gel,
fue la siguiente estrategia para lograr asi la maxima separacion de bandas que serian

utilizadas posteriormente como patron para la identificacion de microorganismos.

Se observé que la migracién de las bandas no era muy grande, es decir la mayoria de las
bandas tenian una migracién en el primer tercio del gel (datos no mostrados). Esto no es
adecuado debido a que si durante la aplicacién de la técnica PCR-DGGE a muestras de
pozol, existieran bandas no contempladas en el patron por arriba de esta migracion, éstas
podrian no ser observadas o bien podrian co-migrar con las bandas de los

microorganismos identificados dando lugar a una mala interpretacién de resultados.

A fin de optimizar las condiciones se modificaron voltaje, temperatura y tiempo,
manteniendo el gradiente de concentracién de 45-60% de desnaturalizante; sin embargo
no se obtuvieron mejores resultados que modificaran la distancia migrada por las bandas
o bien que permitieran la separacién adecuada entre microorganismos de distinta especie.

Por ello se decidi6 modificar la concentracién de desnaturalizante a fin de optimizar la
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separacion. En la figura 7.6, se esquematizan las concentraciones empleadas y en cada

blogue se muestra la migracion observada en el patrén de bandas.

L Ly

30-60 %

25-60 %

Figura 7.6. Esquematizacion de los resultados obtenidos con los gradientes empleados a fin de
optimizar el gradiente de la técnica PCR-DGGE. Cada bloque muestra la concentracion trabajada e
indica hasta donde migr6 el bloque de bandas del patrén de cepas puras.

Como se aprecia en el esquema de la figura 7.6, la concentracién de desnaturalizante

determinada por el gel perpendicular permitia solo una migracion corta de las bandas.

Si se abria demasiado el gradiente como en el caso de la concentracion 25-60% de
agente desnaturalizante la migracion era excesiva y podria provocar la pérdida de
bandas. El gradiente que permitié la mejor separacion de bandas asi como una migracion
adecuada fue la concentracion de 30-60% de desnaturalizante, decidiéndose asi utilizar
este gradiente en la aplicacion de la técnica PCR-DGGE tanto para la elaboracion del

patrén de cepas puras como para la aplicacion a muestras de pozol.
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7.5 ELABORACION DEL PATRON DE BANDAS Y
DISCUSION DE LOS PROBLEMAS INHERENTES
A LA AMPLIFICACION DEL GEN rpoB

A. Elaboracién del patron de bandas

En la figura 7.7 se muestra el patrén electroforético de una region amplificada del gen
rpoB de cepas puras aisladas previamente de pozol y caracterizadas por la secuencia del
gen 16S rDNA.

haturalizante

haturalzante

Figura 7.7. Gel DGGE (30-60% desnaturalizante, 85V, 17 horas) de fragmentos amplificados del
gen rpoB de cepas puras aisladas previamente de pozol, 1. S. infantarius, 2. Lactococcus lactis. 3.
Lb. plantarum 4. W. confusa. 5. Leuc. citreum. 6. Leuc. argentum. 7. Lb. raffinolactis. 8. Lb.
pentosus.
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Se aprecia en la figura 7.7 que la migracion del bloque de bandas mostrado por el patron
de cepas puras en el gel con gradiente desnaturalizante de 40-60% muestra una
migracion aproximadamente a la mitad del gel, esto permiti6 detectar bandas, aun de

microorganismos no incluidos en el patron, por arriba y por abajo del patron.

Respecto a la separacion entre especies, las bandas correspondientes a S. infantarius y
L. lactis (carriles 1 y 2, figura 7.7), respectivamente presentan una migracion semejante,
problema que no fue posible solucionar bajo ninguna de las condiciones utilizadas
previamente durante la optimizacion de condiciones para los geles paralelos. EI mismo
problema se presenta en las bandas correspondientes a L. plantarum y L. pentosus
(carriles 3 y 8, figura 7.7). En los demas casos se aprecia una separacion adecuada que
permite distinguir entre las distintas especies. La solucién mas adecuada al problema, es
que en el momento de aplicar la técnica a muestras de pozol, las bandas que
correspondan a la migracién de las bandas 1 y 2 asi como 3 y 8 sean clonadas y
secuenciadas a fin de verificar qué microorganismos se encuentran presentes en la

muestra.

De S. infantarius, se observé mas de una banda que no se habia observado previamente.
La apertura del gradiente talvez produjo una migraciéon mayor de las bandas permitiendo
una separacion de las bandas que no habia sido notada al trabajar con el gradiente de
desnaturalizante de 45-60%.

La presencia de varias bandas particularmente en esta especie es de importancia por
varias razones; la primera es que S. infantarius ha sido reportado como una especie
predominante en el pozol (Diaz et al., 2003), por lo que se espera encontrarse al
momento de aplicar la técnica a muestras de pozol, de estar representado este

microorganismo por mas de una banda podria dificultar la interpretacion de resultados.

Otra razén es que rpoB no se encuentra representado, al menos para esta especie por
una sola banda, sin embargo respecto al nimero de bandas obtenidas es siempre el
mismo, es decir 4 bandas, como se aprecia en la banda 1 de la figura 7.9. Esto es
uniforme a diferencia del gen 16S que puede mostrar un numero variado de bandas para
una sola especie en diferentes condiciones, es decir 2, 4 o hasta 8 bandas de manera no

uniforme (Bolafios, 2004). Entonces si se conoce que el patrén de bandas para este
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microorganismo es siempre de 4 bandas pueden analizarse los geles bajo esta
consideracion. Es posible que el gen en este caso posea més de una copia. Rantsiu y
col. en 2004 reportaron haber encontrado mas de una banda en algunas bacterias lacticas
comprometidas con la fermentacion de quesos con este mismo gen, asi que podria

sospecharse de la presencia de mas de una copia del mismo.

B. Verificacion de la reproducibilidad de método

Con el fin de verificar la reproducibilidad de la técnica de, se obtuvieron por duplicado
productos de PCR de una region del gen rpoB en muestras de pozol. Ademas cada gel
de DGGE se realiz6 por duplicado. Como se aprecia en la figura 7.8 el nimero de bandas
obtenido en cada caso es el mismo. Aunque pueden encontrarse ligeras variaciones en la
intensidad de bandas y esto puede ser debido a la amplificacion; que durante este
proceso no todos los templados se amplifican de la misma manera lo que puede influir en
la intensidad de la banda. Se muestran resultados adecuados que indican que la técnica

fue reproducible (s6lo se muestran los resultados para un productor).
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mim to t1 t20 3 mrm to t] t?  t3

Figura 7.8. Geles de DGGE (30-60% desnaturalizante, 85V, 17 horas), para el duplicado obtenido
de los productos de amplificacion del productor 7, se muestran los resultados obtenidos para la
masa recién molida (mrm), tiempo cero, uno, dos y tres de la fermentacion correspondientes a las
cero, 24, 48 y 72 horas respectivamente en la superficie de la bola de pozol.
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C. Verificacidon de la presencia de amplificacion preferencial

5. infantarius

Lh. plantarim

W confusa

Figura 7.9. Gel DGGE (30-60% desnaturalizante, 85V, 17 horas), que muestra las bandas
obtenidas por la amplificacion de un fragmento del gen rpoB en cepas puras. Carril 1
(amplificacion de la mezcla de templado de DNA de S. infantarius, L. plantarum y W. confusa),
Carril 2 (amplificaciéon de la mezcla de templado de L. plantarum y W. confusa), Carril 3
(amplificacion de la mezcla de templado de S. infantarius y W. confusa), Carril 4 (amplificacion de
la mezcla de templado de S. infantarius y L. plantarum), Carril 5 (amplificacién de L. plantarum),
Carril 6 (amplifcacion de W. confusa), Carril 7 (amplificacion de S. infantarius).

Se considera que la técnica de DGGE es semi-cuantitativa, de manera que la intensidad
de cada banda es proporcional a la concentracion de ese microorganismo (Pintado,
2003), sin embargo se ha reportado que la amplificacion preferencial en reacciones de
PCR es posible (Reysenbach, 1992). Se decidi6 entonces verificar si era posible la
existencia de una amplificacion preferencial, que se ha reportado como una desventaja
general en los métodos acoplados a PCR (Kirk, 2004). Para ello, concentraciones
idénticas de templado de DNA de tres cepas puras que incluian W. confusa, S. infantarius

y Lb. plantarum se sometieron a amplificacion, realizando combinaciones entre ellas.
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La figura 7.9 muestra el gel obtenido con las diferentes combinaciones de DNA de los tres
diferentes microorganismos. A simple vista pueden observarse diferencias en la
intensidad de bandas. El experimento mostrado en la figura 7.8 se realizé por triplicado
(no se muestran resultados de los otros dos geles). Se realizaron andlisis de varianza y
pruebas de t-student para determinar si existia diferencia significativa entre la intensidad

de bandas. Los resultados del analisis estadistico se muestran en la tabla 3.

Tabla 7.3. Andlisis estadistico con la prueba de Analisis de varianza, intervalos multiples
de Duncan y t-Student para las distintas reacciones de PCR estudiadas con una

temperatura de alineamiento de 50°C.

Microorganismo Reaccion Reaccién Reaccion Reacciéon Reaccion Reacciéon Reaccion

1 2 3 4 5 6 7
S. infantarius a,c a,c a,c C
Lb. plantarum b,d ad b,d d
W. confusa b,f a,e b,g e

Valor de confianza: 95%

Reaccion 1: aplicaciéon de prueba de Analisis de varianza e intervalos multiples de Duncan
Reacciones: 2 a 7: aplicacion de prueba de t-Student

Las letras a y b dentro de la columna indican si hay diferencia significativa entre los
microorganismos para una misma reaccion.

Las letras c, d, e, f, g, h indican si hay diferencia significativa entre columnas cuando se
compararon con los experimentos que solo contenian un microorganismo.

Resumen (x,y) primera letra: diferencia entre los organismos de la misma columna, segunda letra:
diferencia entre diferentes columnas.

Con los resultados mostrados en la tabla 7.3 es posible observar que si se compara la
intensidad de bandas de cada microorganismo en cultivo puro (carriles 5, 6 y 7), no existe
diferencia significativa. Sin embargo; cuando se amplificaron en una reaccién que
contenia la misma concentracion de DNA de las tres cepas (carril 1), la intensidad de la
banda de S. infantarius es significativamente mayor que la de las otras dos cepas. Lo
mismo se observé en mezclas en donde S. infantarius se encontraba con W. confusa
(carril 3) 6 con Lb. plantarum (carril 4), sin embargo la intensidad de la banda obtenida
para este microorganismo en cultivo puro (reaccion 6) no mostré diferencia significativa
cuando se comprar6 con la intensidad de banda obtenida a partir de las reacciones 1, 2 y
4, por lo tanto no existe amplificacion preferencial hacia Lb. plantarum. Cuando se

compara la intensidad de la bandas en la mezcla de Lb. plantarum y W. confusa tampoco
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se encontré diferencia significativa encontrando entonces que no hay amplificacion
preferencial entre estos dos microorganismos. Por lo tanto esto significa que
efectivamente la disminucion en la intensidad de las bandas en el carril 1 de la figura 7.9,
si representa una diferencia significativa y permitiria decir entonces que S. infantarius se

amplifica preferencialmente respecto a W. confusa.

La amplificacion preferencial puede deberse a varios factores, como la longitud del
fragmento a amplificar o bien al uso de primers degenerados (Farrelly, 1995). Este no es
el caso pues se ha demostrado que un fragmento mayor a 600 pb puede ocasionar este
problema y el fragmento amplificado en este caso es menor (aproximadamente 350 pb).
Por otra parte cuando se disefiaron los primers para la amplificacién del gen rpoB se
descartaron los primers degenerados porque ocasionaban la aparicion de varias bandas
debido a obtencion de varios fragmentos durante la amplificacion (Dahllof, 2000). Se ha
reportado que el plegamiento del templado asi como la composicién de guanina — citosina
y las estructuras secundarias del DNA pueden ocasionar amplificacion preferencial
(Suzuki, 1996). A este respecto se reporta que entre menor nimero de G+C exista, las
secuencias pueden amplificar preferencialmente con mayor frecuencia, por lo tanto
concuerda con el resultado obtenido en donde W. confusa mostré una menor intensidad
de banda mientras que las bandas correspondientes a S. infantarius mostraron una mayor
intensidad, ésto partiendo del hecho de que W. confusa presenté un mayor corrimiento en
el gel de DGGE (Figura 7.9) indicando entonces que su contenido de G+C es mayor. Lo
anterior considerando el principio de separacién de la técnica, en donde a mayor
contenido de G+C migraran mas pues la desnaturalizacion es mas dificil que en aquellas

donde el contenido de G+C es menor y por lo tanto migran menos (Muyzer, 1998).

