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Resumen

El pozol es una bebida acida, no embriagante tipica de la region sureste de México, preparada a
partir de masa de maiz nixtamalizada y fermentada espontaneamente en hojas de platano por
varios dias y a temperatura ambiente. Durante la nixtamalizacion se pierden los azlcares solubles
dejando al almidén como la principal fuente de carbono. A pesar de los esfuerzos que se han hecho
por identificar a los microorganismos amiloliticos responsables de la degradacion del almidon, sélo
ha sido posible identificar bacterias que presentan una actividad amilolitica débil, sospechando
gue existen muchos organismos que no han sido aislados e identificados. La gendmica permite una
aproximacion a la estructura de la comunidad y sus actividades metabdlicas mediante técnicas
independientes de cultivo. En este trabajo, se muestra el diseno y optimizacion de una metodologia
de obtencién del metagenoma del pozol y su eficiencia fue evaluada mediante una amplificacion de
el gen que codifican la proteina ribosomal 16S en diferentes puntos de la fermentacion;
demostrando que se obtiene una muestra representativa de genomas integros que permiten la
identificacion de algunos miembros de la comunidad microbiana en diferentes etapas de
fermentacion a través de técnicas moleculares. Asi, la identificacion filogenética a nivel molecular
permitira describir la presencia de los posibles microorganismos iniciadores de la fermentacion en
el pozol teniendo como desafio la composicion y caracteristicas fisicoquimicas de la matriz que la

hacen un sustrato dificil.



Introduccion

El estudio de la ecologia microbiana ha tomado importancia en los Ultimos anos debido al
creciente interés de comprender las comunidades en su ambiente. En estas comunidades, la
interaccion entre los microorganismos y el aumento de su densidad da lugar a procesos fisicos,
quimicos y biologicos que les permite una adaptacion a diversas matrices muchas de ellas
benéficas para el ser humano, como algunos productos fermentados. Dentro de estas
fermentaciones, el pozol representa la cotidianeidad de algunas comunidades de la region sureste
de México. Esta bebida acida no embriagante es preparada a partir de masa de maiz nixtamalizada
y fermentada espontaneamente en hojas de platano, por varios dias y a temperatura ambiente, la
actividad microbiana presente le confiere su alto valor nutrimental.

Después de la nixtamalizacion el principal carbohidrato presente es el almidén, los estudios
microbioldgicos realizados hasta el momento describen e identifican mayoritariamente a bacterias
lacticas, algunas amiloliticas, como microbiota predominante debido a su alta tasa de crecimiento;
sin embargo, estas bacterias no degradan eficientemente el almidén por lo que no se puede
explicar como se sostiene en esta fermentacion una microbiota tan rica y abundante; es posible que
existan muchos microorganismos que metabolicen el almidén generando productos asimilables
para la adaptacion de la comunidad que simplemente no han sido identificados porque no se
pudieron cultivar.

La metagenémica permite el estudio de los microorganismos a través de los datos
gendmicos obtenidos directamente de una muestra y representa un esfuerzo prometedor al acceso
de la informacién dentro de un vasto nimero de especies en el ambiente. La incorporacion de la
biologia molecular al campo de la ecologia microbiana y el desarrollo de nuevas técnicas
moleculares han permitido explorar la extension de la biodiversidad y avanzar en el conocimiento de
los microorganismos en ambientes con sustratos complicados.

El primer acercamiento para estudiar a través de este enfoque al pozol es disenar y optimizar
de una metodologia de obtencion del metagenoma, tema central de este trabajo, donde se obtuvo
una representacion de genomas que permitieron la identificacion de microorganismos a través de
técnicas moleculares. Ademas, se establecieron las bases para el diseno y analisis de fragmentos
que permitan en un futuro identificar a los genes y filogenias de los microorganismos capaces de la

degradacion del almidon a lo largo de la fermentacion.



Tabla 1

Tabla 2

Tabla 3

Tabla 4

Tabla 5

Tabla 6

Tabla 7

Tabla 8

Tabla 9

Tabla 10

Tabla 11

Indice de Tablas

Alimentos mexicanos fermentados tradicionales a base de maiz........ccoeeeeeeeeeeennn...

Relacion de las bacterias acido lacticas amiloliticas aisladas del pozol..................

Oligonucleédtidos utilizados para la amplificacion de un fragmento
correspondiente a las regiones variables V1 a V6 del gen que codifica la
subunidad riboSOMAl LBS.........ccoeiiiiier e
Mezcla para la reaccion en cadena de la polimerasa para la amplificacion del
fragmento correspondiente a las regiones variables V1 a V6 del gen que codifica
la subunidad riboSOMal 1BS........ccciiriiieieirier e e
Oligonucledtidos utilizados para la amplificacion del fragmento del gen que
codifica la a-amilasa del género Streptococcus desde las regiones protedmicas |

Mezcla para la reaccion en cadena de la polimerasa para amplificar el
fragmento del gen que codifica la a-amilasa del género Streptococcus desde las
regiones ProteOMICAS | @ IV..uu ittt s e e e e
Cuantificacion de ADN (ng ADN/mg pozol) calculado por medio de
espectrofotometria (260nm) y la relacion 260nm/280nm, 260nm/230nm para
las tres soluciones de lisis celular empleadas......oovcccceeeeiiieccieiee s

Analisis de varianza (ANOVA) para las soluciones de lisis celular.......cccceeeeuveeernnee.

Cuantificacion por medio de espectrofotometria (260nm) y la relacion
260nm/280nm, 260nm/230nm para el metagenoma del pozol extraido a
distintos tiempos de fermentacion.........ceeceecceeccee e e e
Secuencia consenso de los productos de amplificacion del fragmento del gen de
la subunidad ribosomal 16S a diferentes tiempos de fermentacion.........c.ccceeuuee....
Identificacion de los microorganismos presentes en dos tiempos de
fermentacion por medio de la secuencia obtenida utilizando el algoritmo

27

27

29

29

31
33

35

38



Figura 1
Figura 2
Figura 3

Figura 4
Figura 5

Figura 6

Figura 7

Figura 8

Figura 9

Figura 10

Figura 11

Figura 12

Figura 13

Figura 14

Figura 15

Figura 16

Indice de Figuras

Estructura fenotipica del £rano de Maiz.......cccceeceeeeceeccee e
Diagrama esquematico de 1a @amiloSa......ccceecceeeceereceeeesee e
Diagrama esquematico de la amilopecting.......ccceeceeeceeerceeecseesceee e

Representacion de la actividad y localizacion microbiana en el pozol............

Condiciones de reaccion para la amplificacion del gen que codifica la
subunidad ribosomal 16S en las regiones variables V1 a V6........ccccccceevenneee.

Condiciones de reaccion para la amplificacion del fragmento del gen que
codifica la o-amilasa del género Streptococcus desde las regiones
(oY goY=ToTanTToz= T3l 1= T A SRR

Gel de agarosa (0.8%) mostrando metagenoma del pozol extraido con las
tres soluciones de lisis celular probadas......ccccceeeeceeeenincciiieree e

Funcion de densidad de probabilidad para una distribucion F con un valor
CHTEICO (0) AE 0.05.. . ueeiicireeeeccreee et eecree s esae e s eese e e e sssseessesseesessseeeessasessassnesssnnnns

Gel de agarosa (0,8%) mostrando el metagenoma del pozol a distintos
tiempPos de fErMENTACION. ... ..ei it e e eannes

Gel de agarosa (0,8%) de las muestras sometidas a la reaccion en cadena
(o Lo F= T o Lo [T gL=T =TT TR

Gel de agarosa (0.8%) mostrando amplificado del fragmento ADNr 16S en
pozol a distintos tiempos de fermentacion.......cceeecceeeeccieee e e

Gel de agarosa (0.8%) mostrando el genoma de las cepas control................

Alineamiento de las secuencias de proteinas conservadas de la region | y
region IV para la a-amilasa de distintas especies del genero Streptococcus.

Alineamiento de las secuencias nucleotidicas conservadas para la region |
de a-amilasas de las especies del genero StreptoCOCCUS........ceeeeeceereecceeennes

Alineamiento de las secuencias nucleotidicas conservadas para la region
IV de a-amilasas de las especies del genero StreptococCus..........ccceveeeeennee.

Gel de agarosa (1%) mostrando el amplificado del fragmento del gen que
codifica a la a-amilasa del género StreptOCOCCUS....cccueeeceeecceeeeceeeeceeecee e

28

30

32

33

34

36

37

44

45

45

46



Figura 17

Figura 18

Figura 19
Figura 20

Gel de agarosa (1%) mostrando el resultado de la reaccion de
amplificacion del fragmento del gen que codifica a la a-amilasa del género
Streptococcus en pozol a distintos tiempos de
1LY 41T 01 7= o] o] o TS

Visualizacion espectrofotomética tipica para ADN de doble cadena..............

Esquematizacion de la electroforesis de acidos NUCIEICOS......cccuevrecvreeecnnennn.

Reaccion en cadena de la polimerasa. Pasos necesarios para la
amplificacion €N Cada CICI0.....iiiiieeieirieeecree et ar e s enne e

Pagina

48
59

60



Antecedentes

Antecedentes
Nijmé
Nga tjo ts’ien nijmé,
Xikoni tsa Kjifi nixtjina,
inimana xi titjo, xi kiamaxcha,
kui xi nda, kui xi niio,
kui xi ngasandie, kui xi inimana.
El maiz
Cuando brota el embrion del maiz,
siento que se prolongan nuestros dias,
es nuestro corazon que germinay crece,
es el pozol, es la tortilla,
es el mundo, es la vida.
(poema mazateco)

La fermentacion de los alimentos es un proceso que implica el crecimiento y la actividad de
microorganismos para llevar a cabo transformaciones de la materia organica; dicha fermentacion
puede ser espontanea o través de un inoculo y se piensa que ha existido desde tiempos muy
antiguos, cuando el hombre comenz6 a utilizar los granos como alimento. Existe una gran variedad
de este tipo de alimentos y estan presentes en todas las culturas del mundo. Su papel mas
importante es el de mejorar las propiedades organolépticas de la materia organica, presentando
ventajas adicionales como la reduccion del tiempo de coccion, el aumento de la digestibilidad del
sustrato, el incremento en el valor nutricional y el aumento en el tiempo de conservacion debido a
la inhibicion de microorganismos patdgenos y sus toxinas. Algunos alimentos fermentados como la
cerveza, el vino, el vinagre, el yogurt, los quesos y el pan han sido exitosamente estudiados,
logrando aislar a los microorganismos que producen los cambios deseados en el producto. Estos
alimentos son producidos de manera comercial, incrementando considerablemente su produccion
a través de los anos (Hammes, et al., 2005; Humblot, et al., 2008; Wacher-Rodarte, 2004).

1. Alimentos fermentados tradicionales.

A pesar de la gran produccion comercial de los alimentos fermentados, existen un gran ndmero
de productos fermentados que aun se producen y consumen solo en regiones especificas,
formando parte esencial de la dieta de grandes nucleos de poblacion en el Lejano Oriente, Asia,
India, Medio Oriente, Africa y América Latina (Canas, et al., 1993); su elaboracion es transmitida y
algunas veces mejorada a través del tiempo, contribuyendo a la singularidad y la identidad socio-
cultural de sus consumidores (Humblot, et al., 2008). Estos alimentos se producen a nivel casero o
a pequena escala utilizando métodos sencillos y baratos; elaborados a partir de materias primas e
instrumentacion disponibles. En muchas ocasiones, el producto obtenido presenta malas
condiciones higiénicas y de calidad variable (Wacher-Rodarte, 2004).
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En México, los alimentos fermentados tradicionales forman parte importante de la dieta de
muchos grupos étnicos. México cuenta con cerca de 70 grupos étnicos, muchos de los cuales han
consumido alimentos fermentados desde épocas prehispanicas, siendo también utilizados con
fines estimulantes, medicinales y religiosos (Canas, et al., 1993; Wacher-Rodarte, 2004). En 1965,
se publicé la primera lista de alimentos tradicionales fermentados, provocando el interés cientifico
para intercambiar conocimientos sobre estos. Mas tarde, se propuso la siguiente clasificacion de
los alimentos fermentados tradicionales de acuerdo con el tipo de microorganismo involucrado en
el proceso (Wacher-Rodarte, 2004):

1.1. Alimentos fermentados por bacterias.

Las bacterias predominantes en estos tipos de fermentaciones son las bacterias acido lacticas
(BAL) y en algunos casos organismos de la familia Enterobacteriaceae. Algunos ejemplos son las
verduras en salmuera, fermentadas por bacterias lacticas; granos fermentados, como el natto y el
thua-nao de Japon fermentados por Bacillus subtilis y algunos productos lacteos, como la bebida
llamada buttermilk o mazada, que se obtiene del liquido resultante del batido de la crema madura
en la obtencion de la mantequilla y fermentado por las bacterias del género Streptococcus y
Leuconostoc.

1.2. Alimentos fermentados por mohos.

Muchos alimentos orientales presentan este tipo de microorganismos en la fermentacion. Como
ejemplo el tempe, consumido en Indonesia, donde la soya es fermentada por Rhizopus oligosporus
y el oncom, en el cual mohos del género Neurospora fermentan el cacahuate.

1.3. Alimentos fermentados por cultivos mixtos

Este tipo de fermentaciones pueden presentar el crecimiento de bacterias, pero también de
levaduras y mohos. El ragi, indculo utilizado para varias fermentaciones asiaticas hecho a base de
harina de arroz, es fermentado por los mohos del género Rhizopus, Mucor y por Amylomyces rouxii;
mientras que las levaduras encontradas son del género Candida, Encomycopsis y Saccharomyces.
Otro ejemplo de fermentaciones mixtas, es un inéculo conocido como tane koji; un polvo verde
amarillento que consiste de una mezcla de esporas de Aspergillus oryzae y Aspergillus soyae, y a
partir de este, existe una segunda fermentacion con mezclas de bacterias y levaduras, de la cual se
obtienen la salsa de soya y el miso. Por ultimo, algunos productos lacteos se obtienen por la
fermentacion de levaduras y bacterias acido lacticas. Como ejemplos, tenemos el kéfir y el koumiss
de origen ruso. En México, el ejemplo mas conocido de cultivo mixto es el tepache, elaborado a
partir de pina o maiz y fermentada con una asociaciéon microbiana a la que se denomina tibicos.

El estudio de estas fermentaciones permite mejorar su elaboracion a nivel rural y también
producirlas a nivel industrial y pueden ser usadas para mejorar y extender la alimentacion mundial
desarrollando nuevos productos a costos relativamente bajos.
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La mayoria de los alimentos fermentados tradicionales en México provienen del maiz. En la
Tabla 1 se muestran algunos de los alimentos mexicanos fermentados tradicionales a base de este

cereal.

Tabla 1. Alimentos mexicanos fermentados tradicionales a base de maiz (Wacher-Rodarte, 2004).

