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Resumen.

El atole agrio de maiz es una bebida ceremonial que se elabora por la poblacion
nahuatl y mestiza en San Andrés Tzicuilan, Cuetzalan, en la Sierra Norte del estado de
Puebla. El principal objetivo de este trabajo fue cuantificar, aislar, identificar y conservar
las especies de levaduras presentes en cada una de las etapas de elaboracion y
fermentacion del atole agrio, utilizando los métodos tradicionales, asi como corroborar,
mediante la secuencia de bases del dominio D1/D2 del gene 26S ADNr, la identidad de
algunos aislados seleccionados. Se determiné la micobiota presente en las materias
primas utilizadas para elaborar el atole (pasta de hierba con cal y maiz nixtamalizado
molido) asi como en tres muestras de atole en diferentes tiempos de fermentacion. En la
pasta de hierba con cal no se encontraron microorganismos. De nixtamal molido se
obtuvieron 1.04X10* ufc/g, de las cuales se aislaron 51 cepas que correspondieron a:
Candida pararugosa (26), Candida famata var. famata (1), Candida intermedia (3),
Candida parapsilosis (3), Candida sp. afin a C. tenuis (1), Pichia galeiformis (1),
Saccharomyces cerevisiae (1), Cryptococcus curvatus (2), Trichosporon cutaneum (3),
Cryptococcus sp. afin a Cr. curvatus (1) y 9 aislados de mohos pertenecientes a los
géneros Penicillium, Aspergillus, Fusarium y Cladosporium. El atole que se preparo en el
cantaro 1 (muestra1) no fermenté adecuadamente, el pH alcalino de 9.5 se mantuvo por
34 h, hasta que después de 48 h disminuy6é a 7.5. Esto posiblemente se debié a un
exceso de cal en la preparacion, ademas la olla utilizada era nueva, lo que produjo el
desarrollo de una escasa diversidad de especies de levaduras. Se recolectaron muestras
de este atole a las 0, 3, 6, 9, 11, 24, 34 y 48 h de fermentacién. Por otro lado, de los
atoles de los cantaros 2 (muestra 2) y 3 (muestra 3) se tomaron muestras hasta las 72 h
de fermentacion, con un pH acido de 4.3. De la muestra 1 se aislaron 5 especies de
levaduras: 2 cepas de Cryptococcus usbekistanensis, un aislado del tiempo 0, esto es, del
atole recién agregado a la olla de fermentacién (4X102 ufc/ml) y el otro aislado del tiempo
2, después de 6 h de fermentacion (1.1X10° ufc/ml), Candida parapsilosis (3X10° ufc/ml) y
Cryptococcus sp. (4x10% ufc/ml) durante el tiempo 4, después de 11 h de fermentacion,
Cr. albidus (9X10° ufc/ml) del tiempo 5, después de 24 h de fermentacion, y 52 aislados
de mohos pertenecientes a los géneros arriba mencionados obtenidos a lo largo de las 48
h de fermentacién. Después de 72 h de fermentacién, de la muestra 2 se aislaron dos
cepas de la levadura Kloeckera apiculata (4X10? ufc/ml) y 29 aislados de mohos que
correspondieron a los géneros anteriormente citados y de la muestra 3, se obtuvieron 18
cepas de mohos, también de los géneros antes mencionados. No se conoce aun de
donde provengan los microorganismos responsables de la fermentacion de la bebida; ya
que la temperatura a la que se termina de cocinar el atole y es agregado al cantaro es de
80°C. Es posible que el indculo inicial provenga de la olla, pudiendo servir de proteccién
para los microorganismos en contra de la temperatura y de las hojas de platano que
cubren la boca del cantaro. En general, en las muestras de atole se obtuvieron pocos
aislados de levaduras, correspondiendo a las diluciones 10™ y 10, posiblemente porque
el pH del medio de cultivo utilizado, PDA (papa-dextrosa-agar), fue de 3.0, lo que inhibié
el crecimiento de microorganismos. Ademas en el cantaro 1, utilizado por primera vez,
(muestra1) se mantuvo un pH alcalino (pH 9.5-8.5).



Abstract

The consumption of sour maize gruel in México is widely spread among the
indigenous and mestizo people in rural areas. Because of the shortage of potable
water, this beverage is sometimes consumed as a substitute for water in San
Andrés Tzicuilan, small village located in municipality of Cuetzalan, in the northern
part of the state of Puebla, México and it is prepared as follows:

Maize is boiled for 1h in water in the presence of 1% calcium hydroxide, thus
producing the “nixtamal”, wich is left overnigth. Maize grains are then washed and
ground until a dough is obteined. One kilogram of dough is dissolved in 1 It of
water, and is added to the 20 It of boling water. The mixture is stirred with a wood
stick about 15 min until a thick mixture is obteined. Meantime, is elaborated a paste
made with calcium hydroxide and leaves of a weed Ageratum corymbosum Zucc.
ex Pers. that is dissolved in little water. When the gruel mix is ready, it is poured
into the clay container, a bunch of firing charcoal and the paste of a weed and lime
is added, and the top of the clay pot is covered with banana-like leaves. After 48 h
of fermentation the gruel loses is thick consistency and an alcoholic and refreshing
taste is obtained.