Con el fin de disminuir el problema de la amplificacion preferencial se modificaron las

temperaturas de alineamiento, a 55 y 60°C.

Con la temperatura de alineamiento de 55°C, no se logré la amplificacibn mas que de un
microorganismo, aun cuando se probaron distintas condiciones de reactivos y de

templado de DNA (no se muestran los resultados).

Los resultados con el protocolo utilizando una temperatura de alineamiento de 60°C se

muestran en la figura 7.10 y el analisis estadistico se muestra en la tabla 7.4.
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5. infamtarius
Lb. plantarum

W. confrusa

Figura 7.10. Gel DGGE (30-60% desnaturalizante, 85V, 17 horas), que muestra las bandas
obtenidas por la amplificacion de un fragmento del gen rpoB en cepas puras. Carril 1
(amplificacion de S. infantarius). Carril 2 (amplificacion de L. plantarum), Carril 3 (amplificacion de
W. confusa), Carril 4, 5 y 6 (amplificacion de la mezcla de templado de DNA de S. infantarius, Lb.

plantarum y W. confusa).
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Tabla 7.4. Analisis estadistico con la prueba de t-Student para las distintas reacciones de

PCR estudiadas con una temperatura de alineamiento de 60°C.

Microorganismo Reaccidon Reaccion Reaccion Reaccién

1 2 3 4
S. infantarius af c
Lb. plantarum +++ d
W. confusa b,e e

Valor de confianza: 95%

Las letras a y b dentro de la columna indican si hay diferencia significativa entre los
microorganismos para una misma reaccion.

Las letras c, d, e, f indican si hay diferencia significativa entre columnas cuando se compararon
con los experimentos que sélo contenian un microorganismo.

Resumen (x,y) primera letra: diferencia entre los organismos de la misma columna, segunda letra:
diferencia entre diferentes columnas.

Con los resultados de la figura 7.10, se aprecia lo siguiente: desaparecen las bandas
multiples obtenidas anteriormente para S. infantarius, lo cual seria una gran ventaja si se
utilizara este protocolo de PCR. Aunque también hay que considerar que sélo una copia
del gen rpoB se esté amplificando preferencialmente. Este resultado fue adecuado pues
se pretendia la obtencién de una sola banda por microorganismo. Sin embargo se
apreciaron varias desventajas, la mas importante es que no amplifica Lb. plantarum en la
mezcla de reaccion. Para este caso W. confusa muestra ahora una amplificacion
significativamente distinta respecto a S. infantarius, es decir, invierte los resultados
obtenidos con el primer experimento mostrado en la tabla 7.3 y en la figura 7.9. El cambio
en la astringencia del protocolo de PCR pudo ser el causante de estos nuevos resultados.
Ademas bajo estas nuevas condiciones, se favorece la amplificacion de W. confusa
respecto a los demas microorganismos, por lo tanto es posible que Lb. plantarum y S.

infantarius no tuvieran la misma oportunidad de alineamiento.

Dadas las circunstancias mencionadas durante todo el establecimiento de la técnica se
decidié considerar a las siguientes condiciones para el estudio de la microbiota de pozol.
v' Una concentracion de desnaturalizante que oscile entre 30 y 60% de
concentracion.

v" Condiciones de electroforesis de 85V y 17 horas a 60°C
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v’ la utilizacién del protocolo de PCR que involucre una temperatura de alineamiento
de 50°C.

Para el andlisis entonces, se considerard la posible aparicion de varias bandas para S.
infantarius asi como la posible presencia de amplificacion preferencial de este mismo

microorganismo.

7.6 ANALISIS DE MUESTRAS DE POZOL

Los resultados se describen en primer lugar analizando los microorganismos presentes
entre los diferentes productores y en segundo lugar analizando a estas siete comunidades
microbianas en conjunto a diferentes tiempos de fermentacién. En el caso en que las
bandas no correspondieran con ninguna en el patron se determind llevar a cabo el corte y

la posterior secuenciacion de las mismas.

Las bandas que correspondieron al mismo corrimiento de S. infantarius y W. confusa se
cortaron y se secuenciaron a manera de corroborar su presencia en la comunidad
microbiana y verificar la posible presencia de mas de un microorganismo en la misma

banda por la co-migracion de las mismas.
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A. ldentificacion de bandas

Haciendo consenso de todos los geles analizados para las siete muestras de pozol, se

detectaron en total 16 bandas, no todas presentes en todas las muestras analizadas. El

estado de andlisis e identificacion de cada una de ellas se muestra en la tabla 7.5.

Tabla 7.5. Bandas detectadas en los geles de DGGE en muestras de pozol, se muestra el nimero
de banda que esta asignado en los geles digitalizados posteriormente, ademas del estado actual

de identificacion de las mismas.

Banda Microorganismo Estado de identificacién
1 Enterococcus faecium Banda cortada y reamplificada para
secuenciacion ! 92% identidad
2 Ni La secuenciacién no arrojo
ningun resultado confiable para
la identificacion de este
microorganismo.
3 Ni *
4 S. infantarius / Lact. lactis Banda cortada y reamplificada
secuenciacion™ obteniéndose 98%
identidad para el género
Streptococcus
5 Leuc. citreum?® Identificada por medio del patron
de bandas.
6 Ni *
7 Lb. plantarum /Lb. pentosus Banda cortada y reamplificada
secuenciacion”, obteniéndose 99%
identidad para el género
Lactobacillus
8 Leuc. argentum3 Identificada por medio del patron
de bandas
9 Leuc. lactis Banda cortada y reamplificada para
secuenciacion * 94% identidad
10 W. confusa® Banda cortada y reamplificada
secuenciacion® obteniéndose 98%
identidad para el género Weisella
11 Lact. raffinolactis® Identificada por medio del patron
de bandas
12 Pediococcus dextrinicus | Banda cortada y reamplificada para
secuenciacion * 92% identidad
13 Ni La secuenciacién no arroj6
ningun resultado confiable para
la identificacion de este
microorganismo
14 Paenibacillus amylolyticus | Banda cortada y reamplificada para
secuenciacion = 95% identidad
15 Lb. fermentum Banda cortada y reamplificada para
secuenciacion * 100% identidad
16 Leuc. mesenteroides subsp. | Banda cortada y reamplificada para

mesenteroides

secuenciacion * 96% identidad

Ni: no identificada

! Bandas que fueron cortadas y secuenciadas, se muestra el porcentaje de identidad obtenido en el
servicio BLAST para la identificacion de las secuencias..
® Bandas identificadas previamente por comparacion con la secuencia 16S rDNA. (Bolafios, 2004)
* Bandas que no fueron posibles de identificar.
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B. Analisis de los perfiles electroforéticos obtenidos en las

distintas muestras de pozol

Productor 1 Productor 2 Productor 3 Productor 4
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Figura 7.11. Digitalizacion del patrén de bandas obtenido por PCR-DGGE para los productores 1,
2, 3y 4 a diferentes tiempos de fermentacion en la superficie (A) y en el centro (B) de la bola de
pozol. Los tiempos de fermentacién son (to inicio de la fermentacién después de realizada la bola,
tl 24 horas, t2 48 horas, t3 72 horas).
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Figura 7.12. Digitalizacion del patrén de bandas obtenido por PCR-DGGE para los productores 5,
6 y 7 a diferentes tiempos de fermentacion en la superficie (A) y centro (B) de la bola de pozol. Los
tiempos de fermentacién son (to inicio de la fermentacién después de realizada la bola, t1 24
horas, t2 48 horas, t3 72 horas).
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En las figuras 7.11 y 7.12 se muestran los geles digitalizados para los distintos
productores tanto en superficie como en el centro de la bola de pozol. A continuacién se

describen y analizan cada una de las bandas encontradas en los diferentes productores.

b.1 Banda 1 correspondiente a Enterococcus faecium

Esta banda se encontr6 de manera constante durante toda la fermentacion en todos los
productores, siendo mas constante su presencia en el centro de la bola que en la
superficie. Su presencia no es extrafia en este tipo de alimentos ya que es una bacteria
lactica caracteristica de varios alimentos, particularmente alimentos africanos fermentados
(Yousif, 2005). La presencia de este microorganismo se relaciona con el desarrollo de
aromas asi como otras caracteristicas sensoriales que dan lugar a caracteristicas
especiales en diversos productos. En el caso del pozol, podria contribuir en el desarrollo
de ciertas caracteristicas de sabor y aroma. Mas aun, se le ha atribuido un efecto benéfico
como probidtico debido a su capacidad para combatir diversos patégenos. Puede
contener factores de virulencia, lo cual a ultimas épocas ha cuestionado su seguridad
para su aplicacion en otros productos, para el caso de E. faecium los factores que
determinan su virulencia son mucho menores que los de otras especies comunes a éste
género, como E. faecalis (Franz, 2003, Achemchem, 2005). De cualquier modo da mayor
sustento a las especulaciones de que el pozol posee efectos benéficos al tracto digestivo
(Herrera et. al., 1975).

En las figura 7.11 se aprecia que para el productor 1 la banda 1 se localiza durante toda
la fermentacion en el centro y en la superficie de la bola. En contraste con el productor 2,
se detectd durante toda la fermentacién pero solamente en el centro de la bola, sin
detectarse en la superficie de la misma. Es importante mencionar que su ausencia o
presencia puede deberse efectivamente a su bajo o nulo crecimiento que no fue posible
detectar a través del gel DGGE, sin embargo su presencia es constante e intensa durante
toda la fermentacion, al menos en el centro. Para el productor 3 se detectd este
microorganismo solamente en la masa recién molida y hasta las 48 horas de
fermentacion, en etapas finales de ésta el microorganismo ya no es detectado. En el caso
del productor 4 se detect6é E. faecium durante toda la fermentacién en la superficie de la
bola, pero para el centro esta banda solo se detecté durante las primeras 24 horas de la

fermentacion.
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Si se analiza la figura 7.12, se aprecia que para el productor 5 se detecta este
microorganismo tanto en el centro como en la superficie de la bola de pozol entre las 24 y
48 horas de fermentacion. Posiblemente al igual que lo observado con los productores 3
y 4, su ausencia en etapas finales de la fermentacion, pueda deberse a que su
concentracion disminuye y ya no es detectable por DGGE y que tal disminucién sea
debida a condiciones adversas que permitan la continuidad de su desarrollo. En el
productor 6 se detectd de manera constante a este microorganismo durante todos los
tiempos de fermentacion tanto en el centro como en la superficie de la bola de pozol.
Finalmente para el productor 7 esta banda se detecté desde la masa recién molida y
durante todo el proceso de fermentacion en la superficie de la bola de pozol sin detectarse

en el centro de la bola.

En la mayoria de los productores, la presencia de E. faecium se hace evidente
particularmente al inicio de la fermentacién, sin embargo en etapas finales y
particularmente en el centro se detecta una disminucién en la intensidad de las bandas o
bien ausencia de las mismas. Esto indica que su desarrollo se ve mas comprometido al
aumentar el tiempo de fermentacion y mas aun en el centro de la bola donde las
condiciones de aireacion pueden cambiar drasticamente, asi como la actividad acuosa y
por supuesto a la disminuciéon de pH (Nuraida et. al., 1995). Esto puede colocar al
microorganismo en condiciones desfavorables para continuar su desarrollo, sin embargo
se hace presente durante las primeras 24 horas de fermentacién, tiempo en el cual el
pozol ha adquirido caracteristicas sensoriales adecuadas (Wacher, 2000). Asi que de ser
la funcién de este microorganismo su participacion en el desarrollo de caracteristicas

sensoriales, poseeria un tiempo adecuado para lograrlo.

Otro aspecto relevante seria su funcién probidtica, mencionada anteriormente. Al no
encontrarse de manera uniforme en todas las muestras de pozol, hace especular acerca
de la calidad o funcionalidad probidtica en general, es decir esta caracteristica puede
variar entre los distintos productores dependiendo si el microorganismo se encuentra o
no, dando lugar a sugerir que las caracteristicas tanto sensoriales como funcionales del

pozol, no son las mismas entre los diferentes productores.
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b. 2 Bandas 2y 13, no identificadas

Las bandas 2 y 13, aun después de haber sido cortadas y secuenciadas no arrojaron
ningan porcentaje de identidad confiable. Es importante mencionar que la base de datos
para el gen rpoB aun es limitada y puede significar entonces que las secuencias del gen
para los microorganismos representados por estas bandas aln no se encuentren en la

base de datos.