Nombre Descripcion Estados donde se consume
Bebida no embriagante preparada con San Luis Potosi, Veracruz, Hidalgo,
Agua agria maiz molido, mezclado con agua y Puebla, Guerrero, Distrito Federal,
fermentado Tlaxcala, Michoacan, Jalisco, Oaxaca.
Bebida no embriagante preparada con San Luis Potosi, Veracruz, Hidalgo,
Atole masa de maiz nixtamalizada o de Puebla, Guerrero, Distrito Federal,
mazorcas tostadas. Tlaxcala, Michoacan, Jalisco, Oaxaca.
Bebida no embriagante preparada con San Luis Potosi, Veracruz, Hidalgo,
Atole agrio maiz de dobla remojado, molido y Puebla, Guerrero, Distrito Federal,
fermentado durante 4 o 5 dias. Tlaxcala, Michoacan, Jalisco, Oaxaca.
Bebida embriagante preparada con el Puebla: Tehuacan.
zumo de la cana de maiz, puesto en
Cuaruapa . L . :
infusidon con “palo de timbre” (Acacia
angustissima) y panocha
Bebida embriagante a base de pulqgue San Luis Potosi, Veracruz, Hidalgo,
rezagado, al cual se le anade almibar, Puebla, Guerrero, Distrito Federal,
Charagua chile ancho y hojas de maiz tostadas. Tlaxcala, Michoacan, Jalisco, Oaxaca.
Se calienta lentamente y se pone a
fermentar.
Bebida embriagante obtenida del zumo Distrito Federal, Estado de México.
Ostoche de cana de maiz, .con pulqtje o]
panocha, o solamente jugo de cana de
maiz, mezclado con agua y fermentado
Bebida acida no embriagante que se Tabasco, Chiapas, Yucatan, Oaxaca,
prepara disolviendo la masa de maiz Guerrero, Quintana Roo.
Pozol nixtamalizado fermentada en agua. La
masa se fermenta en forma de bolas,
envueltas en hojas de platano
Bebida embriagante hecha con el zumo Guanajuato.
de cana de maiz verde y maiz tostado
Quebranta- -
machacado, al que se le anaden frutos
huesos

de pird. (Schinus molle L.) y se deja
fermentar
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Tabla 1. Alimentos mexicanos fermentados tradicionales a base de maiz (cont.).

Nombre Descripcion Estados donde se consume

Bebida, especie de cerveza preparada Estado de México.

a partir de maiz germinado, secado,

molido con “chiles colorados”. La

harina se mezcla con agua para formar

un atole, que se hierve, se cuela, se

enfria, se le anade el fermento y se

deja fermentar. El fermento se prepara

a partir de un sendechd anterior

Bebida preparada con granos de maizy Veracruz, Puebla, Guerrero, Oaxaca,
Tepache piloncillo o] panela, dejandose Chiapas.

fermentar con cierta cantidad de agua.

Bebida semejante a la cerveza, Sonora, Chihuahua, Nayarit, Zacatecas,
preparada al fermentar un atole de Jalisco.

maiz germinado, molido y cocido con

Sendechd

Tesglino ) Y
catalizadores”, que son fragmentos de
plantas existentes en la region donde
se elabora.
2. El maiz

El maiz ha sido base de la alimentacion de las culturas mesoamericanas desde tiempos
prehispanicos. Actualmente es la principal fuente de calorias y proteinas para los habitantes de las
zonas rurales que representan los estratos sociales mas pobres. Se emplea principalmente para
consumo humano y en forma creciente para el sector pecuario y para la produccion de almidén y
aceite (Paredes, et al., 2006).Una de las principales caracteristicas del maiz es su enorme
variabilidad, ya que, a diferencia de otros cereales cultivados, esta especie no se autopoliniza, sino
que las flores de una planta polinizan las de otras; debido a que cada inflorescencia (la cual da
origen a una mazorca), esta formada por varias flores pequenas y cada una de ellas puede ser
polinizada por las de distintas plantas, la variacion que tienen sus granos puede llegar a ser muy
grande, dependiendo de las plantas en sus inmediaciones. Esto proporciona al maiz una gran
diversidad genética, y por tanto, una riqueza de caracteres que resultan interesantes para este
cultivo en ciertas condiciones (Carrillo, 2009).

2.1.Estructura del grano.

El fenotipo comin en el grano de maiz maduro o cariéspide esta formado de cuatro partes
principales mostrados en la Figura 1:
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Pericarpio: capa de células fibrosas que comprende el 5% del peso del grano y que esta
cubierta por una capa impermeable cerosa denominada cuticula, que recubre al grano.

Endospermo: comprende aproximadamente el 83% del peso del grano. Presenta un alto
contenido de almidén y es el segundo tejido de reserva; la capa exterior del endospermo o capa de
aleurona contiene células con granulos ricos en proteina y minerales asi como pigmentos que
hacen que los granos de ciertas variedades presenten un color azul, negro, rojo o purpura. El
endospermo se ha clasificado en vitreo y ceroso y puede presentar una consistencia suave o
harinosa; los granulos de almiddon estan recubiertos por una matriz proteinica con pequenos
cuerpos de la misma naturaleza incrustados en la superficie. En la parte inferior del grano, a los
lados del germen, presenta dos zonas ricas en proteinas que contienen ademas pequenos granulos
de almidon.

Germen: representa el 11% del peso del grano maduro, es considerado el primer tejido de
reserva ya que almacena gran cantidad de nutrientes que son utilizados durante la germinacion,
ademas de contener la mayoria de los lipidos, originando el tallo o pimula y las raices o radicula.

Pedicelio: también denominada capa terminal. Es la continuacién del pericarpio y permite la
unién del grano con el olote, pero ocasionalmente se pierde durante el desgrane (Paredes, et al.,
2006).

cuticula
pericarpio

endospermo

germen

pedicelo

Figura 1.Estructura fenotipica del grano de maiz (Paredes, et al., 2006).
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3. Almidon.

En los cereales, los carbohidratos son los componentes principales y representan del 50 al 90%
de su masa seca; de estos, el almidén y otros polisacaridos son los principales constituyentes. El
endospermo es el sitio principal donde ocurre la sintesis y acumulacion del almidén en forma de
granulos dentro de organelos denominados amiloplastos, donde el granulo de almidén varia en
forma, tamano y composicion y su diametro cambia durante el desarrollo del tejido de reserva.

Aproximadamente 86 a 89% del endospermo del maiz es almidén. El almidén es un polimero
biodegradable de reserva en plantas y uno de los carbohidratos mas abundantes en la biosfera, por
lo que es utilizado como la principal fuente de energia en la alimentacion; posee propiedades
guimicas muy bien definidas que le confiere un gran potencial como una fuente renovable versatil
para una gran cantidad de aplicaciones. Quimicamente es un polimero de glucosas unidas a través
de enlaces o-1,4 y o-1,6 (en los puntos de ramificacion) compuesto por dos macromoléculas con
diferente estructura: la amilosa y la amilopectina (Agama-Acevedo, et al., 2005; Pérez, et al., 2009).

La amilosa (Figura 2) es un polimero lineal que consiste en unidades «-D-glicopirandsidas
unidas mediante un enlace «-1,4, tiene un grado de polimerizacion de 100 a 1000 unidades de
glucosa y presenta una conformacion de hélice sencilla o doble, unidas fuertemente por puentes de
hidrégeno repartidas azarosamente dentro del granulo en una composicion del 25 al 30%, lo que le
confiere una estabilidad mayor para cristalizarse y formar geles (Boyer, et al., 1987; Pérez, et al.,
2009; Zobel, 1988).

CH,OH CH,OH CH,OH
ool o )| o
OH
ICORITDRIDY
OH OH | OH
- - X

enlace a 1-4

Figura 2. Diagrama esquematico de la amilosa(Pérez, et al., 2009).
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La amilopectina (Figura 3) es un polimero en cadenas de unidades o-D-glicopirandsidas
unidas mediante enlaces a-1,4 con ramificaciones unidas en su extremo reductor por un enlace
o-1,6. Presenta una conformacion de discos largos en plano y en una composicion del 70 al 75%
dentro del granulo. Los enlaces intermoleculares entre las cadenas son débiles, por lo que no forma
geles (Boyer, et al., 1987; Pérez, et al., Zobel, 1988).

CH,OH CH,OH

0 o)
——o@o«@)"
OH 'O

<— enlace a 1-6

CH,

H,OH
@ o CH28H
OH
--0 o ol oH )Lo--
OH OH 'OH
enlace o 1-4

Figura 3. Diagrama esquematico de la amilopectina (Pérez, et al.,2009).

Dentro de los granulos, el almidon tiene un arreglo semicristalino, y la cristalinidad se debe
al ordenamiento y longitud de las cadenas de amilopectina que le confiere insolubilidad; ademas
existen variantes donde el contenido de amilopectina es del 100%, y se conoce como almidon
ceroso (Agama-Acevedo, et al.,2005; Zobel, 1988).

4. El pozol.

El pozol es una bebida acida, no embriagante, de origen maya, preparada mediante una
fermentacion espontanea a partir de masa de maiz nixtamalizado (Wacher, 1999; Wacher-Rodarte,
2004). La forma de consumo consiste en diluir la masa fermentada en agua (relacion 1:2 o 1:3)
hasta obtener una suspension blanquecina tipo papilla (Steinkraus, 1996). El pozol es consumido
de forma cotidiana por varios grupos étnicos del sur y 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. La palabra
pozol deriva del nahuatl pozolli que significa espumoso (Ulloa, et al., 1987).

Esta bebida es considerada como alimento basico para muchos de los grupos étnicos
mencionados. Debido a su alto grado de conservacion, las bolas de pozol son utilizadas como
provisiones para sus largas travesias. Ademas de su uso como alimento, eran utilizadas por los
mayas como cataplasma, para prevenir o curar infecciones superficiales y las heridas. Los
lacandones utilizan el pozol mezclado con miel para disminuir la fiebre y controlar la diarrea entre
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otros padecimientos intestinales. También ha tenido una gran importancia ceremonial, pues se usa
como ofrenda en las diversas festividades mayas relacionadas con el cultivo y la cosecha del maiz
(Ulloa, et al., 1987).

4.1.Composicion nutrimental del pozol.

A pesar de la importancia del pozol en la alimentacion de los grupos del sureste de México,
existe s6lo un informe sobre su composicion nutrimental publicado en 1955 por Cravioto, et al.,
quienes reportan que el contenido de proteinas en el pozol es mayor y de mejor calidad que en el
maiz. Asimismo, el contenido de riboflavina y de niacina es mayor en el pozol que en el maiz
(Wacher, 1999). Estas modificaciones son producto de la fermentacion lactica y la actividad de
algunas bacterias fijadoras de nitrégeno (Ulloa, et al., 1987, Rizo, 2015).

4.2.Elaboracion del pozol

Este alimento es preparado ya sea en forma doméstica, para el consumo de la misma familia
que lo hace, o en escala semicomercial para ser vendida en mercados, de acuerdo con los
procedimientos tradicionales que se transmiten de generacion en generacion (Steinkraus, 1996).
Sin embargo, existen variantes entre los diferentes estados productores. La variante mas singular
es la que se presenta en el estado de Chiapas, diferenciado como pozol mestizo, al cual se anade
un paso adicional conocido como reventado o floreado antes del remojo y molienda, lo cual
determina la consistencia final del pozol; dando un producto mas terso, donde se elimina el
sedimento casi en su totalidad; mientras que el pozol tradicional tiene una apariencia seca y con
particulas ciertamente grandes (Canas, et al., 1993; Wacher, et al., 2000; Nuraida, et al., 1995).

4.2.1. Etapas de elaboracion.

Limpieza del maiz. El lavado del maiz es empleado para eliminar el material extrano y granos
podridos que darian mal aspecto al producto final. Se agrega agua al maiz crudo hasta que lo cubra
y se deja reposar unos minutos. Se retiran todas las particulas flotantes, principalmente maiz
picado o podrido y cascarillas (Canas, et al., 1993).

Nixtamalizacion (de nahuatl nixtli cenizas, tamalli, masa). Consiste en la coccion del maiz
con hidréxido de calcio (cal) hasta que se hinchan los granos y se desprenden las cascaras. Se
inicia con la adicién a una porcion de maiz de dos partes de una solucién de hidroxido de calcio
aproximadamente al 1% o dependiendo de las costumbres y experiencias. Esta preparacion se
cuece de 50 a 120 minutos; y posteriormente el agua de coccion, conocida como nejayote, se retira
lavando el maiz dos o tres veces con agua para eliminar el hidroxido de calcio y el hollejo, sin retirar
el pericarpio ni el germen de maiz. Se obtiene asi el nixtamal, que llega a tener hasta 45% de
humedad. El tiempo de coccion depende de las variedades de maiz. El maiz con endospermo vitreo
0 no harinoso requieren tiempos de coccidon mayores que el maiz tipo harinoso.
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La coccion alcalina y el remojo provocan la disolucion y el hinchamiento de las capas del pericarpio,
provocando que las paredes celulares y los componentes de la fibra dietaria de esta parte del grano
se vuelvan fragiles, facilitando su remocién. También provoca que las estructuras que unen a las
células del endospermo y las paredes celulares se degraden y solubilicen parcialmente. El germen
permanece en el grano durante la nixtamalizacion, por lo cual la calidad de la proteina no se ve
afectada, pero si la calidad nutrimental, debido a que se altera la estructura y la solubilidad de las
proteinas del maiz; aparecen glutelinas de alto peso molecular debido al enlazamiento de proteinas,
a la ruptura de su estructura y la digestibilidad de las mismas disminuye. Los aminoacidos liberados
pueden producir lisinoalanina que no es biodisponible; sin embargo, incrementa la disponibilidad de
la mayoria de los aminoacidos esenciales. Otro aspecto sobresaliente es que la aleurona
permanece sobre el grano durante el tratamiento, lo que minimiza la pérdida de nutrimentos hacia
el nejayote por lixiviacion. Por Ultimo, la nixtamalizacion retarda y alcanza un bajo grado de
gelatinizacion del almidon debido a la aparente interaccion del calcio con el almidon, especialmente
con la amilosa. Posterior al cocimiento, el almidon se retrograda para formar nuevas estructuras,
durante el tiempo que el grano permanece en remojo (Paredes, et al., 2008).

Remojo. Después de obtener el maiz nixtamalizado, este se deja remojando regularmente en
el agua del ultimo lavado del nixtamal, a temperatura ambiente. Por lo general, el remojo dura toda
la noche y su objetivo es aumentar la retencion de humedad, para evitar que el maiz se seque
durante la molienda (Canas, et al., 1993).

Molienda. Esta operacion se lleva a cabo la manana siguiente de la nixtamalizacion. Se
emplea un molino de mano, conocido como metate, o un molino de nixtamal comercial, de discos
de piedra o de metal; el empleo de los molinos depende de las costumbres y de la cantidad de
nixtamal a moler. El proceso de la molienda libera al almidon del endospermo y reduce aln mas su
cristalinidad (Paredes, et al., 2008). Generalmente, durante la molienda se agrega agua al nixtamal
en poca cantidad y con la mano, accion que podria ser origen de contaminaciéon microbiana,
ademas los molinos nunca se desarman y son limpiados una vez al dia raspando en seco la masa
que queda adherida en el molino (Canas, et al., 1993).