The main objetives of this work were the cuantification, isolation, identification and
conservation of yeasts present in diferent stages of the sour gruel fermentation
using traditional methods, and corroborated through rDNA sequencing of D1/D2
motif of the 26S gene the identity of some selected strains.

The dough and paste of weed and lime were analysed. Not isolated obtained from
paste. Fiftyone strains (1.04X10* cfu/g), were identified from dough as Candida
pararugosa (26), Candida famata var. famata (1), Candida intermedia (3), Candida
parapsilosis (3), C. tenuis (1), Pichia galeiformis (1), Saccharomyces cerevisiae
(1), Cryptococcus curvatus (2), Trichosporon cutaneum (3), Cryptococcus sp.
relation by affinity with Cr. curvatus (1) and 9 strains of molds belonging
Penicillium, Aspergillus, Fusarium and Cladosporium genera. Samples of the gruel
fermentation were taken at 0, 3, 6, 9, 11, 24, 34 and 48 h from clay pot one. The
species identified were Cryptococcus usbekistanensis (4X10% and 1.1X10° cfu/ml),
Candida parapsilosis (3X10° cfu/ml), Cryptococcus sp. (4x10? cfu/ml), Cr. albidus
(9X10° cfu/ml) and 52 strains of molds belonging the similar genera mentioned
above. After 72 h of fermentation, was isolated Kloeckera apiculata (4X10% cfu/ml)
and 29 starins of molds from clay pot two. From clay pot three, were isolated 18
strains of molds. It is not clear yet where the microorganisms, wich conduct the
fermetation, come from because a high temperature is mantained during the first
hour of fermentation. It is possible that the initial inoculum may come from the clay
pot that could be a shelter for the microorganisms against high temperatures and
banana-like leaves who covered the top of the clay pot.



. ANTECEDENTES

l. 1 CARACTERISTICAS DEL ATOLE AGRIO

[.1.1 Definicién, origen y tradicion

Desde hace varios milenios el maiz no sdlo ha sido el principal alimento de las
culturas mesoamericanas sino también parte fundamental de su vida espiritual.
Hasta el momento, este cereal sigue siendo el alimento basico de la mayoria de
los paises latinoamericanos y sus grupos indigenas. En México, para los nahuas,
el teozintli, “maiz de los dioses”, es una planta alimentaria, vinculada con su vida
social y cultural , representa un alimento sagrado dentro de su religion y refleja la
manera en como perciben el mundo (Lappe, 1988; Viniegra, 1993; Castillo, 2000).
En localidades de la Sierra Norte del estado de Puebla el maiz se siembra y
consume por todos los grupos indigenas, cosechandolo dos veces al afno. Los
nahuas identifican cuatro variedades de maiz: istaktaol, maiz blanco; kostiktaol,
maiz amarillo; yawuitaol, maiz azul o morado, y cikataol, maiz rojo, cada una con
distinta importancia y usos diversos, como el maiz rojo, que esta relacionado con
el mito del origen del maiz y se usa como medicina para curar “el mal de orin” y
“los calambres” (CEPEC, 1994; Castillo, 2000). Con el maiz se elaboran infinidad
de alimentos y bebidas, por ejemplo en el municipio de Cuetzalan, y sus
comunidades aledafias, se preparan las tortillas de masa (taskal), los tamales
(tamal), los diferentes tipos de atoles de masa (tisti), el pinole, que se hace con
maiz tostado, pulverizado y endulzado, las galletas de maiz con panela (totopoc)

y bebidas fermentadas como los atoles agrios (xokoatol y axokot), consumidos



con fines alimentarios, religiosos, estimulantes y medicinales. El atole agrio es una
bebida refrescante de consumo diario, sobre todo en sustitucion del agua potable,
cuando ésta escasea. Principalmente se elabora en diversas festividades con
propoésitos ceremoniales. En nahuatl se emplea la palabra xokok para designar
cualquier producto agrio o acido. Igualmente, este término se usa para nombrar
los alimentos fermentados o la accion misma de “poner algo a agriar” (xokoltia).
Por eso, la palabra xokok se usa como raiz para nombrar los dos tipos de atoles
fermentados que se preparan en estas comunidades de la Sierra Norte Poblana
(Cruz Ulloa y Ulloa, 1973; Valderrama y Ramirez, 1993; CEPEC, 1994; Castillo,
2000; Nava-Guzman et al., 2000). El xokoatol se prepara en comunidades de la
Sierra Norte de Puebla como Zacapoaxtla, Xochitlan de Vicente Suarez, San
Miguel Tzinacapan y Santiago Yancuitlalpan; en San Andrés Tzicuilan, que es una
localidad perteneciente al municipio de Cuetzalan, se prepara el axokot. En
Zapotitlan de Méndez, que es una comunidad principalmente totonaca, se prepara
el atole agrio, que en su idioma se llama xcu’talhtu’quit. En Zacatlan de las
Manzanas no se ha registrado la preparacion de ninguna de las dos bebidas. Para
algunos grupos culturales la fermentacion es la destruccion de algo vivo para crear
nueva vida, y para muchas etnias las bebidas fermentadas son algo valioso para
ofrecer, pues la mayoria de las veces se consumen en condiciones de ritual o
fechas especiales. La textura suave del liquido fermentado es algo que agrada, el
sabor dulzdn y el olor seco son también importantes. Entre curanderos tepehuas,
totonacos y otomies de la Sierra Norte de Puebla se han recabado datos vagos y
esporadicos sobre los productos fermentados como un vehiculo ideal para entrar