La presencia de la banda 2, parece ser de importancia para varios productores pues
aparece en algunos durante todo el proceso fermentativo. Haciendo referencia a las
figuras 7.11 y 7.12, se aprecia que para los productores 2, 6 y 7, en la superficie de la
bola de pozol, esta banda no se detect6 en ningun tiempo de fermentacién. Para el caso
de los productores 1, 3, 4, 5y 7 en el centro de la bola de pozol tampoco fue detectable
esta banda. Sin embargo, para el productor 1 se detecté durante toda la fermentacion
tanto en la superficie como en el centro de la bola. Para el productor 6 ocurre lo mismo en
el centro de la bola de pozol y para los productores 3 y 4 en la superficie aparece durante

las primeras 24 horas de la fermentacién en la superficie de la bola.

Que su deteccion sea tan heterogénea entre los productores puede sin duda atribuirse a
la variabilidad esperada entre los distintos productores, que podrian hacer de cada uno de
los productos obtenidos, un producto con caracteristicas distintas, nutricionales,

sensoriales y microbioldgicas.

La banda 13 sélo se detectd en el centro de la bola de pozol para la muestra del productor
6.

b. 3 Banda 3, no identificada

En la figura 7.11, se puede apreciar en el patron de bandas del productor 2 una banda
detectada en la superficie de la bola de pozol, desde las 48 horas de fermentacién y hasta
el final de la misma. La intensidad de la banda es ligera lo cual impidi6 su corte y
posterior secuenciacion. Debido a que s6lo aparecid6 en un productor se le restd
importancia, sin embargo puede inferirse que este microorganismo so6lo encuentra
condiciones mas favorables en la superficie de la bola y en etapas avanzadas de la

fermentacion.
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b.4 Banda 4, correspondiente a Streptococcus infantarius

La banda 4 corresponde a S. infantarius, aiin cuando en la elaboracién del patron en el
gel de DGGE muestra co-migracion con Lact. lactis. Cuando se cort6 la banda y se envio
a secuenciar s6lo se obtuvieron resultados en el sistema BLAST para el género
Streptococcus, la banda se corté de dos geles obtenidos a partir de dos muestras de

pozol (productores 4 y 6) y en ambos casos se obtuvo el mismo resultado.

La presencia de este microorganismo en los productores es ubicua particularmente en el
centro de la bola de los diferentes productores de pozol, sin embargo en la superficie
aparece en los tiempos finales de la fermentacién. Estudios con el gen ribosomal 16S
rDNA mostraron también su presencia tanto en el centro como en la superficie de la bola
de pozol (Bolafios, 2004).

Su presencia debe ser de gran importancia debido a que previamente por técnicas de
DGGE se detecto la presencia del género Streptococcus como dominante en el pozol a lo

largo de toda la fermentacién (Ampe, 1999).

Més aun se demostré que dentro del grupo de las bacterias lacticas amiloliticas aisladas
del pozol, el género Streptococcus es el que predomina, (Diaz, 2003). Esto es de
importancia debido a que la presencia de azucares sencillos para la fermentacion aun
cuando estan presentes, es limitada en el pozol siendo el almidén entonces es una fuente

prioritaria de obtencion de energia para la produccién de acido lactico.

Diaz y col. en 2003, también reportan que este género posee la capacidad de sobrevivir a
altos valores de pH y temperaturas, lo que puede promover su permanencia aun después
de un proceso de nixtamalizacion y de este modo facilitar su desarrollo durante la
fermentacion. Ademas crece rapidamente en presencia de almidén con una conversién
sustrato-biomasa eficiente lo que es una ventaja ecolégica importante para su desarrollo y
sobrevivencia respecto a otras bacterias ya que ademas su crecimiento en el pozol es
posible ante valores de pH bajo, caracteristica que es contraria a la reportada en la
literatura para este microorganismo (Wood, 1995). Y al encontrarse durante toda la
fermentacion e inclusive hasta el final de la misma, es posible que sea resistente a valores

de pH bajos, aunque todavia es necesario determinar su viabilidad en estas condiciones.
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Los microorganismos del género Streptococcus se han reportado como microorganismos
capaces de producir acido lactico, de tal manera que contribuye a la disminucion del pH
caracteristico del pozol, ademas mediante otras vias metabdlicas estos microorganismos
producen acetato, formato y etanol, que bien podrian contribuir a dar al olor y sabor

caracteristico del pozol. (Wood, 1995)

La distribucién entre los distintos productores para este microorganismo es fue la

siguiente:

En la muestra del productor 1 la banda correspondiente a S. infantarius se detect6
durante toda la fermentaciéon tanto en el centro como en la superficie de la bola.
Resultados en trabajos anteriores presentados por Bolafios, en 2004 corroboran su
presencia durante toda la fermentacion y al igual que en este caso muestran bandas mas

intensas hacia el final de la misma.

Para la muestra del productor 2 la deteccion de este microorganismo comienza al final de
la fermentacion del pozol (48-72 horas) en la muestra proveniente de la superficie de la
bola, sin embargo, su presencia es constante durante toda la fermentacién en la muestra
proveniente del centro. En el productor 3, solo se localiza en el centro de la bola,
aumentando su intensidad hacia el final de la fermentacion; en el caso de la superficie
s6lo se detecta hacia el final de la misma. El mismo comportamiento se apreci6é para el
productor 2 en la superficie de la bola, lo que puede indicar que el establecimiento y
produccion de una biomasa detectable esta mas favorecida hacia el final de la
fermentacion, corroborando también la resistencia de esta especie a pesar de la
disminucion de pH (Diaz, 2003).

En el productor 4, S. infantarius se detecta de manera intensa desde el inicio de la
fermentacion y hacia el final de la misma en el centro de la bola de pozol, sin embargo en
la superficie ésta se detecta solo hacia el final de la fermentacion. Este resultado junto con
el obtenido para el productor 2 y 3 para este microorganismo, indican que este
microorganismo encuentra condiciones mas favorables en el centro de la bola durante
todo el proceso de fermentacion lo que le permite aparecer de manera dominante, sin
embargo en la superficie su deteccién ha sido en estos productores solamente hasta el

final de la fermentacién. Esto podria indicar que la concentracion de biomasa es suficiente
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para su deteccion solo hasta etapas tardias de la fermentacién dando lugar a suponer que
posiblemente las condiciones de acidez, disponibilidad de nutrientes o pH se vuelven
adecuadas en la superficie de la bola de pozol hasta después de aproximadamente 48

horas.

Para el caso de la muestra del productor 5, S. infantarius no se detect6 en el centro de la
bola, Sin embargo se detecta su presencia en la superficie de la bola de pozol a partir de
las 24 horas de fermentacién. Finalmente para las muestras de los productores 6 y 7 la
deteccidn de esta especie se logra desde el inicio de la fermentacién y hasta el final de la
misma en la superficie y en el centro. Es importante mencionar que con excepcion del
productor 1, en los productores anteriores éste microorganismo no ha sido detectado en la
masa recién molida y entonces es posible considerar que al principio de la fermentacion
existe una baja concentracion del microorganismo y al avanzar el tiempo de la
fermentacion comienza a predominar por lo tanto debe poseer ventajas ecoldgicas sobre
otros microorganismos que solo lograron su establecimiento en etapas iniciales de la

fermentacion.

b.5 Bandas 5, 9y 16 correspondientes a Leuconostoc citreum, Leuconostoc lactis
y Leuconostoc mesenteroides subsp. mesenterioides respectivamente.

La banda 5 correspondié a Leuc. citreum, identificada a partir del patron de bandas. La
presencia de esta bacteria en el pozol no es constante en todos los productores, sin
embargo en los productores 5, 6 y 7 aparece durante toda la fermentacion. Al parecer su
deteccién en el pozol, junto con la deteccidn de otras especies del mismo género, podria
tener importancia en el proceso fermentativo, debida a una contribucion importante en la

estructura sensorial del producto.

Este microorganismo ha sido encontrado en varios alimentos fermentados como el puto,
que es arroz fermentado en las Filipinas, en productos de leche fermentada africanos, en
pescados fermentados, en el almidon de yuca (Lee, 2005). Ademas fue previamente
detectado en pozol (Ampe, 1999). Por lo tanto se considera que este microorganismo

podria tener un papel importante en varias fermentaciones de alimentos.
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La banda 16 fue correspondiente a Leuc. mesenteroides subsp. mesenteroides y se
identifico a partir del corte de una banda de pozol, la cual fue posteriormente secuenciada

e identificada.

La presencia de Leuc. mesenteroides subsp. mesenteroides, es constante en todas las
muestras de pozol, con excepcion de los productores 1 y 3. Este microorganismo se
detecto tanto el centro como en la superficie de la bola, su presencia comienza a
detectarse a partir de las 48 horas de fermentacion y hasta el final de la misma y sélo en
la muestra del productor 7 se detecté a partir de las 24 horas. El patron de deteccion
puede deberse a que se ha reportado que el género Leuconostoc posee una baja
velocidad de crecimiento (Wood, 1995), lo cual puede dar lugar a que su deteccion se
logre hasta altos tiempos de fermentacién. En contraste, en otros productos vegetales se

reporta como una de las primeras especies en desarrollarse (Lee, 2005).

A diferencia de los otros dos microorganismos de este género, Leuconostoc lactis parece
ser predominante durante toda la fermentacién junto con otros microorganismos de
diferente género. Ademas Shaw y col. en 1989, reportaron que su presencia es
importante para la fermentacion de alimentos como el Kimichi, el cual durante su

fermentacion involucra un valor de pH bajo igual que durante la fermentacion del pozol.

Leuc. lactis al igual que Leuc. mesenteroides subsp. mesenteroides se identific a partir
de la secuencia de una banda cortada de un gel (muestra del productor 2). Su presencia
es constante durante toda la fermentacion, en la mayoria de los productores de pozol,

tanto en el centro como en la superficie de la bola.

En general estos microorganismos tienen la capacidad de producir pigmentos (Wood,
1995), los cuales en baja proporcion podrian estar contribuyendo a proporcionar notas
leves de color al producto. Mas aun al ser heterofermentativos, producen biéxido de
carbono dando un cambio de textura a diversos productos. Por otro lado, se sabe que
microorganismos del género Leuconostoc producen diacetilo y acetoina a partir de citrato
(Wood,1995). Estos podrian contribuir a dar notas sensoriales de sabor y aroma al pozol,
siendo quizas esta caracteristica la mas importante en los procesos de fermentacién y
posiblemente el papel mas importante en el pozol. Ademas se ha reportado la produccién

de bacteriocinas (Daba, 1991), lo cual puede ser benéfico durante la fermentacién para
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evitar la incorporacion de microorganismos no deseados al actuar como sustancias

antibacterianas.

b. 6 Banda 6, no identificada

La banda 6 se detecté de manera esporadica en los productores 2 y 6 con una banda
tenue, lo cual impidié que la banda pudiera ser cortada y secuenciada. Al no estar de
manera dominante entre las distintas muestras, se le resté importancia, al igual que las
bandas 2 y 3. La presencia de estos microorganismos no identificados y que aparecen de
manera esporadica, muestran nuevamente la variabilidad existente entre las muestras de

pozol.

b.7 Bandas 7 y 15, correspondientes Lactobacillus plantarum y Lactobacillus
fermentum respectivamente.

La banda 7 corresponde a Lb. plantarum la cual al presentar co-migracién con Lb.
pentosus se cortd y secuencio, arrojando como resultado la presencia de una secuencia
Unica correspondiente al género Lactobacillus. Su co-migracién no es un resultado
sorpresivo pues se ha reportado que existe una alta similitud en sus secuencias y se les

ha reportado inclusive como especies sindnimas (Zanoni, 1987).

Lb. plantarum esté presente en todas las muestras de pozol, con excepcion de las de los
productores 3 y 6 en donde no se detecta durante todo el proceso fermentativo. Este
microorganismo se detecta particularmente en el centro de la bola durante toda la
fermentacion y hacia el final de la fermentacion en la superficie de la misma. Patrones
similares se encuentran con el gen 16S rDNA (Bolafios en 2004), sin embargo en este
ultimo trabajo la banda de Lb. plantarum tiende a disminuir al final de la fermentacién, en
contraste con otros alimentos, particularmente de tipo africano, en donde se ha reportado

gue este microorganismo predomina hasta el final de la fermentacion.