Elaboracion de la bola. Inmediatamente después de la molienda, se forman las bolas
moldeando con las dos manos, 0 sobre una mesa, que generalmente se enjuaga con agua. La
temperatura de las bolas de pozol varia de acuerdo con el tipo de proceso por el cual fueron
obtenidas, siendo la temperatura ambiente la mas comun, que es la misma a la que se mantiene el
nixtamal desde su lavado. Asi la temperatura interna de las bolas terminadas varia de 20°C a
27°C;yla externa de 20°C a 24°C (Canas, et al., 1993).

Envoltura. Una vez amasado, el pozol se envuelve tradicionalmente en hojas de platano ya
que retarda la acidificacion de la masa; sin embargo, es comun encontrarlo en el mercado cubierto
con bolsas de plastico (Canas, et al., 1993).
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Fermentacion. Dos cambios esenciales son importantes en el proceso de fermentacion. Estos
son el desarrollo de un sabor acido y el aroma caracteristico, que le dan a la bebida sus
propiedades refrescantes (Steinkraus, 1996). La mayoria de los consumidores prefieren el pozol
fresco en la escala comercial, es decir, consumen preferentemente el que se prepard el mismo dia.
Este pozol, aunque no es muy acido, ya presenta cierto grado de fermentacion ya que el tiempo que
transcurre entre su preparacion y consumo es suficiente para que las bacterias lacticas
responsables de la acidificacion alcancen su maximo desarrollo. Para los indigenas, el pozol
fermentado por mas dias es mejor. Las bolas envueltas se dejan fermentar 4 o 5 dias y en
ocasiones dos semanas 0 mas, cuando ya presenta un notorio crecimiento superficial de los mohos
(Canas, et al., 1993; Wacher- Rodarte, 2004).

4.3. Microbiologia del pozol.

El primer estudio microbiolégico del pozol fue hecho por Salinas en 1958 y dos especies
bacterianas fueron registradas: Bacillus cereus y Paracolobactrum aerogenoides. A partir de 1970,
se iniciaron nuevas investigaciones donde se reportd la presencia de diversas especies de
bacterias, levaduras y mohos, algunas de las cuales son conocidas por su capacidad para ocasionar
enfermedades en el hombre. Ademas, se describieron dos fenédmenos importantes: la fijacion de
nitrogeno atmosférico elemental realizado por las bacterias Agrobacterium azotophilum 'y
Aerobacter aerogenes, fendmeno observado por primera vez en un alimento fermentado, y el
antagonismo microbiano que tuvo in vitro tanto el pozol como Agrobacterium azotophilum sobre
varias especies de bacterias, levaduras y mohos, algunas de ellas descritas como patogenas (Ulloa,
etal., 1987).

En 1974, se realiz6 un estudio mas controlado acerca de los cambios fisicoquimicos y
microbiolégicos en el pozol, reportando la sucesion de la microbiota presente en el pozol en cada
una de las fases de elaboracion y fermentacion; y el monitoreo en el cambio de pH, humedad
presente y temperatura a lo largo del proceso. En este estudio se observd que la nixtamalizacion
destruia los mohos presentes en el maiz y que la inoculacion de la masa se realizaba durante la
molienda del nixtamal y la formacioén de las bolas de pozol, por lo que las fuentes de inoculacion
eran muy variadas. Se determind que existen diversas especies de levaduras y mohos que siempre
estan presentes en las muestras del pozol, como Geotrichum candidum, Trichosporum cutaneum 'y
varias especies de Candida; asi como Cladosporium cladorspororides, Monilia sitophila y Mucor
rouxianus, comunmente encontradas en la superficie de la bola cuando esta va perdiendo
humedad y su pH va disminuyendo, sin embargo, en ese momento s6lo se describieron algunos
mohos que presentaron actividad amilolitica, dando poca importancia a la misma (Steinkraus,
1996; Ulloa, et al., 1987).

Posteriormente, se realizd un estudio para identificar las fuentes de inoculacion de
microorganismos en el pozol, tomando en cuenta varios factores fundamentales en el proceso de
elaboracion, principalmente la evaluacion microbiologica en las etapas del remojo después de la
nixtamalizacion, la molienda, la elaboracion de la bola y la contaminacion por el ambiente. Los
resultados mostraron que el remojo durante toda la noche después de la nixtamalizacion permite el
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crecimiento de bacterias del acido lactico, mesofilos aerobios y enterobacterias que constituyen la
microflora primaria en el pozol. La molienda en un molino comercial incrementa el nidmero de
bacterias del acido lactico y de los mesofilos aerobios, ademas de ser la fuente de inoculacion de
las levaduras. Asi, se reafirma que el proceso de molienda constituye una fuente de inoculo
importante para lotes frescos de nixtamal. Los procesos siguientes como el manejo de la masa para
elaborar las bolas y la exposicion al aire de cada region tienen una minima contribucién al nimero
de microorganismos (Wacher, et al., 1993).

Ya teniendo informacién acerca de las fuentes de inoculacion, se estudio la caracterizacion de la
microbiota presente tanto en muestras de pozol mestizo como en muestras de pozol tradicional,
observando una diferencia en el pH dentro de la bola y en su superficie durante la fermentacion.
Las bacterias acido lacticas presentes fueron en su mayoria Leuconostoc spp, lactobacilos
homofermentativos, lactobacilos heterofermentativos productores de dextranos, lactococos vy
algunas especies de bacterias acido lacticas amiloliticas que crecieron tanto en condiciones
aerobias como anaerobias. Con la determinaciéon de patrones de fermentacion de azlcares y otras
pruebas bioquimicas se identifico a Leuconostoc mesenteroides, Lactobacillus confusus,
Lactobacillus plantarum, Lactococcus lactis y Lactococcus rafinolactis. Las especies encontradas
de mohos y levaduras constituyen gran parte de la flora de la superficie. Como la concentracion de
azlcares simples no es un factor limitante para sustentar el crecimiento microbiano, se intuia que
la presencia de actividad amilolitica era necesaria para el crecimiento microbiano y la acidificacion
de la masa, pero solo se lograron identificar algunas levaduras con este tipo de actividad (Nuraida,
et al.,, 1995; Wacher, et al., 2000).

5. Estudios moleculares de fermentaciones complejas

Debido a que mas del 99% de los microorganismos presentes en ciertos ecosistemas no pueden
ser cultivados por medio de técnicas tradicionales de cultivo, los métodos independientes de cultivo
han sido una alternativa para describir a la mayoria de los microorganismos y se ha incrementado el
conocimiento de estas comunidades cambiando la perspectiva de la diversidad microbiana (Lopez,
et al. 2003; Tyson, et al., 2004; Singh, et al., 2009).

La metagenomica permite el estudio de todos los microorganismos no importando si se pueden
cultivar o no a través del analisis de los datos obtenidos directamente de una muestra describiendo
las especies presentes, considerando la funcionalidad de las comunidades microbianas en su
habitat natural. Esta rama ha capturado la nocion del analisis de una coleccidon de genes similares
pero no idénticos, involucrando el aislamiento de ADN de una muestra, clonarla en un vector
adecuado, transformar en un hospedero y su analisis integral con la finalidad de describir la
ecologia microbiana o elucidar nuevas enzimas y biomoléculas a partir de la poblacion
(Handelsman, 2004; Schmeisser, et al., 2007; Coughlan, et al.,2015).
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El estudio del perfil molecular en alimentos fermentados inicié con el uso de la reaccion en
cadena de la polimerasa para amplificar las regiones ribosomales de la subunidad 16S y la
electroforesis en gel de gradiente desnaturalizante (DGGE, por sus siglas en inglés) aplicada en las
comunidades microbianas del pozol y algunos quesos artesanales (Ampe, et al., 1999; Randazzo, et
al., 2002). La identificacion de los microorganismos por estas técnicas mostré una desviacion
significativa entre el aislamiento de microorganismos y relacion de la abundancia en la comunidad
microbiana e incluso su identificacion especifica. La metagendmica y la metatranscriptdmica estan
comenzando a ser utilizadas en alimentos de fermentacibn compleja, siendo poderosas
herramientas para obtener informacion sobre la filogenia o taxones identificados, datos
cuantitativos que describen cambios en las poblaciones, las condiciones de cultivo considerando
factores intrinsecos y extrinsecos, los parametros de fermentacion criticos que afectan la calidad,
las interacciones y las cadenas troficas entre los microorganismos, cofermentaciones, la expresion
de los genes y su actividad bioquimica. Algunos ecosistemas de fermentaciéon microbiana
estudiados son el pulque, el kimchi, yuca, masas madre, papillas de sorgo, papillas de mijo,
fermentados de pescado como el narezushi, mariscos, salchichas, whisky de malta, etcétera (van
Hijum, et al., 2013; Humblot, et al., 2014).

El pozol fue uno de los primeros alimentos fermentados tradicionales en los que se
implementaron técnicas moleculares como recurso para complementar la informacion de las
comunidades microbianas y conocer su importancia ecofisiolégica (Ampe, et al., 1998). El primer
estudio no dependiente de cultivo realizado fue la hibridacion cuantitativa a partir de extracciones
de ARN microbiano. Dicho estudio mostro la abundancia de cada microorganismo expresada como
la fraccion del ARN ribosomal total de la muestra. Asi, utilizando sondas especificas para hibridar
ARN de ciertos microorganismos, se comprob6 la dominancia de las bacterias acido lacticas, y que
éstas a su vez estan diversificadas durante la fermentacion (Ampe, et al., 1999). Posteriormente, se
realizaron estudios utilizando tanto el aislamiento de microorganismos y la identificacion de
productos de fermentacion, como la identificacion cuantitativa mediante sondas que hibridan ARN
(northern blot), identificacion mediante DGGE de productos de amplificacién del gen ribosomal 168S,
bibliotecas genémicas y ribotipificacion, como se muestra en la Figura 4.

Aproximadamente, el 40% de las bacterias acido lacticas presentes al inicio de la
fermentacion son amiloliticas decreciendo en un 5% después de 72 horas, permitiendo el
crecimiento de bacterias acido lacticas no amiloliticas. En el 2003, Diaz-Ruiz aislé cuarenta cepas
con capacidad de hidrolizar el almidén y se identificaron las especies Streptococcus macedonicus,
Lactococcus lactis, Enterococcus sulfureus y la especie dominante Streptococcus infantarium, que
se encuentra en todos los estratos de la bola de la masa y a lo largo de toda la fermentacion,
sugiriendo que las bacterias amiloliticas deben tener un papel fundamental como iniciadoras del
crecimiento microbiano; sin embargo, ninguna de estas bacterias muestra una capacidad
amilolitica importante en comparacion con géneros con alta capacidad de degradacion del almidon
como el género Bacillus y otras bacterias acido lacticas.
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Figura 4. Representacion de la actividad y localizacion microbiana en el pozol.
| Distribucién de los compuestos identificados durante la fermentacion del pozol

Il Distribucién bacteriana en una bola de pozol durante la fermentacion encontrados mediante técnicas moleculares.

A Bacterias localizadas en todas las regiones de la bola: S. bovis, S. macedonicus, S. suis, L. plantarum-pentosus, E.
Saccharolyticus, L. alimentarius, L. delbruekii, Pediococcus sp., L. lactis, E. sulfureus B Bacterias localizadas en la
periferia de la bola: Enterobacteriaceae sp, A. aceti, B. minimum C Bacterias localizadas en la parte media de la bola:
L. fermentum, E. aurantiacum, E. acetylicum, Oxalophagus sp. D Bacterias encontradas en el centro de la bola: B.
subtilis, W. confusa, L. fermentum. Leuconostoc sp fue localizado en todas las regiones la bola, pero en diferentes
concentraciones. Lactobacillus casei se difunde de la periferia hacia el centro de la bola. (Figura elaborada de acuerdo
a la informacion de los siguientes trabajos: Wacher, et al., 1993; Nuraida, et al., 1995; Ampe, et al., 1998; Ampe, et al.,
1999; Ampe, et al., 1999; Wacher, et al.,2000; ben Omar, et al., 2000; Escalante, et al., 2001; Diaz-Ruiz, et al., 2003)
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Justificacion

Trabajos previos han descrito la microbiota en el pozol en base a la combinacion de técnicas
microbiolégicas y moleculares; sin embargo, hasta la fecha no ha sido posible identificar a los
microorganismos involucrados en el uso del almidén. Una alternativa para el estudio de la
fermentacion que permitiria una descripcion completa de los genes presentes en el sistema es el
uso de la metagendmica, sin embargo no existe un método adecuado para la obtencion del ADN de
una mezcla tan compleja y rica en almidon por lo que en este trabajo se disenara un método de
extraccion que permita, en estudios posteriores, el analisis de la comunidad asi como la
identificacion de los genes relacionados a la utilizacion de la fuente de carbono o cualquier otro

fendmeno metabdlico.

Hipotesis

Al optimizar un método de extraccion de ADN se obtendra un metagenoma representativo
del pozol a diferentes tiempos de fermentacion tal que permita obtener informacion acerca de la

comunidad microbiana y su metabolismo.
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Objetivos

Objetivo general

Disenar una metodologia de extraccion del metagenoma del pozol que permita obtener una

muestra propia en rendimiento e integridad.

Objetivos particulares

Optimizarun método de obtencion del metagenoma del pozol.

Determinar si existen inhibidores de la reaccion en cadena de la polimerasa en el metagenoma por

amplificacion del fragmento del gen ribosomal 16S correspondiente a la region V1 a V6.

Identificar la amilasa de Streptococcus infantarium o similares en el metagenoma del pozol.
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Materiales y métodos

Materiales y métodos
1. Materiales.

1.1.Pozol

Para realizar el estudio preliminar de optimizacion, se utilizd6 una muestra de pozol (colaboracién
Dra. Maria del Carmen Wacher Rodarte, Facultad de Quimica, Universidad Nacional Autbnoma de
México) con un tiempo de fermentacion de 72 horas manteniéndola a 4°C; posteriormente se

macero y conservo a -70°C hasta su uso.

Para realizar la obtencion del metagenoma para su uso en técnicas moleculares, se utilizd una
muestra de pozol adquirida en un mercado de Villahermosa, Tabasco (colaboracion de la Dra. Dora
Centurion Hidalgo y la Dra. Judith Espinosa Moreno, Universidad Juarez Autonoma de Tabasco) la
cual se fracciond en porciones de 100 gramos y se colocé en una camara himeda a 37°C,
fermentando durante 12 dias. Se tomaron cuatro fracciones para cada tiempo de fermentacion:
tiempo cero o cuando inicia la fermentacion, 24 horas, 48 horas, 72 horas, 168 horas (7 dias) y
288 horas (12 dias). El tratamiento después de la colecta de la muestra en cada tiempo fue el
siguiente: en condiciones estériles se mezclaron las cuatro porciones y se maceraron en presencia
de hielo seco. La mezcla de cada tiempo se colocd en tubos Falcon estériles y se conservaron a

-70°C hasta su uso.

1.2.Cepas control.

Como control se utilizaron las cepas amiloliticas aisladas de pozol mostradas en la Tabla 2
(colaboracion de la Dra. Gloria Diaz Ruiz, Facultad de Quimica, Universidad Nacional Autdbnoma de

México) que se conservaron en glicerol a -70°C hasta su uso.