Al ser un microorganismo heterofermentativo facultativo, contribuye de manera importante
a la produccién de &cido lactico y por lo tanto a lograr la acidificacion de diversos
productos (Stiles, 1997). De ahi su importancia en el pozol, en donde la acidificacion
quizas sea la funcibn mas importante para lograr la calidad sensorial deseada en esta
bebida. Mas aun este microorganismo ha sido utilizado debido a esta propiedad como un

organismo iniciador en un gran nimero de productos (Stiles, 1995).
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La banda 15, fue cortada y secuenciada, encontrando que correspondia a Lb. fermentum,
Este aparece en los productores 2, 4 y 6, hacia el final de la fermentacion,
aproximadamente a partir de las 48 horas, tiempo durante el cual es posible que
encuentre las condiciones adecuadas para su crecimiento, por lo tanto la cantidad de
biomasa producida puede ser suficiente para su deteccion en los geles DGGE, este
microorganismo es considerado como heterofermentativo obligado, que fermenta hexosas
a acido lactico, acético y / o etanol a partir de glucosa, y en trabajos anteriores se ha
descrito como una especie importante en la fermentacion de alimentos compuestos de
masas agrias (Stiles, 1997). Por lo tanto puede contribuir a la acidificacion en etapas

finales de la fermentacion.

Esta especie no habia sido previamente reportada en pozol, estudios basados en la
secuencia de 16S rDNA han detectado la presencia de Lb. plantarum, Lb. casei, Lb.
alimentarium y Lb. delbruekii (Escalante et al.,2001), sin embargo es importante
considerar que la fraccion del gen rpoB a secuenciar es pequefia y que puede haber

ciertos errores en la identificacion aln cuando el porcentaje de identidad sea adecuado.

Es importante mencionar que, en general, el género Lactobacillus se reporta como un de
los microorganismos mas importantes en las fermentaciones (Figueroa, 1987), sin
embargo en el pozol aliin cuando esta presente no parece ser el de mas importancia, si se

compara con la deteccion de otros microorganismso como S. infantarius o W. confusa.

b.8 Banda 10, correspondiente a Weisella confusa

La banda 10 se identific6 como W. confusa, la cual habia sido previamente identificada
con la secuencia del gen ribosomal 16S rDNA (Bolafios, 2004). Fue cortada y
secuenciada para confirmar su identificacion debido a que presenta en todos los casos
una fuerte intensidad. Esto sugeria una co-migracion con algin microorganismo que
intensificara la banda por existr mas de un fragmento correspondiente a un
microorganismo; sin embargo los resultados de la secuenciacion demostraron la

presencia de un gene amplificado.

En el caso del pozol, su presencia se detecta en todos los productores y lo hace durante

toda la fermentacién, tanto en el centro como en la superficie de la bola, siendo al igual
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que S. infantarius un microorganismo predominante en la fermentacion. Las excepciones
fueron las muestras de los productores 4 y 5 en donde no se detect6 en ningun tiempo de
la fermentacion, que puede deberse ciertamente a problemas de amplificacion

preferencial o bien a que no se establecié durante la elaboracién del pozol.

Sin embargo W. confusa aun ante el problema de amplificacion preferencial que presento
cuando S. infantarius estaba presente en la misma reaccion de amplificacion, la banda de
este microorganismo muestra una intensidad en varios casos es mayor a la presentada
por S. infantarius. Sin embargo seria importante mencionar que las condiciones de
amplificacién son distintas cuando se tienen tres templados conocidos de DNA en una
reaccién que cuando se trabaja con un sistema en donde el contenido y concentracién de
cada uno de los templados de DNA es incierto, como en el caso del pozol. Por lo tanto no
seria posible asegurar que en esta matriz se tuvo el mismo problema durante la

amplificacion.

Este microorganismo ha sido encontrado en varios procesos de fermentacion, tales como
jugo, Tapai, Chili, Kimichi y atole, y ain cuando no se ha establecido cual es su
importancia se ha encontrado ampliamente en estos productos y por lo tanto se cree
juega un papel importante durante la fermentacién (Lee, 2005). Ampe y col. en 2000,
también reportaron su presencia en el pozol. Los trabajos reportados a partir de la
secuencia del gen ribosomal 16S rDNA por Bolafios en 2004, muestran resultados
semejantes con la presencia de Weisella en el pozol. Esto podria significar que podria ser
posible la produccion de otros productos ademas del acido lactico para contribuir al

incremento de las caracteristicas sensoriales del pozol.

AUln asi no se reconoce el papel de este microorganismo en las fermentaciones. Se sabe
que es una bacteria lactica heterofermentativa y capaz de vivir en condiciones de pH bajo
y ha mostrado estar fuertemente relacionado con microorganismos del género

Leuconostoc (Collins et al., 1993).

b.9 Bandall, correspondiente a Lactococcus raffinolactis

La banda 11 corresponde a Lact. raffinolactis, la cual fue identificada en las muestras de
pozol, por medio del patron de bandas y previamente fue identificada con la secuencia del
gen ribosomal 16S rDNA (Bolafios, 2004).
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La presencia de esta banda fue prevalente en los productores 4 y 6 durante toda la
fermentacion tanto en el centro como en la superficie de la bola y solamente se localizé en
la masa recién molida en el productor 2. Estudios previos sobre el pozol concuerdan
también con la presencia de este microorganismo en el producto, reportandolo en algunos
casos como un género dominante durante el inicio de la fermentacién como es el caso del
productor 2 (Nuraida et al. 1995, Escalante et al., 2001, Bolafios, 2004).

Se sabe que los microorganismos del género Lactococcus son cocos homofermentativos
productores de acido lactico a partir de glucosa (Stiles, 1997), por lo tanto tendrian un
papel importante en la acidificacion del pozol. Stiles, también reporta su funcién
antibacteriana a través de la produccion de bacteriocinas, particularmente nisina, que

seria de importancia en la inhibicién de patégenos en el pozol.

Otro punto importante es que posee la capacidad de produccién de acido a partir del
almidoén, (Wood, 1995) que como se menciond anteriormente es una fuente de carbono

mayoritaria en el pozol.

b. 10 Banda 12, correspondiente a Pediococcus dextrinicus

La identificacion de este microorganismo se realiz6 mediante el corte y posterior
secuenciacion de una banda, sin embargo después de analizarse por el servicio BLAST,
se identific6 como P. dextrinicus con un porcentaje de identidad de 92%. Este porcentaje
es bajo, por lo que su identificacién podria ser dudosa respecto a la especie, la cual no
habia sido reportada previamente en el pozol. Como se mencion0 anteriormente la base
de datos para el gen es aun limitada, por lo cual aun cuando su identificacibn como
especie con es segura, podria hablarse de la presencia del género Pediococcus en las

muestras de pozol.

Este género se detecté para los productores 1, 4 y 5 particularmente en el centro de la
bola de pozol y después de las 24 horas de la fermentacién. En los demas productores no
se detectd en ningun tiempo de fermentacion. Se detecta levemente en el centro de la
bola de pozol a partir de las 48 horas de fermentacion y se intensifica la banda en los
tiempos finales de la fermentacion. Esto podria tener lugar porque tanto las condiciones

de limitacién de oxigeno presentes en el centro de la bola asi como las condiciones de pH
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fueran mas adecuadas para éste microorganismo que permite su deteccién hacia el final

de la fermentacion.

b. 11 Banda 14, correspondiente a Paenibacillus amylolyticus

La banda 14 fue cortada y secuenciada a partir de un gel de DGGE. Esta banda solo fue
detectada en la muestra del productor 3 durante el tiempo cero de la fermentacion,
después ya no es detectable indicando que no encontré condiciones adecuadas para su
establecimiento. Al detectarse en un productor sélo se atribuye su presencia como parte
de la variabilidad existente entre los diversos productores, pero no parece tener

importancia en la fermentacién como un microorganismo dominante.

Sin embargo es importante mencionar que en un trabajo previo elaborado por Rivera en
2001, se demostré que microorganismos de esta especie pueden ser aislados del pozol
s6lo al inicio de la fermentacion y que debido a la disminucién de pH, estos
microorganismos ya no son capaces de desarrollarse posteriormente y quizas sea la

razon por la cual solo se detecto la banda al tiempo cero de la fermentacion.

Este género ha sido encontrado en heces fecales de vacunos (Faria, 2005), por lo cual su

presencia puede deberse a una contaminacion durante el proceso de produccion.

C. Analisis de la comunidad microbiana en los diferentes

productores de pozol

A continuacion se describe brevemente como se llevé a cabo el establecimiento de la
microbiota durante el proceso de fermentacion entre los diferentes productores, también
se hace énfasis en el indice de riqueza, descrito como el nimero de bandas encontradas
para cada muestra de pozol y finalmente se indica qué microorganismos, por ser
dominantes, podrian ser los mas importantes durante el proceso fermentativo.

Nuevamente se hace referencia a las figuras 7.11 y 7.12 de esta seccion.
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Figura 7.13. indice de riqueza a diferentes tiempos de fermentacion, en el centro y en la
superficie de la bola de pozol, para los siete diferentes productores.
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c. 1. Productor 1. Localizacion de la muestra: Primer piso del mercado donde se

realiz6 el muestreo.

En las muestras de este productor desde el inicio de la fermentacion, se observa el
establecimiento de las bacterias correspondientes a las bandas 1, 2, 4, 9 y 10 las cuales
se mantienen durante todo el proceso fermentativo, por lo que parecen entonces jugar un

papel importante durante toda la fermentacién de la bola de pozol para el productor.

Respecto al indice de riqueza mostrado en la figura 7.13, considerado como el nimero de
bandas, se encuentra en general, que en la superficie de la bola es mayor que en el
centro. Es posible que en el centro exista limitacién de oxigeno (Nuraida, 1995), lo que da

lugar a una menor variedad de microorganismos en la superficie de la bola.

En el centro de la bola se aprecia el mismo nimero de bandas hasta las 24 horas de
fermentacion, mostrando un importante incremento durante las siguientes etapas de
fermentacion. Ahora bien, en el caso de la superficie se aprecia que el indice de rigueza
se mantiene constante durante toda la fermentacién y aumenta sé6lo hasta después de las

72 horas.

c. 2 Productor 2. Localizaciéon de la muestra: Pasillo del mercado

Es posible apreciar a simple vista en la figura 7.11, un menor nimero de bandas en la
superficie de la bola de pozol con respecto al centro, mas adn si se aprecia la figura 7.13
que muestra el indice de riqueza para el productor 2. La gréafica correspondiente al centro
de la bola se localiza por arriba. Esto podria indicar que el establecimiento de una
microbiota se logré de mejor manera en el centro de la bola que en la superficie, ya que
en esta Ultima se observa ademas de un menor ndmero de microorganismos una
variacion no uniforme en el establecimiento de la microbiota. Esto se aprecia con una

oscilacion importante en los indices de riqueza.

Leuc. lactis y W. confusa son predominantes. La presencia de la banda 11
correspondiente a Lact. raffinolactis ocurre solamente en la masa recién molida y después
ya no es detectada, lo que da lugar a sugerir que para éste productor la carga microbiana
de este microorganismo no fue suficiente o bien no encontré las condiciones adecuadas

para su desarrollo.
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c. 3 Productor 3. Localizaciéon de la muestra: Pasillo del mercado

A diferencia de los productores 1 y 2 el numero de bandas detectado es
considerablemente menor sobretodo en las muestras provenientes de la superficie de la
bola de pozol. Mas aun en la grafica que representa el indice de riqueza (figura 7.13,
productor 3), es posible apreciar que éste tiende aumentar y mantenerse después
constante en el centro de la bola y en la superficie presenta fuertes variaciones lo que da
lugar a especular que al igual que en este productor hubo dificultad para establecer una

diversidad bacteriana adecuada durante el proceso de fermentacion.

En este caso la presencia de S. infantarius solo se localiza en el centro de la bola,
aumentando su intensidad hacia el final de la fermentacion. En el caso de la superficie
solo se localiza hacia el final de la misma. El mismo comportamiento se apreci6é para el
productor 2 en la superficie de la bola. Esto indica que es capaz de desarrollarse a partir
de cuentas muy bajas y corrobora también la resistencia de esta especie a pesar de la
disminucién de pH (aproximadamente 4) de la masa (Diaz, 2003).

Las especies que parecen ser predominantes durante toda la fermentacién, corresponden
a Leuc. lactis y W. confusa identificadas como las bandas 9 y 10 respectivamente, en el
caso de Leuc. lactis la intensidad de la banda obtenida es constante durante toda la
fermentacion tanto en el centro como en la superficie de la bola, en cambio para W.
confusa se aprecia una banda poco intensa al tiempo cero de la fermentacion y se

intensifica a partir de las 24 horas y hasta el final de la misma.

c. 4 Productor 4. Localizacién de la muestra: Pasillo del mercado , elaboracion de su
propio nixtamal

En la figura 7.13, correspondiente al indice de riqueza de las muestras del productor 4
correspondiente al indice de riqueza, en el centro tienen mayor riqgueza que en la
superficie, a diferencia de los productores 2 y 3 existe un aumento en el indice de riqueza
a medida que aumenta el tiempo de fermentacion. Mas aldn es posible apreciar un
establecimiento de una flora microbiana desde tiempos iniciales de la fermentacién sobre
todo en el centro de la bola. Esto puede deberse al origen de la muestra que aun cuando
se hayan detectado especies similares a las de otros productores, es posible que el origen

del nixtamal asi como la elaboracion del productor influya en el numero de

95




Resultados y Discusion

microorganismos que ingresaron durante el proceso, lo que le permitié adquirir este

patron particular.

Las bandas que aparecen predominantemente durante toda la fermentacion y desde la
masa recién molida corresponden a Leuc. lactis y Lact. raffinolactis (bandas 9 y 11). En
el caso de Leuc. lactis su intensidad es constante en la superficie de la bola pero en
centro la intensidad de la banda es menor en etapas iniciales de la fermentacion y
aumenta a lo largo del proceso de fermentacion. Puede ser de importancia considerar
nuevamente que al presentarse microorganismos con estas caracteristicas que no estan
presentes en otros productores, indicaria que existe una variacion respecto al tipo de

producto obtenido en lo que a su funcion y beneficios se refiere.

Para este productor no se detectdé a W. confusa que habia aparecido predominantemente
en otros productores. Se obtuvieron resultados similares para este productor en los

estudios realizados por Bolafios en 2004 con el gen ribosomal 16S rDNA.

c. 5 Productor 5. Localizaciéon de la muestra: Pasillo del mercado

La figura 7.13 para el productor 5 muestra la representacién del indice de riqgueza . En
este caso, se aprecia que tanto en el centro como en la superficie de la bola, el indice de
riqueza tiende a aumentar a medida que aumenta el tiempo de fermentacion. Por otro
lado la riqueza en el centro es mayor durante las primeras 24 horas de fermentacién pero
después de este tiempo el indice de riqueza para la superficie de la bola de pozol

aumenta con respecto a la del centro.

Para este productor se aprecia la presencia de Leuconostoc citreum (banda 5) que no
habia sido detectada en productores anteriores. Su presencia muestra el mismo patréon
observado para S. infantarius. Como se habia mencionado anteriormente su presencia
no es de extrafiarse en alimentos fermentados, (Lee, 2005) y habia sido previamente
encontrada en el pozol, (Ampe, 1999) al igual que otras especies de este mismo género,
parecen tener un papel importante en el proceso fermentativo en la produccion de

elementos importantes para las caracteristicas de sabor y aroma del producto.
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c. 6 Productor 6. Localizaciéon de la muestra: Pasillo del mercado

La figura 7.13 para el productor 6 muestra la representacion del indice de riqueza. Quizés
de todos los productores analizados en este estudio este productor fue quien presentd la
mayor variedad de microorganismos y el establecimiento constante de especies durante
todo el proceso de fermentacion. Esto indica que aun cuando varias muestras provengan
del mismo lugar donde se elaboré el nixtamal, la manufactura del producto influye en la
introduccion de microorganismos a distinto nivel dando lugar a una microbiota variada y

compleja entre los distintos productores.

En este caso el indice de riqueza en la superficie y en el centro aumenta a medida que
transcurre el proceso de fermentacién. Mas aun, el centro y la superficie de la bola,
mantienen indices de riqueza similares a partir de las 24 horas de iniciada la

fermentacion.

En este caso la deteccion de las bandas 1, 4, 5, 9, 10 y 11 correspondientes a E. faecium,
S. infantarius, Leuc. citreum, Leuc. lactis, W. confusa y L. raffinolactis es constante
durante toda la fermentacion, siendo detectadas desde la masa recién molida con
excepcion de Leuc. citreum y L. raffinolactis que se detectan sélo hasta el inicio de la
fermentacion. Esto sugiere que el establecimiento de una microbiota basica se logré

desde el inicio del proceso fermentativo.

b. 7 Productor 7. Localizacién de la muestra: pozoleria “La fuente”

A diferencia de otros productores, el indice de rigueza que se observa en la figura 7.13
para el productor 7 muestra una disminucién a medida que transcurre el proceso de
fermentacion, cabe mencionar que a diferencia de los demas productores el lugar de
muestreo de este productor fue distinto, pues no estaba en el mercado, sino en una
pozoleria. Lo que pudo influir en este comportamiento, no solo porque el origen del
nixtamal es distinto sino también porque el procedimiento y lugar de elaboracién es de

diferente.

Al igual que lo descrito para el productor 6, las bandas 4, 9 y 10 correspondientes a S.
infantarius, Leuc. lactis y W. confusa se detectan desde la masa recién molida y durante
todo el proceso de fermentacion tanto en el centro como en la superficie de la bola

contribuyendo a la suposicion del ingreso de estos microorganismos desde el proceso de
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molienda. Esto difiere de lo que ocurre con Leuc. citreum, el cual se detecta una vez que
ha comenzado el proceso de fermentacion dando lugar a suponer, que en este caso, su
incorporacién ocurre en el proceso de elaboracion de la bola. Por otro lado es importante
mencionar que una vez establecido, se mantiene a lo largo de todo el proceso
fermentativo en la superficie de la bola y hasta las 24 horas de fermentacion en la

superficie.

En general el indice de riqueza determinado en las muestras de pozol de todos los
productores es muy variables no hay una constante que permita decir si en el centro o en
la superficie es mayor y esto puede ser debido a la gran variabilidad entre los
microorganismos presentes en el pozol y la posible dinamica de fermentacién en la bola

de pozol.

D. Andlisis de las comunidades microbianas de pozol, en los
distintos tiempos de fermentacidén en el centro y superficie de la

bola de pozol

Una vez descritos los microorganismos encontrados en cada uno de los productores asi
como la posible funcionalidad de cada uno de los microorganismos detectados en las
muestras analizadas por los distintos productores, se describen a continuacion el
comportamiento encontrado entre los diferentes productores. Esto permitié conocer qué
tan relacionados se encuentran éstos, considerando que al menos el proceso de
elaboracion de la bola de pozol vari6 entre los distintos productores ademas de conocer
como se agrupan bajo diferentes tiempos de fermentacion y conocer que

microorganismos predominan en estas distintas etapas.
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d.1 Masarecién molida
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Figura 7.14. A Digitalizacion del patron de bandas obtenido por PCR-DGGE para la masa recién
molida para los distintos productores. B. Dendrograma construido a partir del método UPGMA
para las muestras de pozol, de los patrones de bandas del pozol obtenidas a partir del coeficiente
de similitud de Dice.

De acuerdo con los patrones de bandas obtenidos de los distintos productores, se
observa una agrupacion de los perfiles electroforéticos de los productores 5y 7 de los
cuales no se esperaria agrupacion si se consideran que se encontraban en sitios distintos,
sin embargo por el nimero de bandas que muestran ademas de su intensidad inferirse
esta agrupacion. En el caso de los productores 2 y 6, los perfiles electroforéticos también
se encuentran agrupados, los perfiles de los productores 3 y 4 no se agrupan, indicando

una alta variabilidad entre las muestras. Esto sugiere que la introduccion de
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microorganismos sucede después de la molienda ya que los productores 2, 3 y 5 usaron

el mismo molino y tienen perfiles electroforéticos no relacionados.

Con excepcién de la muestra del productor 5, E. faecium (banda 1) fue detectado en
todos los productores. Infiriendo que su introduccion al producto se lleva a cabo durante la
elaboracion de la masa. Lo mismo ocurre con Leuc. lactis, sin embargo para el caso de S.
infantarius soélo se detecta en los productores 6 y 7, que es justamente en los productores
donde aparece de manera dominante durante toda la fermentacion. Por lo tanto seria
posible considerar que de estar presente este microorganismo en una concentracion
mayor desde antes de la elaboracién de la bola de pozol, se estableciera mejor. Como se
describié en el andlisis por productores, cuando éste no estuvo presente en la masa
recién molida su deteccion es, en la mayoria de los casos, posible hasta etapas mas
tardias de la fermentacion. Por lo tanto si se desarrolla a partir de cuentas bajas (no

detectables) puede poseer alguna ventaja ecoldgica.
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d. 2. Fermentacién al tiempo cero
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Figura 7.15. A y B Digitalizacion del patron de bandas obtenido por PCR-DGGE para el tiempo
cero de fermentacion en la superficie y centro de la bola de pozol respectivamente. C y D
Dendrogramas construidos a partir del método UPGMA para las muestras de pozol al tiempo cero
de la fermentacion, de los patrones de bandas del pozol obtenidas a partir del coeficiente de
similitud de Dice para el tiempo cero de fermentacion en la superficie y centro de la bola de pozol
respectivamente.
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Analizando la figura 7.15 es posible apreciar que el establecimiento de E. faecium, Leuc.
lactis y W. confusa (bandas 1, 9 y 10 respectivamente) se logra al inicio de fermentacion
tanto en el centro como en la superficie de la bola. Para este tiempo de fermentacion, S
infantarius (banda 4) se detecto en el centro de la bola en los perfiles de bandas de las
muestras de pozol, indicando que su establecimiento se ve mas favorecido en el centro
que en la superficie durante etapas iniciales de fermentacion. Considerando su funcién
amilolitica, este dato es importante pues quizas gracias a esto, es posible la liberacion de

azucares mas sencillos que permitan un posterior establecimiento de diferentes especies.

De la superficie de la bola de pozol los perfiles electroforéticos de las muestras de los
productores 3 y 4 no mostraron ninguna agrupaciéon como se mostré para la masa recién
molida. Al igual que éstos, el productor 1 tampoco logra ninguna asociacién con ningun
productor. Que la agrupacién no se dé en estas primeras etapas es de esperarse pues
posiblemente no ha sido posible un tiempo suficiente para el establecimiento de una flora

mas uniforme que permitiera una asociacion.

En la superficie de la bola de pozol, los perfiles electroforéticos de las muestras
correspondientes a los productores 2 y 5 forman un grupo al compartir las mismas
especies con excepcion de Weisella, entre las muestra de los productores 7 y 6 también
se forma un grupo el cual a su vez se agrupa con el perfil electroforético del productor 1,
debido a que los dos primeros comparten también en comun distintas especies, aunque el

productor 1 no contiene Leuc. citreum que lo separa del grupo.

En el centro, en cambio, no se mantiene la misma agrupacién, por el contrario en este
caso se agrupan los perfiles electroforéticos de los productores 7 y 4 formando un grupo y
los perfiles de las muestras de los productores 1y 2 que a su vez forman un grupo con el
productor 6. En la masa recién molida los productores 7 y 4 se encontraban ya cercanos
aungue no agrupados tal cual. Lo mismo ocurre entre los perfiles de los productores 6y 2
que si formaban un grupo en la masa recién molida y aunque se pierde la agrupacion al
inicio de la fermentacion permanecen cercanos. Los perfiles electroforéticos de las

muestras de los productores 3 y 5 permanecié sin agruparse.
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d. 3 Fermentacién alas 24 horas
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Figura 7.16. A y B Digitalizacion del patron de bandas obtenido por PCR-DGGE para las 24 horas

de fermentacion en la superficie y centro de la bola de pozol respectivamente.

CyD

Dendrogramas construidos a partir del método UPGMA para las muestras de pozol a las 24 horas
de la fermentacion, de los patrones de bandas del pozol obtenidas a partir del coeficiente de

similitud de Dice.
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Si se analiza la figura 7.16 es posible visualizar un establecimiento de E. faecium, S.
infantarius, Leuc. lactis y Weisella al menos en el centro de la bola de pozol después de

24 horas de fermentacion.