Tabla 2. Relacion de las bacterias acido lacticas amiloliticas aisladas del pozol (Diaz, 2003).

Nombre clave Microorganismo (% identidad)

25124 . . 0

A12203 Streptococcus infantarius (100%)
15430

A56203 . . 0

A57103 Streptococcus infantarius(99%)

A57206

A45201 Streptococcus macedonicus (100%)
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2. Métodos.
2.1.Optimizacion de la extraccion del metagenoma

2.1.1. Lisis celular

1. Se pesaron 140 mg de pozol previamente macerado y congelado colocandolo en tubos
de 1.5 mL.

2. Se adicionaron 600 uL de de las soluciones de lisis celular a probar (Anexo Il):

A. Solucién SDS 0.5%(Edwards, et al., 1991; Sigma Aldrich)
B. Solucion SDS 1.5% (Ren, et al., 2006, Sigma Aldrich)
C. Solucion CTAB 2% (Ren, et al., 2006, Sigma Aldrich)

3. La muestra con la solucién SDS 0.5% (Edwards, et al., 1991) se dejoé a temperatura
ambiente 90 minutos, invirtiendo el tubo ocasionalmente.

4. Las muestras con las soluciones SDS al 1.5% y CTAB al 2% (Ren, et al., 2006), se
colocaron en un bano a 65 °C (Thermomixer confort, Eppendorf); 60 minutos, invirtiendo
el tubo ocasionalmente.

5. Se centrifugd la muestra a la velocidad minima (Eppenforf) en rpm por 1 minuto y se

recupero el sobrenadante.

2.1.2. Purificacion del metagenoma

1. A la fase acuosa recuperada se agregd un volumen igual de solucion
fenol:cloroformo:alcohol isoamilico (25:24:1, Baker) mezclando por inversiéon 5 minutos,
se centrifugd a 10,000 rpm 5 minutos y se recupero la fase acuosa en un tubo limpio de
1.5 mL. Este paso se realiz6 por triplicado.

2. Alafase acuosa recuperada se agregd un volumen igual de cloroformo:alcohol isoamilico
(24:1; Baker), mezclando por inversion 5 minutos, se centrifugd a 10,000 rpm 5 minutos
y se recuperd la fase acuosa en un tubo limpio de 1.5 mL. Este paso se realizd por
triplicado.

3. Se precipitd el ADN extraido anadiendo la octava parte del volumen de isopropanol
(Baker) manteniéndolo a -20°C por una hora. Transcurrido el tiempo se centrifugd a
10,000 rpm por 15 minutos y se descarto el sobrenadante.
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4. El boton obtenido se lavo con etanol al 70% (Baker) hasta que se desprendi6 del tubo y
se retir6 el sobrenadante.

5. El boton se secd a vacio (Speed Vac System, ThermoSavant) a 5.1 torr por 6 minutos y se
resuspendié en 500 yL de solucion TE (Anexo ).

6. A la suspension del metagenoma en solucion TE se adicion6 el volumen necesario de una
solucion de ribonucleasa A (10 mg/mL, Sigma Aldrich) para quedar a una concentracion
final de 20 yg/mL. Esta mezcla se incub6 a 55°C por una hora.

7. Se anadio el volumen necesario de proteinasa K (100 mg/mL, Sigma Aldrich) a fin de
tener una concentracion final de 20 uyg/mL. Esta mezcla se incubdé a 55°C por 30
minutos.

8. Se realiz6 nuevamente una limpieza repitiendo los pasos 3 al 7 resuspendiendo el boton
seco en 250 L de agua estéril.

9. Laintegridad del ADN se verifico en geles de agarosa.
2.2. Streptococcus sp amiloliticos aislados del pozol

2.2.1. Reactivacion de la cepa

1. Se inocularon 3 mL de medio MRS almidon estéril (Anexo Il) al 1% a partir de un glicerol
almacenado a -20 °C. Se dejo crecer a 29°C por 24 horas.

2. A partir del desarrollo obtenido a las 24 horas, se inocularon 5 mL de medio MRS
almidon estéril al 1% y se dejo crecer a 29°C por 18 horas.

2.2.2. Preparacion de gliceroles

1. Se colocaron 750 pL del desarrollo obtenido a las 18 horas y 750 pL de glicerol estéril al

80%, se invirtieron y se colocaron rapidamente en hielo. Estos tubos se almacenaron a

-70°C hasta su uso.
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2.2.3. Extraccion del genoma de cepas puras

. Se transfirieron 2 mL del medio de cultivo fresco en un tubo de 1.5 mL y se centrifugd a
10,000 rpm por 10 minutos, descartando el sobrenadante.

. El botén celular se lavd con 200 uL de solucion TE y se centrifugd a 10,000 rpm 10
minutos.

. El boton celular se resuspendio en 180 pL de solucion TS (Anexo Il); posteriormente se
adicionaron 90 pL de lisozima (100 mg/mL, Sigma Aldrich).

. La mezcla se colocd en un bano a 37°C (Thermomixer confort, Eppendorf) 30 minutos;
se centrifugd a 10,000 rpm por 10 minutos y se descart6 el sobrenadante.

. El botén se resuspendié suavemente en 180 uL de solucion TS y se adicionaron 20uL de
solucion TEN (Anexo Il) junto con 10 uL de solucion SDS al 20% (Sigma Aldrich)
calentado a 65°C, invirtiendo suavemente.

. La mezcla se colocd en un bano a 37 °C por 30 minutos.

7. Se adicionaron 50 pyL de NaCl 5 M (Baker), incubando en hielo por 60 minutos; se

centrifugd a 10,000 rpm 20 minutos y se recuper6 el sobrenadante.

. A la fase acuosa recuperada se agregd un volumen igual de solucidon
fenol:cloroformo:alcohol isoamilico (25:24:1; Baker) mezclando por inversion 5 minutos,
se centrifugd a 10,000 rpm 5 minutos y se recupero la fase acuosa en un tubo limpio de
1.5 mL. Este paso se realiz6 por triplicado.

. Ala fase acuosa recuperada se agreg6 un volumen igual de cloroformo:alcohol isoamilico
(24:1, Baker), mezclando por inversion 5 minutos, se centrifugd a 10,000 rpm 5 minutos
y se recuperd la fase acuosa en un tubo limpio de 1.5 mL. Este paso se realizd por

triplicado.

10. Los acidos nucléicos se precipitaron anadiendo a la fase acuosa un décimo de su

volumen de NaCHsCOO 3M (Baker) y dos veces su volumen de etanol absoluto (Baker),
incubando a -20°C por una hora; transcurrido el tiempo se centrifugd a 10,000 rpm 15

minutos.

11. Se descart6 el sobrenadante y se realizé un lavado con una solucion de etanol al 70%,

hasta despegar el boton del tubo.

12. El boton se sec6 a vacio (Speed Vac System, ThermoSavant) a 5.1 torr por 6 minutos.

13. El boton se resuspendié en 500 yL de solucion TE.
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14. Se agreg6 el volumen necesario de ribonucleasa A (10 mg/mL, Sigma Aldrich) a fin de
tener una concentracion final de 20 yg/mL.

15. Se incubd a 55°C por 30 minutos.

16. Se anadio el volumen necesario de proteinasa K (100 mg/mL, Sigma Aldrich) a fin de
tener una concentracion final de 20 yg/mL.

17. Se incubd a 55°C por 30 minutos.

18. Se realizd nuevamente una limpieza repitiendo los pasos 8 al 12, el boton se
resuspendio en 100ul de agua estéril.

19. La integridad del ADN se verifico en geles de agarosa.

2.3.Electroforesis de ADN en geles de agarosa

1. Se preparé una solucion de agarosa (Gibco BRL) al 0.8% (p/v) para ADN gendémico y al
1% (p/v) para productos de amplificacion en solucion TAE (Anexo Il). La solucion se
calienta hasta disolver la agarosa.

2. Se coloca la solucion anterior en el equipo de electroforesis (Minisub DNA cell, Bio Rad) a
fin de formar un gel con pozos suficientes para cargar la muestra, sin que contenga
burbujas. Cuando el gel solidifica, muestra una apariencia opaca.

3. Cada muestra de ADN se mezcl6 con la solucion de carga 6X DNA Loading Dye (Thermo
Scientific), el cual contiene azul de bromofenol y xilencianol (XCFF por sus siglas en
inglés) a fin de monitorear la migracion de las moléculas

4. Se cargb en cada gel 0,8 pL del marcador de peso molecular GeneRuler DNA ladder mix
(Thermo Scientific) o en su caso GeneRuler1Kb DNA ladder mix (Thermo Scientific).

5. La electroforesis se llevé a a cabo a 6 V/cm por 90 minutos o hasta que el azul de
bromofenol haya migrado tres cuartas partes del gel.

6. Se sumergio el gel en una solucion de bromuro de etidio (5 yg/mL) en TAE 0,5X por 10
minutos.

7. El gel se lavd con agua destilada y se observo en un fotodocumentador (Kodak Gel Logic

2200 Imaging System; Kodak Eastman) o en un transiluminador.
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2.4.Cuantificacion del genoma y metagenoma por espectrofotometria (Densidad éptica)

La medicion se realizd en un espectrofotometro (BioPhotometer, Eppendorf) dentro del programa
medicion de ADN de doble cadena. Se utilizé como blanco agua estéril.
1. Se colocaron 60 uL de ADN disuelto en agua estéril en una celda espectrofotométrica
(UVette, Eppendorf).
2. Se realiz6 la medicion en el espectrofotdmetro como muestra y se registran los valores
de absorbancia a 230, 260, 280y 320 nm.

2.5. Cuantificacion del metagenoma por densitometria

El programa computacional cuantifica la densidad de pixeles en cada carril de un gel de agarosa
tomando como referencia un marcador de peso molecular con el que obtiene una curva estandar
en base a un algoritmo generando una base de datos.

1. En un gel de agarosa, se colocoé 1 uL de marcador de peso molecular (Gene Ruler 1 Kb,
Thermo Scientific).

2. En los carriles subsecuentes del gel de agarosa, se cargaron las muestras a la
concentracion calculada obtenida por espectrofotometria.

3. El gel fue tenido en una solucion de bromuro de etidio (0.5ug/mL, BioRad) y observado
en un fotodocumentador (Kodak Gel Logic 2200 Imaging System; Kodak Eastman) en luz
ultravioleta.

4. La imagen fue analizada mediante el programa computacional (Kodak Molecular

Imaging; Kodak Eastman), obteniendo valores en nhanogramos.

2.6.Determinacion de inhibidores en la reaccion en cadena de la polimerasa

2.6.1. Amplificacion del fragmento correspondiente a las regiones variables V1 a V6 del gen

que codifica la subunidad ribosomal 16S

1. Se utilizaron los oligonucleétidos designados como pA y 16R1093, mostrados en la
Tabla 3.
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Tabla 3. Oligonucleétidos utilizados para la amplificacion de un fragmento correspondiente a las regiones
variables V1 a V6 del gen que codifica la subunidad ribosomal 16S (Ramirez-Chavarin, et al., 2010).

Designacion Secuencia 5’-3’ Posicion Orientacion Tm [°C] %GC
pA -AGAGTTTGATCCTGGCTCAG- 9-28 Forward 52 50
16R1093 -GTTGCGCTCGTTGCGGGACT- 1109-1090 Reverse 58 65

2. Se utiliz6 la enzima Taq DNA polymerase (Thermo Scientific) y se prepard la mezcla de

reaccion, de acuerdo Tabla 4.

Tabla 4. Mezcla para la reaccibn en cadena de la polimerasa para la amplificacion del fragmento
correspondiente a las regiones variables V1 a V6 del gen que codifica la subunidad ribosomal 16S.

Componente Volumen para 25uL de reaccion Concentracion final
Agua libre de nucleasas cbp*** 25 L
10X Taq buffer 2.5 uL 1X
dNTP 10 mM 05 L 0.2 mM de cafjg uno de los
nucleotidos
pA 0.5 yL 0.5 pmol/uL
16R1093 0.5 uL 0.5 pmol/uL
Taq DNA polymerase 0.15 uL 1.25U/25uL
MgCl> 25 mM 2.5 L 2.5 mM
ADN templado* Variable** 100 ng/25 uL
EI ADN templado obtenido se re-suspendié en 20uL de agua estéril. 2 L se utilizaron para visualizarlos en un gel de agarosa,
mientras que 10 pL se utilizaron para realizar la dilucion y poder determinar su densidad 6ptica.
** Calculado dependiendo de la técnica de cuantificacion (espectrofotometria a 260 nm o por medio del analisis
densitométrico computacional KODAK Molecular Imaging).
***cbp: cuanto baste para.

3. La reaccion se llevé a cabo en un termociclador (Palm Cycler, Corbett research Co.), de
acuerdo a las condiciones de la Figura 5.
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30 ciclos
94°c | o9acc < | )
2 minutosl 1 minuto 12°C 12°C
o 1 minuto | 7 minutos
1:30
minutos 4°C

Figura 5. Condiciones de reaccion para la amplificacion del gen que codifica la subunidad ribosomal 16S en las

regiones variables V1 a V6.

4. Los productos de amplificacion se observaron en un gel de agarosa.

2.7.0btencion de muestras para secuenciacion.

1. En el gel de agarosa, se identifico el producto de amplificacion correspondiente al tamano

esperado en un transiluminador y se corté la seccién del gel que la contenia. Esta se colocé
en un tubo de 0.5 mL con fibra de vidrio compactada en su interior y a su vez este tubo se
coloc6 en un tubo de 1.5 mL.

Se centrifugd a 5,000 rpm por 5 minutos, recuperando el sobrenadante en cada ciclo. Este
paso se realiz6 por triplicado.

Al sobrenadante recuperado se realizd una limpieza con una solucidon de
fenol:cloroformo:alcohol isoamilico (25:24:1) y cloroformo:alcohol isoamilico (24:1), como se
describe en el protocolo de optimizacion de extraccion del metagenoma y se envio a

secuenciacion a Laragen Inc. USA.
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2.8. Amplificacion del fragmento del gen que codifica la a-amilasa del género Streptococcus

desde las regiones protedmicas | a IV

1. Los oligonucleétidos utilizados para la amplificacion, designados AMYSTR2011F vy

AMYSTR2011R se muestran en la Tabla 5. El diseno de los mismos se muestra en

resultados.

Tabla 5. Oligonucleétidos utilizados para la amplificaciéon del fragmento del gen que codifica la a-amilasa del género
Streptococcus desde las regiones protedmicas | a IV (Anexo ).

Designacion Secuencia 5’-3’ Tm [°C] %GC* Orientacion
AMYSTR2011F -GATGTBGTGCTVAAYCAYAAGGCT- 58.7 47.2 Forward
AMYSTR2011R -TGGGTRTCSTGRTTKTCHACAAAGG- 68.8 47.3 Reverse

*Segln especificaciones de Sigma Genosys

2. Los oligonucleoétidos sintetizados se suspendieron en agua a una concentracion de 100uM
en agua libre de nucleasas estéril a -20°C. Para realizar las pruebas de la reaccion en
cadena de la polimerasa, se prepararon las alicuotas a una concentracion de 30 pmol/uL.

3. Se utilizd la enzima Taq DNA polymerase (Thermo Scientific) y se preparé la mezcla de

reaccion, de acuerdo a la Tabla 6.

Tabla 6.Mezcla para la reaccion en cadena de la polimerasa para amplificar el fragmento del gen que
codifica la a-amilasa del género Streptococcus desde las regiones protedmicas | a IV.

Componente Volumen para 25uL de reaccion Concentracion final
Agua libre de nucleasas cbp* 25 pL
10X Taq buffer 2.5 uL 1X
dNTP 10 mM 0.5 L 0.2 mM:ij;;jt? on de los
AMYSTR2011F 0.5 L 0.5 pmol/uL
AMYSTR2011R 0.5 L 0.5 pmol/uL
Tag DNA polymerase 0.15 uL 1.25U/25uL
MgCl2 25 mM 2.5 L 2.5 mM
ADN templado Variable 100ng/25 L

*cbp: cuanto baste para
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4. De acuerdo a las propiedades de los oligonucleétidos degenerados, se decidié seguir las

condiciones mostradas en la Figura 6, para saber que temperatura de alineamiento era

adecuado:
30 ciclos
94°c | 94¢ < |
2 minutosl 1 minuto I 12 Ct 2 C
60°C minuto | 7 minutos
55 minutos

Figura 6.Condiciones de reaccién para la amplificacion del fragmento del gen que codifica la a-amilasa del género
Streptococcus desde las regiones protedmicas | a IV.

5. La reaccion se llevd a cabo en un termociclador (Palm Cycler, Corbett research co.), el cual
tiene la ventaja que se pueden realizar reacciones en gradientes de temperatura.

6. Los productos de amplificacion se observaron en un gel de agarosa.

Como control positivo se utiliz6 el ADN gendmico de estreptococos amiloliticos aislados del pozol
(Tabla2).
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Resultados y discusion

1. Obtencion del ADN genémico

Se probaron tres soluciones tamponadas para la obtencion del genoma, la principal diferencia
entre ellas era el tipo y concentracion del detergente. La Tabla 7 muestra la cuantificacion de ADN
obtenido de la extraccion de las tres diferentes soluciones de lisis celular, calculado a partir del
valor de absorbancia obtenido a 260 nm (Stephenson, 2003), la dilucién y la cantidad de masa de
pozol en cada extraccion.

Tabla 7. Cuantificacion de ADN (ng ADN/mg pozol) calculado por medio de espectrofotometria (260nm) y la
relacion 260nm/280nm, 260nm/230nm para las tres soluciones de lisis celular empleadas.

SDS 1.5% CTAB 2.0% SDS 0.5%
(Ren, et al., 2006) (Ren, et al., 2006) (Edwards, et al., 1991)
r?ﬁgﬁ%%l Relacion rr:]gg'i‘gxl Relacion rnngg?)?)?cfl Relacion
260/280 1.97 260/280 1.97 260/280 1.95
169.00 260/230 0.59 123.50 260/230 1.43 91.00 260/230 1.75
260/280 1.97 260/280 2.01 260/280 2.00
238.79 260/230 1.13 249.93 260/230 1.68 11535 260/230 1.60
260/280 1.97 260/280 1.99 260/280 1.97
212.98 260/230 0.97 224.30 260/230 1.67 131.79 260/230 1.70
260/280 2.00 260/280 2.01 260/280 1.97
215.74 260/230 1.12 180.00 260/230 1.56 134.07 260/230 1.45
260/280 2.01 260/280 2.02 260/280 1.98
345.00 260/230 1.21 238.34 260/230 1.58 143.01 260/230 1.47
260/280 2.00 260/280 2.02 260/280 1.98
245.00 260/230 0.99 186.29 260/230 1.43 139.03 260/230 1.61
Promedio 247,75 200.39 125.71

*Factor programado en el espectrofotometro 1A260nm=50ug/mL

Se puede observar una gran variabilidad en los resultados obtenidos entre las muestras, lo
que no permite definir un método como mas adecuado. Este fendmeno es probable ya que en todas
las muestras probadas el boton obtenido al precipitar los acidos nucléicos contiene todavia almidon
y no puede ser completamente solubilizado, razon por la que los valores de relacion 260nm/280nm
y 260nm/230nm no fueron apropiados.

Una segunda opcion para analizar el ADN obtenido era su visualizacion y cuantificacion en
geles de agarosa. La Figura 7 muestra la extraccion del metagenoma para cada una de las
soluciones de lisis, por triplicado.
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10000 pb

e

Figura 7.Gel de agarosa (0.8%) mostrando metagenoma del pozol extraido con las tres soluciones de lisis celular
probadas. Carril A: MPM GeneRuler (Thermo Scientific); 1 Solucion de lisis celular 0.5% SDS por triplicado.
Densitometria promedio: 17.25 ng, rendimiento: 1.33 ng ADN/mg pozol; 2Solucion de lisis celular 1.5% SDS por
triplicado. Densitometria promedio: 36.28 ng, rendimiento: 2.78 ng ADN/mg pozol; 3Solucién de lisis celular 2% CTAB
por triplicado. Densitometria promedio: 19.20 ng, rendimiento: 1.46 ng ADN/mg pozol

En este gel de agarosa es posible observar una banda definida por arriba de las 10,000
pares de bases y un pequeno barrido a lo largo de todo el gel, que probablemente indica
degradacion debido al tratamiento, o que aun estén fragmentos de ARN presentes en la extraccion.
El tamano de los genomas de las bacterias varia entre 0.5 y 10 Mpb, dependiendo de la especie,
sin embargo el limite de separacion de un gel de agarosa no permite hacer ninguna inferencia sobre
el tamano (Anexo I; Voytas, 2000).

De acuerdo a los valores obtenidos en el programa computacional KODAK Molecular Imaging
(Kodak Eastman), descritos en el pie de Figura, hay una significativa diferencia entre las soluciones
de lisis celular. El analisis por densitometria en gel permite obtener informacion cualitativa en
relacion a la presencia o ausencia de ADN cromosomal, o cuantitativa, al utilizar el programa
computacional; ademas, se puede analizar la presencia de contaminacion por proteinas y ARN. Una
de las desventajas de este tipo de cuantificacion es que considera que el bromuro de etidio se une
igual a cualquier molécula de ADN sin importar el tamano o la calidad de la obtencion de la imagen
(Bautista, et al., app note). A partir de esta consideracion, sélo se puede deducir que las soluciones
de lisis celular no afectaron particularmente la integridad del metagenoma. Debido a la aparente
subestimacion de la cantidad de ADN extraido, la decisidon para seleccionar la metodologia de
extraccion del metagenoma solo dependid del rendimiento determinado mediante
espectrofotometria a 260 nm. La comparacion entre las soluciones de lisis celular en base a sus
rendimientos se realizd con un analisis de varianza, que se muestra en la Tabla 8.
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Tabla 8. Analisis de varianza (ANOVA) para las soluciones de lisis celular.

Fuente de Sumade Gradosde Cuadrado Fo F F
variacion cuadrados libertad medio (x=0.05) (x=0.01)
Entre 4542979  2.00 2271490  11.12 3.68 6.36
tratamientos
Error 30628.30 15.00 2041.89
Total 76058.09 17.00

Se desea probar la hipotesis (H) a un nivel del 5% (Figura 8), donde:

Ho: No hay diferencia significativa entre las soluciones de lisis celular
Ha: Hay una diferencia significativa entre las soluciones de lisis celular

FiF}

F0.005
3.65

Figura 8. Funcion de densidad de probabilidad para una distribucion F con un valor critico (&) de 0.05 (Lind, 2005).

Regla de decision:

Aceptar Ho siF<3.68

Rechazar Ho siF >3.68

De acuerdo al valor F obtenido (11.12, Tabla 8) y siguiendo la regla de decisién, se debe rechazar la
hip6tesis nula ya que hay una seguridad del 95% de que la cantidad de ADN determinado por
espectrofotometria (densidad 6ptica) a 260 nm es significativamente diferente entre las soluciones de lisis
celular evaluadas; por tanto, se eligi6 la solucion de lisis donde se obtiene una concentracion mayor
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La soluciéon de lisis celular con SDS al 1.5% elegida para este trabajo es también empleada en
matrices con alto contenido de almidén, como el arroz (Ren, et al., 2006), comparada con la matriz
de pozol, la cual tiene un 99% de almidén presente. Cabe mencionar que aunque la solucion de lisis
celular empleada utiliza como componente bisulfito de sodio en concentraciones muy bajas
(Anexo II), la ausencia de éste no afecta a la optimizacion del protocolo de extraccion evaluado en la
matriz de interés en este trabajo. El bisulfito de sodio ayuda a cambiar las citosinas no metiladas a
uracilos que después la reaccion de PCR identifica como timinas. Se utiliza en matrices que
contienen arroz ya que se sabe que su genoma estad menos metilado y es una copia simple, por lo
que necesita estabilizantes para que el mismo no presente polimorfismos.

El diseno del protocolo de extraccion fue el adecuado para la muestra de pozol a distintos
tiempos de fermentacion, donde se observa un metagenoma integro y el aumento del mismo
cualitativamente, visto en un gel de agarosa (Figura 9) y cuantitativamente conforme avanza la
fermentacion (Tabla 9). Ademas, conforme aumenta el tiempo de fermentacion de la muestra, mas
facil es su manipulacion al momento de realizar la extraccion, ya que el almidon presente va siendo
licuado por los microorganismos que van reproduciéndose. La presencia de oligonucleétidos
dispersos a la largo del gel indica la presencia de ADN degradado, probablemente fragmentos
residuales del genoma del maiz, ya que se sabe que sus acidos desoxirribonucleicos son muy
sensibles a tratamientos alcalinos como el que sufre el maiz durante la nixtamalizacion (Peano, et
al., 2004).

- S D e e
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Figura 9. Gel de agarosa (0,8%) mostrando el metagenoma del pozol a distintos tiempos de fermentacion.
A MPM GeneRuler (Thermo Scientific); 1t=0; 2 t=24; 3 t=48h; 4 t=72h; 5 t=7d (168 h); 6 t=12d (288 h).
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Tabla 9.Cuantificacion por medio de densidad Optica (260nm) y la relacién
260nm/280nm, 260nm/230nm para el metagenoma del pozol extraido a distintos
tiempos de fermentacion.

Tiempo ng ADN /mg pozol
260/280 1.87
t=0h 17.24
260/230 0.95
260/280 1.65
t=24h 23.44
260/230 0.79
2 1.
t=48h 16.19 60/280 89
260/230 0.57
260/280 1.86
t=72h 25.17
260/230 1.08
260/280 1.85
t=7d (168 h) 95.91 /
260/230 1.12
260/280 1.90
t=12d (288 h) 116.66
260/230 1.46

Al analizar los datos de pureza de los acidos nucleicos extraidos se observa una disminucion
de sales y proteinas conforme avanza la fermentacion. Es posible que el factor determinante o de
cambio en las muestras sea el almidon presente en la matriz que atrape estos contaminantes; ya
que en las primeras etapas de fermentacion se observd una capa intermedia entre la fase organica
y la fase acuosa al realizar la purificacion, el cual se supone que sea almidon gelatinizado. Esta
capa va disminuyendo conforme el tiempo de fermentacion, probablemente porque la microbiota
licia y consume el almidén conforme avanza el tiempo de fermentacion y por tanto su remocion es
mas sencilla.

Los valores obtenidos por espectrofotometria y lo observado en geles de agarosa, indican que
se obtuvo el metagenoma con una integridad aceptable para utilizarse en técnicas moleculares.
Estudios previos reportan optimizaciones de obtencion de metagenomas donde evallan protocolos
fisicos, quimicos y enzimaticos asi como inhibidores de PCR en la descripcion de comunidades
microbianas en suelos. Dentro de los resultados que obtienen, se determind que los tratamientos
fisicos agresivos, como la ruptura por perlas de vidrio, generan fragmentacion del ADN. Por otro
lado, se observo que no existe diferencia significativa en el rendimiento si la muestra se trata con
métodos quimicos (detergentes), enzimaticos o una mezcla de ellos; ademas, la purificacion
frecuentemente elegida es un tratamiento con cloroformo o fenol:cloroformo, tratamiento que, a
pesar de no asegurar la remocion total de los inhibidores, permite resultados favorables al someter
el metagenoma a técnicas moleculares (Krsek, et al., 1999; Miller, et al., 1999; Burgmann, et al.,
2000).
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2. Amplificacion del fragmento correspondiente a las regiones variables V1 a V6 del gen que
codifica la subunidad ribosomal 16S de los microorganismos presentes en el pozol

De manera preliminar, se probd el rendimiento y la integridad del metagenoma extraido por la
metodologia elegida, realizando los calculos necesarios para tener una concentracion del templado
de 100 ng en 25 uL de la reaccion en base a la concentracion final de la extraccion obtenidas por
medio de espectrofotometria y los valores de densitometria en gel obtenidos mediante el programa
computacional KODAK Molecular Imaging (KODAK Eastman).

Después de la reaccion en las condiciones elegidas (Tabla 4; Figura 5), se realizd una
electroforesis en gel de agarosa mostrada en la Figura 10, donde se observo una diferencia entre la
presencia o ausencia de productos de amplificacion de acuerdo a los calculos de la concentracion
del templado realizado por espectrofotometria a 260nm o por densitometria en gel. Como se
observa en la figura, solo en el carril 1 se encuentra un producto de amplificacion, lo que indica
que el calculo de la concentracion de ADN es mas preciso mediante espectrofotometria que por
densitometria. En consecuencia los calculos posteriores se realizaron a partir de la absorbancia

obtenida a 260nm (Anexo ).
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—
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Figura 10. Gel de agarosa (1%) de las muestras sometidas a la reaccién en cadena de la polimerasa.

A MPM GeneRuler (Thermo Scientific); 1 Amplificado del fragmento correspondiente a las regiones variables V1
a V6 del gen que codifica la subunidad ribosomal 16S donde el calculo del templado esta basado en
espectrofotometria a 260 nm, peso molecular aproximado: 1120 pb ; 2 Ausencia del amplificado del fragmento
correspondiente a las regiones variables V1 a V6 del gen que codifica la subunidad ribosomal 16S de los
microorganismos presentes en el pozol donde el calculo del templado esta basado en la densitometria en geles
de agarosa.
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El amplificado obtenido en la reacciéon en cadena de la polimerasa correspondiente a las
regiones variables V1 a V6 del gen que codifica la subunidad ribosomal 16S a distintos tiempos de
fermentacion del pozol se muestra en la Figura 11 y corresponde al tamano esperado (1000 a
1100pb); sin embargo, se observé un aparente cambio en el tamano del fragmento, ademas de
obtener fragmentos de amplificados cortos en algunos de los tiempos de fermentacion, atribuidos a
alineaciones inespecificas. Lo interesante de la disminucion del tamano del amplificado del gen que
codifica la subunidad ribosomal 16S es que es posible analizar que conforme avanza el tiempo de
fermentacion, la comunidad bacteriana dentro de la matriz varia y, en consecuencia, el tamano del
amplificado de los microorganismos nativos predominantes cambia. Para corroborarlo se realizb la
secuenciacion de los amplificados de los tiempos 48 horas y 12 dias, ya que presentaron un
tamano diferente y el barrido es menor, y donde se esperaba que la probable identificacion del
microorganismo predominante en estos dos tiempos elegidos correspondieran a géneros distintos

1,000 pb

.