Al igual que en los datos reportados por Bolafios en 2003 a través del analisis de estas
comunidades con el gen ribosomal 16S rDNA , se obtuvieron asociaciones semejantes 0
al menos cercanas entre las poblaciones bacterianas del pozol de los distintos

productores.

En el caso de la superficie de la bola el perfil electroforético de la muestra del productor 2
que permanecia agrupado con el perfil del productor 5 pierde su agrupacion, pero se
mantiene cercano al grupo formado por perfiles electroforéticos de los productores 1y 3.
Estos a su vez forman un grupo con el perfil electroforético de las muestra del productor 4
quienes comparten las bandas representadas por los mismos microorganismos, con

excepcion de la banda representada por W. confusa ausente en el productor 4.

Asi mismo los perfiles electroforéticos de las muestras de los productores 5y 6 forman un
grupo el cual también se agrupa con el perfil de la muestra del productor 7 quienes
comparten los mismos microorganismos presentando variaciones por la ausencia de Lb.
plantarum en el perfil del productor 6 y la ausencia de W. confusa en el perfil de la
muestra de productor 5.

Ahora bien, en el centro de la bola de pozol, la agrupacién es diferente, ain cuando los
perfiles electroforéticos de las muestras de los productores 7, 6 y 5 se mantienen
cercanos como en la superficie ahora la agrupacion se da entre los perfiles
electroforéticos de las muestras de los productores 6 y 7 y el perfil de la muestra del
productor 5 se agrupa ahora con el perfil de la muestra del productor 4 que entre si
comparten tres especies similares. Los perfiles electroforéticos de las muestras de los
productores 1 y 2 se agrupan al compartir todas sus bandas con excepcién de Lb.
plantarum ausente en la muestra del productor 1 y junto con la muestra del productor 6
forman otro grupo separandose quizas por la presencia de L. raffinolactis ausente en las
muestras de los productores 1y 2. El perfil electroforético de la muestra productor 3 no
mostré ninguna agrupacion con algin productor aunque se mantiene cercano con el

productor 6 como en la superficie de la bola.
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En general se aprecia una mayor asociacion entre los diferentes perfiles de las muestras
de los distintos productores a la descrita en la masa recién molida y al tiempo cero de la
fermentacion, indicando que a partir de las 24 horas de fermentacion, es posible el inicio

de la estructuracion de una microbiota en el pozol.
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d. 4 Fermentacién a las 48 horas
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Figura 7.17. A y B Digitalizacion del patron de bandas obtenido por PCR-DGGE para las 48 horas
de fermentacion en la superficie y centro de la bola de pozol respectivamente. C y D
Dendrogramas construidos a partir del método UPGMA para las muestras de pozol a las 48 horas
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de la fermentacion, de los patrones de bandas del pozol obtenidas a partir del coeficiente de
similitud de Dice.
Las bandas y la agrupacién de las mismas a las 48 horas de fermentacion se presentan

en la figura 7.17. En este caso vemos un claro establecimiento de S. infantarius, W.
confusa, Leuc. lactis, Lb. fermentum y Leuc. mesenteroides subsp mesenteroides en el
centro y la superficie de la bola de pozol, asi mismo la deteccién de Lb. plantarum se hace
evidente en los productores en donde fueron detectados estos microorganismos dando
lugar a una microbiota méas estructurada. Por el contrario en el centro dela bola comienza
a disminuir la deteccién de E. faecium o bien ya no es detectada entre los diversos
productores. Es posible apreciar bandas aisladas que aparecen entre los diferentes
productores que quizas en etapas posteriores de la fermentacion comienzan a encontrar

condiciones mas favorables para su desarrollo.

Respecto a su agrupacion, los resultados obtenidos para la superficie son semejantes a
los encontrados por Bolafios en 2004, sin embargo para el centro de la bola de pozol

existen varias diferencias respecto al tipo de agrupaciéon encontrada.

En el caso de la superficie los perfiles electroforéticos de las muestras de los productores
1y 3 siguen permaneciendo cercanos aunque pierden su agrupacion pues la muestra del
productor 3 se agrupa ahora con el perfil de la muestra del productor 2. Asi mismo el
perfil electroforético de la muestra del productor 1 sigue sin mantener agrupacién cercana
con muestras de algun otro productor aun cuando mantiene su cercania con la muestra
del productor 2. Los perfiles electroforéticos de las muestras de los productores 5y 7 se
agrupan y también mantienen su cercania como lo hicieron a las 24 horas de
fermentacion y éstos a su vez forman un grupo con la muestra del productor 6 quien
permanecia agrupado en el tiempo de fermentacion anterior al perfil electroforéticos de la
muestra del productor 5.

En el centro, la agrupacion sigue siendo distinta respecto a la superficie; el perfil de la
muestra del productor 1 pierde su agrupacion con la muestra del productor 2 (descrita a
las 24 horas de fermentacion) y forma un grupo con las muestras de los productores 3y 7
cuya agrupacion también es nueva y es basicamente debida a que en ambos casos el
indice de riqueza disminuyd y mantuvo especies de microorganismos similares en ambos
productores. El perfil electroforético de la muestra del productor 5 aiun cuando sigue
permaneciendo cercano a las muestras de los productores 6 y 7 pierde su agrupacion sin
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formar parte de ningln grupo. Por otro lado se forma un grupo entre las muestras de los

productores 2 y 4 que forman un grupo mas con la muestra del productor 6.
En ambos casos nuevamente aumenta la agrupacion entre los diversos productores con

respecto a las agrupaciones descritas en tiempos anteriores de fermentacion

posiblemente debido a un mejor establecimiento de la microbiota especifica del pozol.
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d. 5 Fermentacién a las 72 horas de fermentacion
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Figura 7.18. A y B Digitalizacion del patron de bandas obtenido por PCR-DGGE para las 72 horas
de fermentacion en la superficie y centro de la bola de pozol respectivamente. C y D
Dendrogramas construidos a partir del método UPGMA para las muestras de pozol a las 72 horas
de la fermentacion, de los patrones de bandas del pozol obtenidas a partir del coeficiente de
similitud de Dice.
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La figura 7.18 describe bandas y la agrupacién de las mismas a las 72 horas de

fermentacion.

El establecimiento de las especies microbianas encontradas a este tiempo de
fermentacion mantiene el patrén descrito para las 48 horas de fermentacion, indicando
entonces que a partir de este tiempo la microbiota se establece de manera que se

mantiene durante el resto de la fermentacion, al menos hasta 72 horas.

Respecto a la agrupacién los resultados obtenidos son semejantes a los encontrados por
Bolafios, 2003 tanto en centro como en la superficie de la bola de pozol. El hecho de
haber encontrado similitudes respecto a estos resultados es importante pues indica que el
estudio de la ecologia microbiana en un producto con microbiota compleja como el pozol
con 16S rDNA respecto al rpoB aln cuando puede haber variaciones respecto al tipo de
especies encontradas, los géneros y las agrupaciones se mantuvieron en la mayoria de

los casos.

Para este tiempo de fermentacion en la superficie de la bola de pozol, se aprecia que los
perfiles electroforéticos de las muestras de los productores 1 y 3 forman un grupo, siendo
gue mantenian una cercania aunque no agrupacion a las 48 horas de la fermentacion.
Asi mismo los perfiles de las muestras de los productores 5 y 7 siguen manteniendo una
cercania, sin embargo se desagruparon, agrupandose ahora la muestra del productor 7
con la muestra del productor 2. Y la muestra del productor 4 forma ahora un grupo con el
perfil electroforético de la muestra del productor 6 perdiendo su cercania con la muestra

del productor 2.

En el centro de la bola, la muestra del productor 5 sigue sin agruparse, aunque mantienen
su cercania con las muestras de los productores 3 y 7 quienes a su vez siguen formando
un grupo. Los perfiles electroforéticos de las muestras de los productores 2 y 4 también
mantienen su agrupacién y siguen cercanos a la muestra del productor 6, el cual forma
ahora un grupo con la muestra del productor 1 siendo que ambos no se encontraban

agrupados a las 48 horas de fermentacion.

Se puede apreciar entonces que a medida que aumenta el tiempo de fermentacion, las

diferencias en la agrupacién entre un productor y otro disminuyen y los perfiles
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electroforéticos comienzan a agruparse mas y las especies microbianas comienzan a
permanecer a partir de las 48 horas de fermentacién. Sin embargo, también existen
especies microbianas que solo logran mantener su agrupacion en etapas tempranas de la
fermentacion, lo que puede significar que el establecimiento de la flora microbiana es
dindmico, de tal modo que existen especies que encuentran mejores condiciones para su
establecimiento en etapas tempranas de la fermentacion del mismo modo que otras
especies logran establecerse hasta el final de la misma. Ademas de existir especies que
se encuentran en un solo productor o bien en un solo tiempo de la fermentacion, sobre
todo en etapas posteriores al inicio de la fermentacion, lo que sin duda dan lugar a una

mayor diversidad entre productores.

Respecto a las diferencias entre el centro y la superficie, es posible apreciar que las
agrupaciones pueden llegar a ser completamente distintas, lo que da lugar a suponer que
las condiciones fisicoguimicas en ambos espacios es distinto lo que da lugar a un distinto

establecimiento de la microbiota.

Considerando el origen de los distintos productores, se hubiera esperado que productores
como el 4 y el 7 no se agruparan, pues venian ademas de ser productores distintos el
origen de la masa también lo era, sin embargo aun cuando en etapas iniciales de la
fermentacion muestran distinta o ninguna agrupacion. Esto también ocurre en aquellos
productores donde el origen de la masa era el mismo, a partir de las 48 horas de la
fermentacion logran alguna agrupacion con otros productores. Esto indica entonces que el
pozol aun cuando ciertamente presenta una microbiota amplia después de cierto tiempo
de iniciada la fermentacién, se logra el establecimiento de una microbiota basica que
permite la obtencion de un producto con caracteristicas sensoriales caracteristicas. Es
decir no importa que microorganismos se encuentren al inicio de la fermentacion después
de un tiempo de fermentacion tienden a predominar los mismos como son S. infantarius,

W. confusa, Leuc. lactis y en algunos casos Lb. plantarum.
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E. Analisis de indices ecoldgicos

Los indices de diversidad y dominancia son indices matematicos que han sido empleados
para lograr describir la riqueza y distribucion de especies en una comunidad, que ayudan
junto con el andlisis de patrones de bandas y dendrogramas a describir el conjunto de

poblaciones que pueden estar presentes en una comunidad microbiana. (Pielou, 1975)

Dos indices han sido aplicados a estudios de diversidad, tales son el indice de diversidad
de Shannon-Weaver y le indice de dominancia de Simpson descritos en 1949 y 1963
respectivamente y han sido introducidos al estudio de comunidades microbianas, lo cual
ha permitido el estudio de éstas.

A continuacién se describen en promedio los resultados obtenidos para los diferentes

tiempos de fermentacién tanto en la superficie dela bola como en el centro.
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Figura 7.19. Promedios de diversidad de bacterias detectadas en la superficie de las muestras de
pozol de diferente productores a diferentes tiempos de fermentacion.
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Indice de diversidad en & centro
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Figura 7.20. Promedios de diversidad de bacterias detectadas en el centro de las muestras de
pozol de diferente productores a diferentes tiempos de fermentacion.

El indice de diversidad determinado para el centro y superficie de la bola de pozol se
muestra en las figuras 7.19 y 7.20. Es importante mencionar que se analiza la tendencia
de la gréfica, pues con los valores de desviacion estandar obtenidos no hay diferencia
significativa entre los distintos puntos de las curvas, sobre todo en etapas iniciales de la

fermentacion.

En el caso de la superficie se aprecia un aumento de la diversidad hasta las 24 horas de
la fermentacién, manteniéndose después constante hasta las 48 horas de | misma, para
lograr un aumento a las 72 horas. Sin embargo en el centro de la bola de pozol, se
observa una disminucién en la diversidad de las cero a las 24 horas de la fermentacién y
aln cuando vuelve a aumentar se obtienen resultados semejantes para el tiempo cero y
de 72 horas de fermentacién, lo que indica una débil variacion de la diversidad durante el
proceso de fermentacion. Esto concuerda con los resultados analizados anteriormente ya
gue como se describié, en la superficie de la bola existi6 mas variacion, respecto al
namero de microorganismos presentes y sus agrupaciones lo que refleja una mayor
diversidad. Por el contrario en el centro el establecimiento de especies microbianas se
logra en etapas tempranas de la fermentacion lo que da lugar a una mejor agrupacion y a
una diversidad menor indicando entonces que al haber menor diversidad los

microorganismos dominantes logran establecerse mejor en el centro que en la superficie
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de la bola de pozol. Esto confirma que los sistemas muestreados son distintos lo que da

lugar también a una diversidad microbiana distinta.