Figura 11. Gel de agarosa (1%) mostrando amplificado del fragmento ADNr 16S en pozol a distintos tiempos de
fermentacion. A MPM GeneRuler (Thermo Scientific); 1 t=0; 2 t=24h; 3 t=48h; 4 t=72h; 5 t=7 dias (168 h);
6 t=12 dias (288 h).
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3. Secuenciacion de los fragmentos correspondientes a las regiones variables V1 a V6 del gen
que codifica la subunidad ribosomal 16S a diferentes tiempos de fermentacion del pozol

La secuenciacion de los amplificados estuvo a cargo de Laragen Inc., a la cual se enviaron dos
muestras de 20 uL de amplificados debidamente purificados a una concentracion aproximada de
30 pg/mL en caso del amplificado en t=48h (designhado K48H) y de 60 ug/mL en el caso del
amplificado en t=12d (288 horas; designado K12D); de forma adicional, se enviaron 10 yL de cada
oligonucledtido utilizado para la amplificacion (designados pA y 16R1093 respectivamente; Tabla 3)
a una concentracion de 10 uM.

Las secuencias obtenidas a partir de los oligonucleétidos forward y reverse (Anexo |) de cada
una de las muestras, se alinearon dentro del programa en linea ClustalW2 (Larkin, et al., 2007) y se
obtuvieron las secuencias consenso para ambos tiempos de fermentacion mostradas en la Tabla

10.

Tabla 10. Secuencia consenso de los productos de amplificacion del fragmento del gen de la subunidad
ribosomal 16S a diferentes tiempos de fermentacion.

Muestra

Longitud
(pb)

Secuencia

K48H

1003

ACCTCTTATCATGCCACATTTTTGGAAACACACGCGTTTAACGTTTGAAAATGACAACTGCATGG
TTGTTATTTAAAACATGGTTCTGCTATCACTATGAGATGGTCCCGGGGCGCCTTAGCTATTTGG
TAAGGTAATGGCTTACCGAGGCGATGATGCATAGCCGATTTGACAGACTGCTCGGCCCCAATG
GGACTGAGACAAGGCCAATACTCCTACGGGAGGCAACCCTGACCAATCTTCCACACTGGGCG
AAAGCCTGATGGAGCATCGCCGCGTGTGTGATGAAGGGTTTCGGCTCGTAGAAAACGGTTAT
ATCACAAGATGGCCGTTGCTAGTCACTGATCGATGGCTGACTACATCTCACCAGCCGCGAAAG
GATATATGTCCGCAGCCTTCCCCGGATTTACTGNGCTTCCAGCGANCATCCGGATTTATTGGG
TGTAAAGCGAGAGCCGACGGTTTTTTAAGTTTAAAGTGAAAGCCCTCAGCTCAACCGCGGAAT
TGCTTTGGAAACTGGATAACTTGAGTCCAGAAGGGGAAAGTGGAACTCCATGTGTAGCGGNG
AAAGGCGTANATATATGGAAGAACACCGGTGGCGAAGGCGGCTGTCTGGTCTGTAACCGACG
TTGAGGCTTGAAAGTGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCCCACCGTAAACG
ATGAATGCTAGGTGTTAGAGGGTTTCCGCCGTTAAGTGCCGCAGCTAACGCATTAAGCATTCC
GCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCG
GTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCCGGCA
CAATTCCAGAA-3’

K12D

713

TGCAGTCGCACGAAGGTTTCGGCCTTAGTGGCGGACGGGTGAGTAACGCGTAGGAATCTATC
CGTGGGTGGGGGATAACTCTGGGAAACTGGAGCTAATACCGCATGACACCTGAGGGTCAAAG
GCGCAAGTCGCCTGCGGAGGAGCCTGCGTTTGATTAGCTTGTTGGTGGGGTAATGGCCTACC
AAGGCGATGATCAATAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGGACTGAGACACGGCC
CAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGGGCAACCCTGATCCAGCA
ATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGTTTTCGGATTGTAAAGCACTTTCGGCGGGGACGATGATGAC
GGTACCCGCAGAAGAAGCCCCGGCTAACTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAAGGGGG
CTAGCGTTGCTCGGAATGACTGGGCGTAAAGGGCGTGTAGGCGGTTTGTACAGTCAGATGTG
AAATCCCCGGGCTTAACCTGGGAGCTGCATTTGAGACGTGCAGACTAGAGTGTGAGAGAGGG
TTGTGGAATTCCCAGTGTAGAGGTGAAATTCGTAGATATTGGGAAGAACACCGGTGGCGAAG
GCGGCAACCTGGCTCATTACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAAA
TACCCTGGTAGTCCACGCTGTAAACGATGTGTGCTGGA-3’
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A partir de estas secuencias se hizo un alineamiento de secuencias de nucleétidos con la
base de datos existente utilizando el algoritmo nucleotide BLAST (por sus siglas en inglés Basic
Local Alignment Search Tool) http://blast.ncbi.nim.nih.gov/ (Altschul, et al., 1990). Esta herramienta
realiza una bulsqueda en una base de datos con todas las secuencias similares a la secuencia

consenso problema y muestra un listado con la posible

identificacion taxondémica del

microorganismo y su porcentaje de identidad. Para las secuencias consenso K48H y K12D, el

listado de las tres probables identificaciones taxonémicas se muestra en la Tabla 11.

Tabla 11. Identificacién de los microorganismos presentes en dos tiempos de fermentacion por medio de la

secuencia obtenida utilizando el algoritmo BLAST*(Altschul, et al., 1990).

Longitud e Porcentaje Porcentaje Valor
Muestra (fb) ldentificacion dodontidad  do cobertura X%
Secuencia parcial del gen
que codifica para el
fragmentg 16S rlposomal de 879% 979% 0.0
la bacteria no identificada
“S1I0C1409 N12D3 16S B".
GB LN567199.1
Secuencia parcial del gen
que codifica para el
KA8H 1003 fragmento 16S ribosomal de 87% 97% 0.0
Weisella confusa
PUFSTFMId44
Secuencia parcial del gen
que codifica para el
fragmento 16S ribosomal de 87% 97% 0.0
Weisella sp. VRE57B1 13
1E
Secuencia parcial del gen
que codifica para el
fragmento 16S ribosomal de 99% 100% 0.0
Acetobacter indonesiensis
BCC15762
Secuencia parcial del gen
que codifica para el
K12D 713 fragmento 16S ribosomal de 99% 100% 0.0
Acetobacter indonesiensis
SCMA51
Secuencia parcial del gen
que codifica para el
fragmento 16S ribosomal de 99% 100% 0.0
Acetobacter indonesiensis
SCMA47

*Fecha de consulta: octubre 2015
** E: valor de expectancia

39



Resultados y discusion

Debido al poder metodolégico que ofrece una reaccion en cadena de la polimerasa, la
amplificacion de pequenas cantidades de ADN permite la identificacion hasta de organismos
presentes en numeros pequenos y el tamano de la muestra se reduce considerablemente. Sin
embargo, cada paso fisicoquimico y biolégico involucrado en el analisis molecular es una fuente de
sesgo que conlleva a una vision incorrecta de la comunidad microbiana. Las secuencias del
amplificado del fragmento correspondiente al gen que codifica la subunidad ribosomal 16S
obtenidas a partir del metagenoma del pozol y su alineamiento con una base de datos referenciada
indican que la diversidad de la poblacion es amplia. Sin embargo, el método de analisis utilizado no
es el adecuado para poder determinar con seguridad la identificaciéon taxonémica de la comunidad.
Para el analisis de comunidades tan complejas mediadas por una reaccion de amplificacién, los
fragmentos deben ser separados en prioridad antes de la subsecuente secuenciacion y/o
hibridacion, ya que constituye una mezcla heterogénea de secuencias. Para los objetivos de este
trabajo, la secuenciacion directa se utilizé6 Unicamente para determinar que el templado tiene la
integridad suficiente para generar productos representativos.

El género Weissella, del cual la secuencia parcial del gen que codifica la subunidad
ribosomal 16S fue identificada con un 87% de identidad en la base de datos de NCBI. Esta bacteria
ya fue identificada como una especie predominante en el pozol por métodos microbiologicos y
moleculares (Wacher, et al., 2000; Ampe, et al., 1999), por tanto su presencia en tiempos
tempranos de fermentacion es indiscutible. Sin embargo, su correcta identificacion en este trabajo
no puede ser asegurada dado que los amplificados nunca fueron separados y se secuencié una
mezcla que nos permite Gnicamente saber que el ADN es amplificable pero no permite realizar un
analisis de biodiversidad.

El mismo criterio aplica para la secuencia obtenida del amplificado de los doce dias, aln y
cuando se haya identificado a Acetobacter con un 99% de identidad. Sin embargo si parece
importante precisar que este género se identific6 como predominante a los 12 dias de
fermentacion en un estudio protedmico del pozol (Cardenas, et al., 2014).

El algoritmo BLAST, a pesar de no medir homologia, reporta, en el caso de la secuencia
relacionada a Weisella, que el alineamiento de las dos secuencias consenso es significativo y las
secuencias estan relacionadas biol6gicamente, pero el porcentaje de identidad, que se define como
una medida en que dos secuencias nucleotidicas tienen los mismos residuos en las mismas
posiciones en una alineacién, no es significativo. Ademas del criterio de exclusion mencionado, un
argumento a considerar es que la calidad de los resultados por comparacion de secuencias
depende de la base de datos disponible, ya que de forma regular, los genes obtenidos de muestras
ambientales complejas muestran baja semejanza a secuencias conocidas haciendo que su
delimitacion filogenética se dificulte.
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Es importante también considerarotros sesgos en este trabajo y en estudios de diversidad.
Primero, la lisis de las células microbianas de los ambientes ha sido senalado como un paso critico
en una aproximacion mediada por PCR: una ruptura insuficiente o preferencial de las células puede
segar la vision de la composicion microbiana en ADN que no es retirado de la célula y no contribuira
en el analisis final de la diversidad. Por otro lado, las condiciones rigurosas para la obtencion del
ADN de bacterias Gram-positivas pueden dar lugar a fragmentaciones que pueden ser parte de
artefactos y contribuyen a la formacion de productos quiméricos. Segundo, la co-extraccion de
contaminantes, como el almidén presente al menos en tiempos iniciales de la fermentacion son
causa de la disminucion de la amplificacion ya que provocan serpenteos en las cadenas de
templado e inhiben la elongacion. Y tercero, la amplificacion diferencial, donde el resultado de las
amplificaciones surgen de una mezcla compleja de moléculas homédlogas que sirven como
templado y considerando que el muestreo es sesgado en forma espacial y temporal no es posible
reflejar una abundancia cuantitativa ya que la eficiencia de la reaccion debe ser la misma para
todas las especies. Para considerar una eficiencia homogénea de la reaccion, se deben hacer
varias suposiciones: que todas las moléculas son igualmente accesibles para la hibridacion; que
esta hibridacion se da con la misma eficiencia; que la eficiencia de extension de la polimerasa es la
misma para todos los templados y las limitaciones por el agotamiento del sustrato afectan de
manera equivalente la extension de todos los templados. Ademas, el tamano del genoma, el
ndimero de copias del gen rrn, y la presencia de genes con alto contenido de guanina y citosina de
cada especie presente dan como resultado una amplificacion preferencial de ciertos templados.

Las condiciones para la amplificacion asi como los oligonucleétidos han sido reportadas y
utilizadas en cepas aisladas de pozol y salchicha, (Ramirez-Chavarin, et al., 2010; Rodriguez, 2011);
pero no en los analisis metagenomicos. A pesar de que el uso de estas técnicas en analisis de
diversidad esta basado en el hecho de que la amplificacion de secuencias homoélogas pero no
idénticas ocurre con eficiencia equitativa, y la representacion del ecosistema es dependiente del
ndmero de ciclos en la reacciéon de amplificacion, la descripcion de la composicion y distribucion de
la comunidad total debe ser optimizada a fin de evitar ain mas el sesgo que implica la muestra
metagendmica obtenida, sin dejar de mencionar los sesgos implicados en la extraccion. El sesgo
dependiente de la técnica de amplificacion por la reaccion en cadena de la polimerasa puede ser
reducido por la disminucién del nimero de ciclos de replicacion, para evitar el realineamiento de los
productos de forma progresiva que inhibe la formacion de los hibridos oligonucleétidos de alta
eficiencia-templado, y que finalmente afectan la eficiencia de hibridacion y especificidad en
presencia de una mezcla de templados.

Lo anterior sustenta que el género Streptococcus, dominante a lo largo de toda la
fermentacion de acuerdo a los estudios de Ampe, et al. y Diaz-Ruiz, et al., correspondiera
probablemente a los sesgos mencionados y su identificacion y/o presencia no pudiera ser
reportada, al menos en este estudio preliminar. Este hecho, sin embargo, no necesariamente indica
que el protocolo no sea el adecuado para obtener una muestra propia del metagenoma presente en
el pozol; si bien es cierto que existe la posibilidad de realizar alternativas de purificacion del mismo,

41



Resultados y discusion

al identificar bacterias previamente descritas en el sistema y consideradas significativas, el método
presentado y analizado en este trabajo expone finalmente un acierto en la aproximacion de obtener
un metagenoma representativo. En seguida, se consider6é el diseno de oligonucleétidos
degenerados para tratar de identificar los genes de a-amilasas de Streptococcus.

4. Amplificacion de un fragmento del gen que codifica a la o las a-amilasas del género
Streptococcus

Los estudios de ecologia microbiana realizados en el pozol, muestran al género Streptococcus
como un candidato de ser el posible generador de azucares a partir del almidén (Ampe, et al., 1999;
ben Omar, et al., 2000; Diaz-Ruiz, et al., 2003). El género Streptococcus es un grupo heterogéneo
de bacterias Gram-positivas con gran significado para la medicina y la industria, son esenciales en
procesos industriales y lacteos y como indicadores de contaminacion. Varias especies de este
género son importantes ecoloégicamente como parte de la flora intestinal de animales y humanos
(Brooks, et al., 2011).

Antes de realizar la extraccion del ADN de las cepas aisladas del pozol que servirian de
control (Diaz, 2003), se confirm6 su fenotipo, realizando una siembra por agotamiento en medio
MRS-almidény observando su actividad amilolitica de forma cualitativa, sublimando cristales de
yodo para colorear el almidén en una placa con crecimiento por agotamiento y la actividad se not6
como un halo claro alrededor de las colonias aisladas de cada cepa, mostrada en la Tabla 12.
(Giraud, et al., 1993).

Tabla 12. Caracteristicas de las cepas del género Streptococcus aisladas del pozol.