Ahora se muestran los resultados obtenidos para la dominancia, estos se muestran en las
figuras 7.21y 7.22.
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Figura 7.21. Promedios de dominancia de bacterias detectadas en la superficie de las muestras de
pozol de diferente productores a diferentes tiempos de fermentacion.
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Figura 7.22. Promedios de dominancia de bacterias detectadas en el centro de las muestras de
pozol de diferente productores a diferentes tiempos de fermentacion.
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Respecto a este indice en la superficie del pozol se encuentra un aumento de la
dominancia a medida que transcurre la fermentacion, encontrando que permanece
constante entre las 24 y 48 horas. En realidad se esperaba que la tendencia fuera una
marcada disminucion debido a que la diversidad aumentd con respecto al tiempo. Esto se
esperaba pues los valores de dominancia y diversidad son inversamente proporcionales.
Los valores encontrados pueden deberse a que hay grandes variaciones de diversidad

entre los diferentes productores y que algunos de ellos puedan producir estas variaciones.

Ahora bien respecto al centro también hay un aumento en la dominancia que si se
corrobora con un valor relativamente reducido de la diversidad. Esto puede indicar que a
medida que avanza el proceso de fermentacion la definicién de una microbiota dada en el

centro es posible y que ciertos microorganismos comienzan a ser mas dominantes.
En general los valores obtenidos en ambos indices son muy semejantes a los obtenidos

en estudios anteriores para el pozol (Ampe, 2000., Bolafios, 2004) y otros alimentos

fermentados (Ampe, 2000).
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CAPITULO 8. CONCLUSIONES

Las principales conclusiones que se derivaron tanto de la implementacion de la técnica

como del analisis de muestras de pozol en este trabajo se mencionan a continuacion:

v' Las condiciones de la reaccion de PCR reportadas por Dahlléf et al. 2000,
permitieron la amplificacion adecuada del fragmento del gen rpoB en bacterias

lacticas de pozol. Esto permitié posteriormente su aplicacion a la técnica DGGE.

v El fragmento del gen rpoB esté representado por una sola banda, caracteristica de
cada microorganismo en los geles obtenidos por DGGE; sin embargo presento
bandas multiples para S. infantarius; sin embargo se presentd siempre el mismo

namero de bandas y esto facilitd su consideracion durante el analisis de muestras.

v/ Bajo condiciones mas astringentes de alineamiento en la reaccion de PCR, se
evitd la aparicibon de mas de una banda en S. infantarius, pero no se logré la

amplificacién de otros microorganismos de importancia, como Lb. plantarum.

v' Aln cuando se detect6 la existencia de amplificacién preferencial de S. infantarius
con respecto a otros microorganismos, como W. confusa, se observo la presencia

de éste como un organismo dominante durante toda la fermentacion.

v' Las condiciones de electroforesis permitieron la separacién de la mayoria de las
bandas de las distintas especies de bacterias lacticas aisladas del pozol. Aun en
estas condiciones se observo co-migracion de las bandas de S. infantarius y Lact.
lactis asi como de Lb. plantarum y Lb. pentosus; sin embargo cuando se cortaron,
amplificaron y secuenciaron estas bandas de los patrones de las muestras del

pozol se encontrd que correspondian a un solo microorganismo.

v Al principio del proceso de fermentacion E. faecium y la banda 2 (que no fue

posible identificar), predominan en la superficie de las bolas de pozol.

v' S. infantarius, Leuc. lactis. y W. confusa, predominan durante la fermentacion de

todas las muestras. Se detectaron desde la masa recién molida, por lo que se

116




Conclusiones

sugiere que pueden establecerse exitosamente durante toda la fermentacion.
Estos podrian entonces ser considerados como la microbiota basica en el proceso
de fermentacion del pozol y podrian ser los responsables de las caracteristicas

sensoriales y fisicoquimicas caracteristicas de este alimento.

Lb. plantarum y Lb. fermentum, asi como Leuc. mesenteroides subsp.
mesenteroides, se detectaron en la mayoria de las muestras a partir de las 48
horas y hasta las 72 horas de la fermentacion. Esto sugiere que encuentran
mejores condiciones para su establecimiento al final de la fermentacién, cuando

podrian ser considerados como parte de su microbiota béasica.

Leuc. citreum y Lact. raffinolactis no se detectaron en ningln caso en la masa
recién molida; sin embargo en algunos casos se encontraron en etapas
posteriores y entonces logran un rapido establecimiento el resto del proceso de
fermentacion. Es posible que su presencia dependa de que se introduzcan en las

etapas posteriores a la molienda.

Existe una mayor diversidad en la superficie de la bola, lo que limita la dominancia

de algun microorganismo-

Existe una menor diversidad en el centro de la bola, dando lugar a una mayor
dominancia y establecimiento de especies involucradas en el proceso de

fermentacion del pozol.

Los indices de riqueza y diversidad obtenidos demuestran que existe una gran
variabilidad en la composicidon microbiologica de las diferentes muestras de pozol.
Sin embargo, existe el desarrollo de una microbiota basica y los microorganismos
que varian entre los diferentes productores representarian variabilidad

microbioldgica existente en el pozol.
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El empleo del gen rpoB como herramienta en la aplicacion de la técnica PCR-DGGE en
muestras de pozol, en general, presentd ventajas sobre el del gen 16S rDNA, pues
permitié una mejor asignacion de bandas para la identificacion de microorganismos. Esto
permitié seguir el desarrollo de cada uno de los microorganismos durante el proceso de
fermentacion y de esta manera estudiar la diversidad microbiana en este alimento. En
conclusion: existe una gran variabilidad entre la composicion microbiologica del pozol
proveniente de un productor y otro, pero se encuentra un grupo de microorganismaos que
tienden a predominar durante la fermentacion, que se consideraron como la microbiota
basica. Esta esta constituida por S. infantarius, W. confusa y Lact. lactis, presentes
durante toda la fermentacion, asi como Lb. plantarum, Lb. fermentum y Leuc.

mesenteroides subsp. mesenteroides al final de ésta.
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CAPITULO 10. ANEXO

Anexo A.1
Cepas puras para la construccién del patrén de bandas en los geles de DGGE. (Bolafios
2004.)
Cepas Identificaciéon Calidad dela Porcentaje Resultados de % de
con API 50CH identificacion de la la identidad
identificacion secuenciacién. (comparacion
de
secuencias)
Lilis 3 Lact. Dudosa 45.6 Lb. plantarum 99
raffinolactis
Tap5 Lb. plantarum Excelente 99.9 Lb. plantarum 100
Lilis 14  Lb. crispatus Excelente 99.9 Lb. plantarum 99
Lilis 44 Lact. Excelente 99.9 Lb. plantarum 100
plantarum
Lilis 32 Lact. Excelente 99.9 Lact. 92.4
raffinolactis raffinolactis
Snc 15 Lact. lactis Excelente 99.5 Lact. lactis 100
lactis
Snc 25 Lact. Muy Buena 91.3 Lact. lactis 99
raffinolactis
Snc 23 Leuc. dudosa 58.2 Lact. lactis 99
mesenteroides
Amil 47 Lact. Dudosa 96.9 S. infantarius 93
raffinolactis
Snc 22 Lact. lactis Dudosa 60.8 Leuc. citreum 99.6
lactis
Snc 28 Lact. Dudosa 99.8 Leuc. citreum 100
raffinolactis
Lilis 42 Lb. plantarum Dudosa 99.9 Leuc. citreum 99
Amil 30 Leuc. citreum Dudosa 83.6 Leuc. citreum 99
Lilis 9 Lact. Dudosa 99.9 W. confusa 99
raffinolactis
Lilis 17  Lb. pentosus Excelente 73.9 W. confusa 100
Lilis 19 Lb. plantarum Aceptable 95.2 W. confusa 99
Lilis 20 Lb. Excelente 99.9 W. confusa 99
coprophilus
Snc 40 Lb. Dudosa 39.2 W. confusa 100
coprophilus
Snc 45 Lb. fermentum Buena 52.7 W. confusa 99
Tap 50 Lact. Buena 53 Leuc. 99
raffinolactis argentum
Lilis 39  Leuc. citreum excelente 99.9 Lb. pentosus 99.6
25124 -- -- -- S. infantarius 99
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Anexo A.2

Preparacion del medio MRS

a. caldo MRS oxoip cat cm3se

Por instrucciones del proveedor, se pesan 52 g del medio y se agregaron 1000mL, se

disolvié por agitacion y se esterilizo.

b. agar MRS oxoip cat cm3s1

Por instrucciones del proveedor , se pesaron 62 g del medio y se resuspendieron en 1000
mL, se disolvié por agitacion y calentamiento y se esterilizd, posteriormente se dej6 enfriar
hasta aproximadamente 50°C y se verti6 en cajas petri estériles hasta su posterior

utilizacion.

Anexo B

Soluciones para la extraccion de DNA

a. amortiguador TES pH=8

La solucién debe contener los siguientes reactivos

Reactivo concentraciéon Preparacion de 200 mL
Tris sigmaA trisma ® Base cat T1503 0.05M 1513 ¢
EDTA JT. Baker cat 8193-01 0.005 M 1 mL de EDTA 0.5M pH:8
NaCl 1. Baker cat 3624-01 0.05M 0.2922 g

b. SDS sigma cat L-4300

Se pesaron 10 g y se disolvieron en 100 mL de agua estéril, la solucion se prepar6 bajo

condiciones de esterilidad.

128




Anexo C

Electroforesis en geles de agarosa para cuantificacion de DNA y productos de PCR

Se pesaron 0.81 g de agarosa (goehringer Mannheim cat 13889991) Y S€ agregaron 45 mL de
amortiguador TBE 1X, se introdujeron al horno de microondas por 1 minuto, la mezcla se
deja enfriar hasta aproximadamente 50°C y se vierte en un acrilico y se introduce un

peine para la formacion de los pozos donde posteriormente se cargarian las muestras.

Una vez gelificado, se cargaron 2 uL de muestra mezclados con 2 uL de amortiguador
TBE 1Xy 2 uL de azul de bromofenol, el gel se colocé sobre una camara de electroforesis
(Pharmacia Biotech GNA 100) y se recubrié completamente con amortiguador TBE,
posteriormente , se conectdé a una fuente de poder (BIORAD) y se aplicé un voltaje de
65V por un periodo de 1 hora, al término de este tiempo, el gel se reveldé con bromuro de

etidio (5 ug/uL) y el gel se observo a través de un equipo Fluor-S (BIORAD).

La preparacion del amortiguador TBE es la siguiente

Amortiguador Reactivos p/1000 mL
TBE 10 X 68 g TRIS
55.4 g acido borico (sigma se76s-
500G)
40 mL EDTA 0.5 M pH=8
TBE 1X 100 mL amortiguador
TBE10X
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ANEXO D

Soluciones y procedimiento para la elaboracién de geles de gradiente desnaturalizante

Amortiguador TAE 50X y 1X

Reactivo Cantidad Concentracion final
Tris base 242 g 2M
Acido acético glacial 57.1 mL Y
(JT. Baker 9507-02)
EDTA 0.5 M pH=8 100 mL 50 mM
Agua destilada c.b.p 1000 mL -

Para la preparacion del amortiguador TAE 1X se mezclaron 140 mL del amortiguador TAE

50 X y se agregd agua destilada para alcanzar un volumen final de 7 litros.

Se mezclo perfectamente y se sometio a esterilizacion de 20 a 30 minutos y se almaceno

a temperatura ambiente.

Solucion acrilamida/Bis 40%

Reactivo Cantidad
Acrilamida Béehringer Mannheim cat 1871757 38939
Bisacrilamida sigma m-7279 1.07¢g
Agua destilada c.b.p 100 mL

La solucién se filtré por un filtro 0.45um y se desgasifico por vacio, se almacen6 a 4°C
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Soluciones de desnaturalizantes para geles de acrilamida al 8%

Reactivos 20 % de 30 % de 60 % de 70 % de
desnaturalizacion desnaturalizaciéon desnaturalizaciéon desnaturalizacion
Acrilamida/Bis 20 mL 20 mL 20 mL 20 mL
(40%)
amortiguador 2mL 2 mL 2mL 2 mL
TAE 50X
Formamida 8 mL 12 mL 24 mL 28 mL
(desionizada)
Sigma F9037
Urea 8.4¢ 1269 25.2 ¢ 29.4 ¢
Roche cat 1685-899
Agua c.b.p 100 mL c.b.p 100 mL c.b.p 100 mL c.b.p 100 mL
destilada

Las soluciones se filtraron a través de un filtro 0.45 um y se desgasificaron a por vacio, y

se almacenaron a 10°C.