Nombre Microorganismo o I
clave (% identidad) Actividad amilolitica Notas
Cepa asilada de pozol con
05124 S. infantarius mayor halo de inhibicion

(100%) (Diaz-Ruiz, et al., 2003)

Presenta un comportamiento
diferente en comparacion
con la cepa 25124

S. infantarius

A12203 (100%)
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Tabla 12. (cont.)

Nombre Microorganismo - o
clave (% identidad) Actividad amilolitica Notas
S. infantarius .
15430 (99%) Ninguna
S. infantarius .
A56203 (99%) Ninguna
S. infantarius .
A57103 (99%) Ninguna
. Presenta a-amilasas
S. bovis intracelular
A57206 S. infantarius 'extf‘;fe:‘u?a fessy
(99%) )
Streptococcus
A45201 macedonicus Ninguna
(100%)

La funcionalidad de los oligonucle6tidos degenerados disenados se probdé en las cepas del
género Streptococcus aisladas del pozol (Tabla 12), para lo cual primero se obtuvo el genoma
mostrado en la Figura 12, el cual muestra un genoma integro para cada una de las especies.

43



Resultados y discusion

10,000 pb.

LR

!

:

Figura 12. Gel de agarosa (0.8%) mostrando el genoma de las cepas control.
A MPM GeneRuler (Thermo Scientific); 1 S. infantarius 25124 (100% ident.) 2 S. infantarius 15430 (99% ident.);
3 S. infantarius A56203 (99% ident.); 4 S. infantarius A57103 (99%ident.);5 S. infantarius A57206 (99%ident.);
6 S. infantarius A12203 (100% ident.) 7 S. macedonicus A45201 (100% ident.) (Diaz, 2003).

Para el diseno de los oligonucle6tidos se realizd una investigacion extensiva de secuencias
de a-amilasas reportadas para el género Streptococcus en GeneBank http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
(Benson, et al.,, 2013) y CAZy (Carbohydrate Active Enzymes database, por sus siglas en inglés)
http://www.cazy.org (Lombard, et al., 2013). Se eligieron las secuencias de aminoacidos de las
especies mas representativas de Streptococcus por similitud y localizacion, refiriéndose a ser
enzimas intracelulares, extracelulares o citoplasmaticas. Se eligieron dos secuencias proteicas
conservadas, la primera ubicada en la Region | en la tercera lamina beta y la segunda ubicada en
la Region IV en la séptima lamina beta.

Se buscaron los aminoacidos que se han reportado como conservados en GeneBank
(Benson, et al., 2013) y se realizd un alineamiento con el algoritmo de ClustalW mostrado en la
Figura 13 http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/ (Larkin, et al.,2007), mostrado en la Figura
13 a fin de analizar sus homologias.
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Regidén I Regidén IV
Streptococcus 83 87

oralis ATCC 35037 -QGIQPMADVVLNHKAA--—--- ADH //RTVVELKPDKAVTEMD TORGQALEST
mitis NCTC 12261 -QGIQPMADVVLNHKAA----- ADH //RTVVELKPYKTVTEMD TQRGQALEST
equi subsp. zooepidemicus —-ANIKPIADVVLNHKAN----- GDH //RQQVASRPDLAVT TQRGQALEST
equi subsp. equi 4047 -AKIKPIADVVLNHKAN----- GDH //RQQVASRPDLAIT TQRGQALEST
sp. 2 1 36FAA, ¢ -NGIEPIADVVLNHKAA----- ADG //RTTVKNHPESAVT TORGQALEST
thermophilus LMD-9, ¢ -VGIIPMADVVLNHKAA----- ADK //RTKVKNHPEHAVT TORGQALEST
equi subsp. zooepidermicus, ¢ -AKIKPIADVVLNHKAN----- GDH //GSLVASRPDLAIT TOQRGQALEST
gordonii, ¢ -NGIDPIADVVLNHKAA----- ADG //HTLVKNHPESAVT TOQRGQALEST

Figura 13. Alineamiento de las secuencias de proteinas conservadas de la regién | y regién IV para la a-amilasa de
distintas especies del genero Streptococcus. Las especies que presentan una ¢ en su nombre son amilasas
citoplasmaticas. En amarillo se muestra la regiéon | conservada y en rosa se muestra la region VI conservada que se
emplearon para el disefio de los oligonucleétidos. Entre ambas regiones existen 221 aminoacidos (Figura elaborada de
acuerdo a la informacién obtenida en ClustalW; Larkin, et al.,2007).

Se realizd la basqueda de sus equivalentes en bases nucleotidicas y el alineamiento de las
mismas utilizando el algoritmo Clustal W http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/ (Larkin, et al.,
2007) y a partir de estas se obtuvo la secuencia para los oligonucleétidos degenerados mostradas
en la Figura 14, para la orientacion Forward y en La Figura 15 para la orientacion Reverse (Tabla 5).

Para el diseno de los oligonucleétidos se consideraron de forma importante los siguientes

parametros:

= Que el indice de degeneracion no fuera mas de 144 (Anexo Il)
= Que el porcentaje de Guanina-Citosina fuera préximo a un 50%
= Una ATm (diferencia de temperaturas de fusion) no mayor a 5°C

= Que no ocurrieran

estructuras secundarias y los dimeros de los mismos

Streptococcus

interacciones entre oligonucleétidos, para evitar la formacion de

Regién I

B3

oralis

mitis

equi subsp.
equi subsp.

sp. 2 1 36FAA,

thermophilus LMD-9,

equli subsp. zooepidermicus,
gordonii,

zooepidemicus
equi 4047

C

Q Q Q

CCTATGGCC
CCTATGGCA
CCTATTGCT
CCTATTGCT
CCAATCGCT
CCTATGGCC
CCTATTGCT
CCAATTGCT

GCTAGTCAC
GCTTGTAAC
AATTGTTAC
AATTGTTAC
GCTTGTGAC
GCCGGTAAC
AATTATTAC
GCATGTGAC

GATGTBGTGCTVAAYCAYAAGGCT

Figura 14. Alineamiento de las secuencias nucleotidicas conservadas para la region | de a-amilasas de las especies del
género Streptococcus. En gris se muestran las bases degeneradas. La nomenclatura universal para bases
incompletamente especificadas se encuentra en el Anexo Il, Tabla 13 (Figura elaborada de acuerdo a la informacion
obtenida en ClustalW; Benson, et al., 2013; Larkin, et al., 2007)

45



Resultados y discusion

Streptococcus Region IV
B7
oralis AAAGCAGTC ACGAGGACAA
mitis AGACTGTAA ACGTGGTCAG
equi subsp. zooepidemicus TTGCTGTTA AAGAGGACAA
equi subsp. equi 4047 TTGCTATTA AAGAGGGCAA
sp. 2 1 36FAA, c CAGCTGTGA GCGTGGTCAA
thermophilus LMD-9, c¢ ATGCGGTAA ACGTGGACAA
equi subsp. zooepidermicus, c¢ TTGCTATTA AAGAGGGCAA
gordonii, c¢ CAGCTGTGA GCGTGGTCAA
CCTTTGTDGAMAAYCATGAYACCCA

>REV
TGGGTRTCATGRTTKTCHACAAAGG

Figura 15. Alineamiento de las secuencias nucleotidicas conservadas para la region IV de a-amilasas de las especies
del género Streptococcus. En gris se muestran las bases degeneradas. La nomenclatura universal para bases
incompletamente especificadas se encuentra en el Anexo Il (Figura elaborada de acuerdo a la informacién obtenida en
ClustalW; Benson, et al., 2013; Larkin, et al., 2007)

Una de las ventajas buscada en el diseno era amplificar una secuencia corta y que estuviera
dentro de regiones muy conservadas. Esta secuencia incluye determinantes estructurales y un
residuo catalitico dentro de la region B sumando que el tamano del producto de amplificacion
disminuye el sesgo. La Figura 16 muestra el producto de amplificacion con el tamano aproxiamdo
esperado utilizando como templado el ADN genémico de 6 de las 7 cepas del género Streptococcus
aisladas del pozol, utilizadas como control positivo. Este resultado es la confirmacion de que el
diseno de los oligonucle6tidos degenerados es adecuado para la amplificacion del fragmento B-3/p-
7 de las amilasas del género Streptococcus. Ademas, se puede observar que a pesar de que las
reacciones se realizaron en las mismas condiciones, la cuantificacion de amplificado por medio de
los geles de agarosa es variable, lo cual infiere que la eficiencia de la reaccion entre cada especie
es variable, como se habia descrito en las reacciones empleadas para la descripcion de
comunidades microbianas. Ademas, se puede obtener informacion valiosa a partir de estos
productos ya que los fragmentos no estan reportados para las cepas amiloliticas aisladas del pozol.

La cepas identificadas como S. Infantarius A12203y Streptococcus macedonicus A45201
muestran una alta amplificacion, coincidiendo con los resultados de las pruebas cualitativas de
actividad amilolitica; sin embargo, no se puede afirmar que sean cepas con alta productividad
dentro del pozol, ya que existe una reestructuracion metabdlica de los microorganismos debido a la
adaptacion al nicho de fermentacion y en cierta forma a la seleccion de la diversidad en cada lote
de fermentacion, ya que entre mas tradicional es la preparacion, mas compleja es la comunidad.
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Figura 16. Gel de agarosa (1%) mostrando el amplificado del fragmento del gen que codifica a la a-amilasa del
género Streptococcus. A MPM GeneRuler (Thermo Scientific); 1 S. Infantarius 15430 (99%);
2 S. infantarius A56203 (99%); 3 S. infantarius A57103(99%); 4 S. Infantarius A57206(99%);
5 S. Infantarius A12203(100%); 6 S. macedonicus A45201 (100%) (Diaz, 2003).

A pesar de que se comprobd que los oligonucleétidos son viables para la amplificacion del
fragmento del gen que codifica la a-amilasa del género Streptococcus desde las regiones
protedmicas | a IV, estos fragmentos no pudieron ser amplificados a partir del metagenoma del
pozol probablemente debido a su presencia en un muy bajo nimero de copias en una matriz con
una alta diversidad en contenido gendmico (Figura 17).

Sin embargo, se ha reportado que S. infantarius produce acido lactico, melobiosa y pululano a
partir del almidén debido a la expresion una a-glucosidasa, por lo que es posible pensar que la
actividad amilolitica identificada en este microorganismo no sea debida a una alfa-amilasa sensu
stricto (Satoh, et al., 1997; Schlegel, et al., 2000). Este resultado que contrasta con el obtenido
recientemente por Rodriguez (2015) quien logré extraer la proteina asociada a membrana con
actividad amilolitica de Streptococcus infantarium 25124 vista en un gel de actividad que

previamente habia sido reportada (Diaz-Ruiz, et al., 20003), la cual se tiene previsto purificar y
caracterizar.
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Figura 17. Gel de agarosa (1%) mostrando el resultado de la reaccién de amplificacion del fragmento del gen que
codifica a la a-amilasa del género Streptococcus en pozol a distintos tiempos de fermentacion.
A MPM GeneRuler 1 Kb (Thermo Scientific); 1 t=0, ausente; 2 t=24h, ausente; 3 t=48h, ausente; 4 t=72h, ausente;
5 t=7 dias (168 h), ausente; 6 control: S. infantarius 25124 (100% de identidad); amplificado senalado con una flecha.

Turpin, et al., (2012) realizaron un estudio donde buscaron amilasas en los metagenomas de
fermentaciones tradicionales de yuca y cebada y donde reportan una gran variabilidad en la
presencia de genes relacionados con el metabolismo del almidon; por ejemplo, en todas las
muestras se encontraron los genes que codifican para glucégeno-fosforilasa, oligo-1,6-glucosidasa y
un o-glucosidasa, pero los genes para c-amilasas, neopululanasas y maltosa-fosforilasa no fueron
sitematicamente encontradas en la fermentacion de cebada y nunca en la fermentacion a partir de
yuca, por lo que se mantiene la suposicion que en fermentaciones tradicionales complejas, el
metabolismo de un sustrato tan complejo como el almidon no necesariamente se debe a la
actividad de una amilasa.
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Conclusiones

A pesar de la complejidad de la muestra se disend y optimizd una metodologia que permite

obtener el metagenoma propio del pozol a distintos tiempos de fermentacion.

Se obtuvo una probable identificacion del género Weisella con un 87 % de identidad en el

metagenoma del pozol con 48 horas de fermentacion.

Se obtuvo una probable identificacion del género Acetobacter con un 99 % de identidad en

el metagenoma del pozol con 12 dias (288 horas) de fermentacion.

El diseno de los oligonucleétidos degenerados permitié la amplificacion del fragmento del
gen que codifica de la region | a la IV de la a-amilasa de las especies de Streptococcus aisladas del

pozol.

Los oligonucledtidos disenados no permitieron la identificacion de las amilasas de

Streptococcus en el pozol.
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Perspectivas

Secuenciar los fragmentos obtenidos del gen que codifica de la region | a la IV de la o-

amilasa de las especies de Streptococcus aisladas del pozol.

Evaluar el uso de amilasas para disminuir la presencia e interferencia del almidon en la

muestra.

Considerar el diseno y amplificacion de fragmentos conservados de genes que codifiquen las o-
amilasas y otras glucosido-hidrolasas y su complementariedad con otras técnicas moleculares en
Streptococcus y otros géneros dominantes descritos en el pozol, como Lactobacillus, Lactococcus y

Enterococcus a fin de obtener una mejor descripcion del sistema amilolitico del pozol.
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1. Extraccion de acidos desoxirribonucleicos.

Este procedimiento se considera rapido, accesible, obteniendo ADN de alta calidad, ya que la
habilidad para extraerlo es crucial para estudiar la genética molecular de un organismo.

El paso inicial en el aislamiento es la ruptura de la pared. Hay diferentes formas de romper la
pared celular de los organismos; la mas comun es congelar el tejido y romperlo mediante fuerzas
mecanicas. A pesar del método de ruptura, es importante que el tejido sblo se descongele en
presencia de la solucion de lisis para prevenir una posible degradacion del ADN. Una vez que el ADN
esté solubilizado en la solucién de lisis con una temperatura alta, el ADN es purificado mediante
una serie de centrifugaciones y extracciones con solventes organicos y finalmente precipitando en
presencia de alcohol (Allen, et al., 2006).

2. Cuantificacion de ADN por espectrofotometria

Cualquier experimento que requiera la manipulacion de los acidos nucléicos también requiere
de la cuantificacion apropiada para asegurar resultados reproducibles. Las bases nitrogenadas
absorben la luz ultravioleta a una longitud de onda de 260 nm y es proporcional a la concentracion
de los acidos nucléicos. La relacion entre la absorcion y la concentracion de ADN es linar en 1a260
por cada 2 acidos nucléicosaoso (Figura 18) (Stephenson, 2003).

Absorbancia a 230 nm: Indica sales en la muestra

Absorbancia a 260 nm: Detecta especificamente los acidos nucléicos que componen
una solucion.

Absorbancia a 280 nm: Detecta la presencia de proteina (los residuos de triptéfano
absorben a esta longitud de onda).

Absorbancia a 320 nm: Detecta cualquier componente insoluble disperso en la
solucion.
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Figura 18. Visualizacion espectrofotomética tipica para ADN de doble cadena
(Stephenson, 2003).

3. Electroforesis de acidos nucléicos.

Esta técnica permite separar fragmentos de ADN y cadenas de ARN de distinto tamano. En
general, la electroforesis separa moléculas de una mezcla haciéndolas migrar bajo la influencia de
un campo eléctrico. Se coloca la muestra en un gel que a su vez se coloca en una solucidon
conductora de electricidad. Si dos moléculas tienen aproximadamente la misma forma y masa, la
gue tenga mayor carga neta migrara mas rapidamente hacia el electrodo de polaridad opuesta.

A medida que se desarrolld esta técnica, se descubrid que al usar geles de distinto tamano de
poro, la resolucion mejoraba de manera significativa, utilizado especialmente para separar
moléculas con una relacion carga:masa similar, pero de tamanos diferentes. Asi, el uso de medios
porosos como los geles de poliacrilamida o geles de agarosa, proporciona la base para la
separacion de las moléculas, donde, las moléculas mas pequenas migran a través del gel a una
mayor velocidad que las mas grandes. La clave de la separacion esta en la matriz del gel, que
restringe mas la migracion de las moléculas grandes que la migracion de las moléculas pequenas.
El poder de resolucion es tan grande que pueden separarse con claridad polinucleétidos que se
diferencian por un solo nucle6tido de longitud. Cuando finaliza la electroforesis, las bandas de las
moléculas de distinto tamano se identifican por autorradiografia o mediante colorantes
fluorescentes que se unen a los acidos nucléicos. EI bromuro de etidio (BrEt) es un agente
intercalante usado cominmente como marcador de acidos nucleicos en laboratorios de biologia
molecular para procesos como la electroforesis en gel de agarosa. Cuando se expone esta
sustancia a luz ultravioleta, emite una luz roja-anaranjada, que se intensifica unas 20 veces
después de haberse unido a una cadena de ADN. Este efecto es debido al aumento de la
hidrofobicidad del medio, y no a la rigidificacion del anillo bencénico, no estando éste entre pares
de bases del ADN (Figura 19) (Klug, et al., 2006).
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Figura 19. Esquematizacion de la electroforesis de acidos nucléicos
(Klug, et al., 2006).

4. Fragmento correspondiente a las regiones variables V1 a V6 del gen que codifica la
subunidad ribosomal 16S

Los acidos nucleicos y las proteinas presentes en los seres vivos cambian con el tiempo, y por
ello pueden considerarse como cronémetros moleculares. La mayor parte de las bacterias
conocidas pueden identificarse mediante técnicas microbiolégicas convencionales, que requieren el
aislado previo del microorganismo y se basan en caracteristicas fenotipicas. Sin embargo, existen
situaciones en las cuales la identificacion con esta metodologia no es factible. EI ARN ribosémico
16S es la macromolécula mas ampliamente utilizada en estudios de filogenia y taxonomia
bacteriana; consiste en una cadena polirribonucledtida de aproxiamadamente 1,500 nucle6tidos,
codificados por el gen rrn, también denominado ADN ribosomal 16S. Presenta una estructura
secundaria debido al plegamiento caracteristico de cualquier cadena sencilla.

El analisis de esta molécula ha revelado la presencia de una o mas secuencias cortas
especificas denominadas oligonucle6tidos firma. Estas aparecen en la mayor parte de los miembros
de un determinado grupo filogenético, y ocasionalmente estan presentes en otros grupos. Por ello
se utilizan para ubicar a cada bacteria dentro de su propio grupo.
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Aunque existen cronémetros moleculares alternativos al ARNr 16S, hasta el momento ninguno
ha conseguido desplazarle. Woese, en 1970, dio a conocer ciertas caracteristicas para ser
considerado como cronémetro molecular definitivo:

1. Se trata de una molécula muy antigua, presente en todas las bacterias actuales, siendo asi,
un blanco universal para su identificacion.

2. Su estructura y funciéon han permanecido constantes durante un tiempo muy prolongado, de
modo que las alteraciones en la secuencia reflejan probablemente cambios aleatorios.

3. Los cambios ocurren de manera suficientemente lenta como para aportar informacion
acerca de todos los procariotas.

4. Eltamano relativamente largo de los ARNr 16S minimiza las fluctuaciones estadisticas.

5. La conservacion en estructura secundaria puede servir de ayuda en las comparaciones,
aportando una base para el alineamiento preciso.

6. Es relativamente facil secuenciar los ADN 16S, existe una base de datos amplia, en continuo
crecimiento.

El método molecular de identificacion bacteriana mediante secuenciacion del ADNr 16S, incluye
tres etapas: amplificacion del gen a partir de la muestra apropiada, determinacion de la secuencia
de nucleétidos del amplicon y el analisis de la secuencia (Rodicio, et al., 2004).

5. Amplificacion de ADN mediante la reaccion en cadena de la polimerasa

La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR, por sus siglas en inglés Polymerase Chain
Reaction), es una técnica que copia secuencias especificas de ADN mediante una serie de
reacciones in vitro, y puede amplificar secuencias templado presentes en cantidades infinitesimales
entre una poblacion de otras moléculas de ADN.Inventada por Kary Mullis a mediados de la década
de los 80s, las aplicaciones de la PCR y de sus numerosas variantes son practicamente ilimitadas:

»= Permite muchos estudios de expresion genética

= Secuenciacion directa de secuencias amplificadas

= Deteccion de mutaciones

=  Seguimiento de la efectividad de tratamiento de enfermedades

= Diagnosticos de enfermedades genéticas e infecciosas

= En ciencia forense: identificacion de restos biolégicos, determinacion de paternidad,
= Pruebas periciales en criminalistica

Para realizar una reaccion de PCR es necesario preparar una mezcla que contiene los siguientes
componentes:

1. ADN templado: en el que se encuentra la region que se va a amplificar.

2. dNTPs (desoxirribonucleodsidos trifosfato): dATP, dCTP, dGTP, dTTP.
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3. Oligonucledtidos: a partir de los cuales la polimerasa sintetiza las nuevas cadenas, uno para
el extremo 5’ y otro para el extremo 3’ de la secuencia que se quiere amplificar

4. ADN polimerasa: enzima que lleva a cabo la sintesis de las nuevas cadenas.

5. Concentracion de magnesio. La optimizacion de la concentracion del ibn magnesio tiene
grandes ventajas, ya que afecta el alineamiento de los oligonucleétidos, la temperatura de
disociacion de las cadenas, tanto del templado como del producto, la especificidad del
producto, la formacién de dimeros de oligonucleétidos y la actividad y fidelidad de la enzima.

6. Otros componentes. Una solucidbn que contenga iones bipolares, KCI para facilitar el
alineamiento de los oligonucleétidos, gelatina o albumina bovina y detergentes no ionicos
como el tween 20 o laureth 12 son incluidos para ayudar a estabilizar la enzima

En la practica, la reaccion en cadena de la polimerasa implica tres pasos por cada ciclo, donde
la cantidad de ADN amplificado que se produce solo esta limitada por el nimero de veces que se
repiten estos pasos (Figura 20):

1. ElI ADN a amplificar se desnaturaliza en cadenas sencillas. Este puede provenir de muchas
fuentes, incluyendo ADN gendmico, restos fosiles, forenses, etc. EI ADN de doble cadena se
desnaturaliza en un intervalo de temperatura de 90°C a 95 °C, normalmente 5 minutos

2. Los oligonucleétidos se hibridan al ADN desnaturalizado a una temperatura de 50°C hasta
70°C que sirven como punto de iniciacion para la sintesis de nuevas cadenas de ADN
complementario al templado

3. Ala mezcla se le agrega una polimerasa resistente al calor extendiendo los oligonucle6tidos
por adicion de en direccion 5’-3’, haciendo una copia de doble cadena. Este paso se realiza
de 70°Ca75°C

Los pasos de desnaturalizacion, emparejamiento y sintesis se repiten sucesivamente, rindiendo
un producto que corresponde a un segmento de ADN de doble cadena cuyos extremos 5' estan
flanqueados por los oligonucleétidos y cuya longitud viene definida por la distancia entre ellos. El
proceso es automatico y se lleva a cabo en un termociclador, que puede programarse para realizar
un namero predeterminado de ciclos, produciendo grandes cantidades de segmentos de ADN
amplificado en poco tiempo (Klug, et al., 2006; Cortazar, et al., 2004).
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Figura 20. Reaccién en cadena de la polimerasa. Pasos necesarios para la amplificacion en cada ciclo
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5. Secuenciacion de acidos nucléicos

Inicialmente, se pensaba que la secuenciacion de los acidos nucléicos era mucho mas dificil
que la secuenciacion de proteinas, debido a la falta de sustratos puros del tamano adecuado con
los cuales desarrollar los métodos y en parte, a la composicion de los acidos nucléicos.

Después de 1975, se realizd un progreso dramatico en la tecnologia de la secuenciacion de los
acidos nucleicos. Tres avances hicieron esto posible:

1. El descubrimiento de las endonucleasas de restriccion, enzimas que cortan ADN de cadena
doble en secuencias especificas.

2. El desarrollo de mejores técnicas de secuenciacion de ADN.

3. El desarrollo de técnicas de clonacion que permitieron la adquisicion de un segmento de
ADN en las cantidades necesarias para secuenciarlo.

El método de Sanger se basa en el uso de la ADN polimerasa para sintetizar cadenas de con
una terminacion especifica. Con este método se generan fragmentos de todos los tamanos posibles
que se puedan distinguir entre si, por el tipo de marcaje que llevan o por la incorporacion de un
terminador especifico. Entre los componentes de la reaccion se incluyen nucleétidos que no tienen
un grupo hidroxilo en su extremo 3’(ddNTP), para poder obtener una terminacion especifica en las
cadenas. Una vez que el ddNTP se incorpora como el residuo terminal, evita que la cadena de ADN
sintetizada continle extendiéndose. La incorporacion de los ddNTPs es al azar, de tal forma que se
obtienen fragmentos de todos los tamanos posibles que terminan en un residuo especifico. En el
método de Sanger (1977), la estrategia es hacer cuatroreacciones diferentes de sintesis de ADN,
utilizando un ddNTP distinto en cada tubo. Con la mezcla del nucleétido normal (dNTP) y
suterminador (ddNTP), se pueden generar fragmentos complementarios de diferentes tamanos que
terminan en el mismo nucleétido. Después, estos fragmentos se pueden separar en un gel de
electroforesis con cuatro carriles distintos, para determinar la secuencia del templado.

Los hallazgos de la década de los 80s (mejores polimerasas, PCR,marcas fluorescentes)
contribuyeron al desarrollo de maquinas automatizadascapaces de determinar miles de bases de
secuencia por dia. Las primerasmaquinas de secuenciacion salieron a finales de los 80s, basadas
en laterminacion especifica con cuatro diferentes fluoréforos. La mezcla de sintesisse cargaba en
un solo carril de gel, en tubo, y se usaba un detector dptico paradeterminar la absorcion de cada
banda, casi al final del tubo. Posteriormente, se experimentd con el uso de una maquina que tenia
undetector Optico capaz de leer la informacion de cuatro carriles. En este caso, se reportd que era
posible obtener informacion precisa demas de 400 pb, usando solo un marcador fluorescente y
separando las cuatroreacciones. En 1988 sereportd el primer protocolo que usabamarcadores
fluorescentes en lugar de is6topos radioactivos, Utilizando un marcador que no interferia conla
degradacion de la molécula de ADN y lograron secuenciar 50o0ligonucleétidos de 20 bases cada
uno, en un sélo gel. En 1994, se reportd el uso de la polimerasa termoestable que es capaz de
sintetizar fragmentos grandes con terminacion especifica.Esto permitio determinar hasta 1000
bases de una secuencia por reaccion. Esto fue un gran hallazgo, porque a pesarde losavances en la
automatizacion de la secuenciacion la informacion que seobtenia después de unas 400 bases de
secuencia era dificil de interpretar ysusceptible a error (de Necochea, et al., 2004).
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1.

Anexo 1l

Soluciones de lisis celular
= Solucién SDS 0.5% (Edwards, et al., 1991)
200 mM Tris-HCI pH 7.5
250 mM NaCl
25 mM EDTA
0.5% SDS

= Solucion SDS 1.5% (Ren, et al., 2006)
100 mM Tris HCI pH8

50 mM EDTA pH 8

500 mM NacCl

1.5% SDS

0.38% NA2HSO3

= Solucién CTAB 2% (Ren, et al., 2006)
100 mM Tris HCI pH 8

20 mM EDTA pH 8

1.4 M NaCl

2% CTAB

0.4% B-mercaptoetanol.

Soluciones de uso cotidiano

=  Soluciéon TE
10 mM Tris-HCI pH 8
1 mM EDTA

= Solucion TEN
0.1M NaCl

10mM Tris HCI pH8
1mM EDTA pHS8

= Solucion TAE 50X

245 g Tris base

57.1 mL acido acético glacial
100 mL EDTA 0.5M (pH8)
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=  Solucion TS
50mM Tris HCI pH 7.5
25% peso/vol sacarosa

= Medio de cultivo MRS-Almidén (Man, Rogosa y Sharpe)
10 g/L peptona

5 g/L extracto de carne

5 g/L extracto de levadura

20 g/L almiddn

2.17 g/L citrato de amonio

5 g/L acetato de sodio trihidratado

0.207 g/L sulfato de magnesio heptahidratado

0.056 g/L sulfato de manganeso hidratado

2.62 g/L fosfato de potasio dibasico

. Calculo del indice de degeneracion en un oligonucleétido.

Establecidos por la International Union of Pure and Applied Chemistry (IUPAC) en 1970, la
nomenclatura universal para bases degeneradas se ha mantenido para no confundirlas con las
bases canédnicas (A,T,G,C); son usadas para codificar una secuencia consenso de una poblacion
de secuencias alineadas utilizadas en analisis bioinformaticos. Esta notaciénesta representada

en la Tabla 12.

El indice de degeneracion en un oligonucledtido representa todas las combinaciones

posibles que puede haber del oligonucledtido disenado.

Tabla 13. Nomenclatura universal para bases incompletamente especificadas.

org | ks gy Nt
R A/G I AC/T
Y T/C B C/G/M
w AT v G/A/C
s /G D CRT
M A/C N AG/T/C
K G/T
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Para el fin de este trabajo, es necesario saber cuantas bases estan representadas por cada
una de las letras de la nomenclatura, ya asi, dependiendo de cuantas bases representa cada
letra dentro de la nomenclatura en el oligonucleétido degenerado, se puede saber el indice de
degeneracion.

Ejemplo: El oligonucleétido degenerado contiene las siguientes letras de la nomenclatura en su
secuencia:

H,B,W,R,M;
el indice de degeneracién es calculado:

Producto de degeneracion=[H(3;representa tres bases)][B(3;representa tres bases)]
[W(2;representa dos bases)][R(2; representa dos bases)]
[M(2;representados bases)]
= [3l3][2][2][2] =T72.

El indice de degeneracion es 72; es decir, el oligonucleétido tendra 72 secuencias distintas en la
mezcla de reaccion y solamente 1 de los 72 oligonucleédtidos hibridara exactamente con el
templado
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