Para la elaboracién de los geles se colocaron 20 mL de las solucién desnaturalizantes en
un tubo al cual se le adicionaron 50 puL de persulfato (0.5g/mL) y 10 uL de TEMED para
iniciar la polimerizacion del gel, se mezclaron. Por separado se introdujeron las dos
respectivas soluciones desnaturalizantes en jeringas las cuales son montadas en un
equipo que mezcla las soluciones en el momento de verterlas al artefacto que sostendra
el gel creandose asi un gradiente de desnaturalizacion, se dejaron polimerizar por 1 hora
y se cargaron las muestras con azul de bromofenol en una relacion (1:2) muestra:azul de
bromofenol. El gel posteriormente se introdujo en una camara de electroforesis y se cubrio
con amortiguador TAE (1X). Se montd después el equipo que modula la temperatura al

cual es posible conectar la fuente de poder para la aplicacion del voltaje.

ANEXO E
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Tincién con plata de los geles de gradiente desnaturalizante.
Se utiliz6 el kit DNA Silver Staining de Amersham Biosciences, Plus One(™) ¢ 17-6000-30

para tincion de ADN en geles de poliacrilamida.

Los pasos son los siguientes:

a. Se introdujo el gel en una solucién acido sulfénico benceno; 3% (p/v) en 24% de
etanol por un periodo de 30 minutos hasta 12 horas.

b. Después se intercambid esta solucién por 25 mL de una solucién de nitrato de
plata 1%(p/v) y acido sulfénico benceno 0.35% (p/v) y 100 mL de agua por 30
minutos.

c. Se lavo el gel con aproximadamente 125 mL de agua destilada

d. Se agregd una solucion reveladora que contenia 25 mL carbonato de sodio,
12.5%, 125 uL de formaldehido 37% y 125 uL 2% de tiosulfato de sodio 2% y 100
mL de agua, hasta la aparicién de bandas (aproximadamente 10 minutos)

e. Se retiré la solucién anterior y se agreg6 una solucion de 25 mL que contenia
acido acético 5%, acetato de sodio 25% y glicerol 25% y 100 mL de agua por un

periodo de al menos 30 minutos y hasta 12 horas.

ANEXO F

Preparacion de medios de cultivo para la transformacién

Medio Luria-Bertani (LB)
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1% de tl’iptona (Oxoid cat. L42)
0.5% de extracto de levadura (oxoid L21)
1% de cloruro de sodio (1. gaker cat 8193-01)

pH=7

Se pesaron 1 g de triptona, 0.5 g de extracto de levadura y 1 g de cloruro de sodio y se
agregaron 100 mL de agua, ( para preparar agar LB se agregbé ademas 15g/L de agar
bacterioldgico), el medio se esterilizd y se dejé enfriar hasta alcanzar aproximadamente
50°C y se agrego el antibiético para alcanzar una concentracion final de 50 ug/mL de
ampicilina o Kanamicina. Para el caso del agar, se vertieron 20 mL del medio en cajas

estériles y e el caso del caldo se introdujeron 3 mL en tubos de ensayo estériles.

ANEXO G

Constituyentes de los amortiguadores del Kit QUIAGEN
a. Amortiguador P1 (resuspension)

50 mM Tris-Cl, pH 8, 10 mM EDTA, 100 ug/mL RNAasa
b. amortiguador P2 (lisis)

200 mM NaOH, 1% SDS

c. Amoriguador P3 (neutralizacion)
3 M acetato de potasio, pH 5.5

d. amortiguador QBT (equilibrio de columnas)

750 mM NacCl, 50 mM MOPS, pH 7, 15% isopropanol, 0.15 % triton X-100 ®
e. Amortiguador QC (lavado)

1 M NaCl, 50 mM MOPS, pH 7, 15% isopropanol.

f. amortiguador QF (elusion)

133




1.25 M NacCl, 50 mM Tris, pH 8.5, 15% isopropanol.

Se resuspendieron 3 mL del cultivo en 0.3 mL de amortiguador P1 y se centrifugaron a
14000 r.p.m a temperatura ambiente por 10 minutos, el sobrenadante se transfirié a un
tubo y se recentrifugé por 10 minutos mas hasta observar un sobrenadante translicido,
posteriormente se adicionaron 0.3 mL de amortiguador P2 , se mezclé suavemente y se
incubé a temperatura ambiente por 5 minutos. Después se adicionaron 0.3 mL de
amortiguador P3 se mezclo y se incubo en hielo por 5 minutos para precipitar el DNA. La
mezcla se centrifugdé durante 10 minutos a 14000 r.p.m y se removio el sobrenadante, el
cual se introdujo en una columna QUIAGEN-tip 20 previamente equilibrada con 1 mL de
amortiguador QBT, se lavo la columna con amortiguador QC 4 veces y se eluyé el DNA
con 0.8 mL de amortiguador QF, finalmente se precipité el DNA con 0.56 mL de
isopropanol y se centrifugd a 10000 rpm durante 30 minutos y se decant6 el
sobrenadante, se lavo el DNA con 1 mL de etanol frio al 70% se centrifugd a 14000 rpm
durante 10 minutos y se eliminé el etanol cuidadosamente, se dej6 secar y se adicionaron
25 uL de agua desionizada estéril. Para comprobar la presencia de los plasmidos se
realizd una electroforesis en gel de azarosa al 1% utilizando una corriente de 100 V
durante 1 hora (Ver anexo C).

ANEXO H

Matrices de similitud a diferentes tiempos de fermentacién

En todos los casos se muestra el porcentaje de similitud entre los distintos productores

obtenidas a partir de los coeficientes de similitud de Dice.
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a. Masa recién molida

patran
productor 2
productor ¥
productor B

productor &
productor 4
productor 3

1

100.0
1.4
47.3
471
46.9
427
el

b. cero horas de fermentacion

1

1 100.0
2 627
3 60.8
4 57.5
] 52.6
4 471
7 g3
g 226

2

B2.7
100.0
B5.1
40.3
B7.1
59.5
424
7.2

3 4
608 5875
641 403

100.0 540
54.0 1000
7Te 348
2.5 552
605 470
a00 413

5

526
67.1
7ra
39.8
100.0
39.4
64.9
43.6

B

471
54.5
62.59
55.2
9.4
100.0
427
257

p

51.48
100.0

391 1

41.4

B2.5

83.8

45.6

7 8
383 228
424 272
B0.5 500
470 413
B4.8 486
427 257
1000 547
547 1000

1. patron, 2. productor 6, 3. productor 2, 4. productor 4,
5. productor 1, 6. productor 7, 7. productor 3, 8. productor 5

centro

c. 24 horas de fermentacion.

473
9.1
no.o
2.0
52.4
475
24.9

471
41.4
895.0
100.0
52.0
501
859

s

46.9
625
52.4
52.0
100.0
49.9
7.8

2

£2.9
100.0
76.2
4.2
54.2
401
45.6
7.7

427
838
47.5
501
49.9
100.0
a6.4

3 4

573 &a04
752 642
1000 Aar.2
57.2 1000
310 372
554 454
608 447
509 569

367
45,6
84.9
25.9
57.8
56.4
100.0

g

437
54.2
o
372
100.0
41.7
181
46.6

=

428
40.1
5.4
454
1.7
100.0
543
46.2

7

358
45.6
60.8
447
181
59.3
100.0
49.3

8

s
a7.7
50.9
56.9
46.6
46.2
49.8
100.0

1. patrén, 2. productor 6, 3. productor 7, 4. productor 1, 5. productor
4, 6. productor 5, 7. productor 2, 8. productor 3

superficie
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1 2

1 100.0 703
2 703 1000
3 61.8 734
4 548 G451
a f3.1 A4 4
3] 49.9 a1
T ara 58.8
8 334 AT 6
1. patrén,

3

f1.8
734
100.0
555 1
68.4
85.6
65.3
67.2

4

44.8
65.1
45.4
no.o
39.1
ah.2
7.2
274

5

531
f4.4
63.4
3941
100.0
a7.0
46.2
703

B

49.9
741
85.6
56.2
57.0
100.0
B7.2
53.0

7

ara
588
64,3
472
46.2
67.2
100.0
62.3

2. productor 6, 3. producter 2, 4. productor 7

5. productor 4, 6. productor 1, 7. productor 3, 8. productor 5
centro

d. 48 horas de fermentacion.

1 2
1 1000 B49.3
2 9.3 100.0
3 B35 727
4 525 B33
a8 4289 4345
2] 452 636
7 384 534

3

63.5
72T
100.0
49.9
26.2
59.9
0.7

1

4 ]
5245 488
5.3 485
499 262
noo o 302
302 1000
46.2 553
286 T2

B

452
B3.6
59.9
46.2
843
100.0
ELR

334
376
67.2
27.4
70.3
53.0
623
100.0

7

38.4
53.4
40.7
256
1.2
76.3
100.0

1. patron, 2. productor 2, 3. productor 4, 4. productor 5

5. productor 1, 6. productor 7, 7. productor 3

centro

e. 72 horas de fermentacion

1 2
1 1000 BV.3
2 87.3 1000
3 681 741
4 654 641
L] 3.2 598
B 447 547
7 437 666
8 3ge 479

1. patron,

3

681
741
100.0
28 1
435
51.8
446
61.7

4

f5.4
f4.1
G2.8
no.n
6.6
6a.7
49.7
54.5

5

63.2
49.8
43.4
666
100.0
a8.7
64.5
40.3

centro

B

447
54.7
51.8
B5.7
58.7
1000
51.1
T6.8

7

437
56.6
446
49.7
54.4
51.1
100.0
265

2. productor 6, 3. productor 1, 4. productor 2
5. productor 4, 6. productor 7, 7. productor 5, 8. productor 3

a8

388
4749
61.7
544
403
76.8
265
1000
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1 2 3 4 ] B T g
1 1000 B25 B1T 815 482 457 425 143
2 6245 1000 G455 B35 578 534 ATE 282
3 1.7 E4.5 1000 630 451 470 3049 .7
4 5145 B85 G50 1000 431 421 443 0.0
5 482 578 451 431 1000 TES 4845 487
G 457 584 470 421 TES 1000 T45 416
T 425 &AT6 309 443 485  T45 1000 0.0
a 193 282 M7 0.0 487 416 0.0 1000
1. patréan, 2. productor 6, 3. productor 7, 4. productor 5
5. productor 1, 6. productor 3, 7. productor 4, 8. productor 2
superficie
1 2 3 4 ] f T a
1 1000 830 BE.T B34 B1.4 490 363 Z7.3
2 831 1000 W7 BEB TV 494 447 374
3 BE¥ 717 1000 534 Ta0 454 3149 Z1A
4 631 g8 &84 1000 507 340 17E 0 224
] 614 771 Ta0 507 1000 B40 543 4548
A 490 494 454 340 B40 1000 A4 f8.3
7 3.3 447 M9 1TE 543 541 1000  B50
a 273 3T4 0 240 221 459 583 640 1000
1. patran, 2. productor 6, 3. productor 5, 4. productor 4
5. productor 7, 6. productor 1, 7. productor 2, 8. productor 3
superficie
1 2 3 4 A 4 7 a8
1 100.0 T 751 arl f4.2 2.4 452 15.4
2 9.7 1000 68.1 559 442 6E.7 g0.0 56.1
3 7581 F8.1 1000 475 A6.0 46.49 ad f 44 B
4 ar. 854 474 1000 230 A1.68 353 208
g 85.2 44.2 56.0 230 1000 4410 7.6 A
4 52.4 BE.7 465  B1.E 440 1000 G2.4 55.3
7 4592 f0.0 46 353 AT A Fz2.4 1000 a0.0
a 4B6.4 a6.1 146 208 T 85.3 a0.0 1000

1. patrén,

2. productor 6, 3. productor 4, 4. productor 5
5. productor 1, 6. productor 7, 7. productor 2, 8. productor 3

superficie
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