en un estado cercano a lo divino (Martinez, 1993).



I. 1.2 Forma de preparacion del xokoatol y el axokot

En 1993, Valderrama y Ramirez mencionan que en Cuetzalan el xokoatol se
elabora con maiz martajado en metate y fermentado en una olla durante una
noche cerca del fogén (15 horas aproximadamente). Esta pasta fermentada se
repasa en el metate y se agrega a una olla que contiene atole de masa; enseguida
la mezcla se endulza con piloncillo, se calienta y se mueve constantemente hasta
que espese. Su sabor es agridulce, parecido al del tamarindo. En San Miguel
Tzinacapan, el xokoatol se prepara con maiz seco, que le confiere mejor sabor a
la bebida (comunicacién personal de Teresa Dominguez, San Miguel Tzinacapan),
el cual se machaca en el metate; la pasta obtenida se disuelve en un poco de
agua y se deja agriar de 12 a 24 horas. Posteriormente la masa agria se muele
finamente, se disuelve en agua, se hierve y se endulza con piloncillo. En
Zapotitlan de Méndez la masa que se deja agriar se hace con granos frescos de
elote. El xokoatol se toma frio o tibio, en cualquier dia, pero sobre todo se
acostumbra en la celebracion de la Semana Santa. EI mayordomo de “la muerte
de Cristo” reparte el atole entre quienes representan a los doce apédstoles el
jueves santo y ademas convida con esta bebida a los muchos visitantes que
pasan por su casa (CEPEC, 1994). En Cuetzalan, el axokot es de color verdoso,
ya que el fermentado de maiz se mezcla con una hierba conocida como
axokoxiuit, “la hierba del axokot” o sopelikxiuit, “hierba dulce” (Lippia dulcis), la
cual da un sabor dulce a la bebida. La preparacion comienza con la
nixtamalizacion del maiz (de la etimologia nahuatl nixte = ceniza, y tamalli =

masa cocida). Se hierve el maiz en agua por 1 h, con un poco de cal, después se



enjuaga y se deja reposar en agua limpia durante toda la noche. Posteriormente
los granos de maiz son lavados para eliminar el exceso de cal y el hollejo, y
molidos hasta obtener una masa. Un kg de masa se disuelve en 1 It de agua, se
afiaden 20 It de agua hirviendo y se cocina durante 15 min hasta obtener un atole
de consistencia espesa. Previamente se unta el interior de un cantaro de barro de
boca ancha, que sélo se destina para este fin, el axokokomit, con una pasta
hecha con “hierba dulce” y cal. Cuando el atole de masa esta listo se vacia en el
cantaro, se agregan 4 brazas de carb6n ardiendo, con el fin de evitar que le
“hagan ojo” al axokot, y se tapa con hojas verdes de platano. El cantaro se coloca
sobre una cama de hojas secas y costales, que cubren los costados formando una
cubierta térmica. Después de 48 h de fermentacion el atole ha perdido su
consistencia espesa y adquiere un sabor acido, alcohdlico y refrescante. Algunas
familias cubren el cantaro con las enaguas de lana negra de la sefiora de la casa,
ya que asi “agarra” mas sabor el fermentado. Existe la creencia de que durante el
tiempo que dura la fermentacion la persona que lo elaboré no debe ir al bario,
pues de lo contrario el axokokomit toma el sabor a excremento (Valderrama vy
Ramirez, 1993; Nava-Guzman et al., 2000). Por otro lado, el axokot que se
consume en San Andrés Tzicuilan y Zacatipan, se prepara con la hierba
Ageratum corymbosum, la cual es molida en metate y mezclada con un poco de
cal; esta pasta se disuelve en agua, una parte se vierte en las paredes interiores
del cantaro y otra se reserva para después agregarla al atole. Posteriormente se
muele en el metate 1 kg de maiz nixtamalizado y enjuagado, el cual se cocina de
15 a 20 min, mezclandose con 10 It de agua; se calientan hasta formar un atole de

masa, se vierte en el cantaro, se le adiciona la pasta de la hierba disuelta en agua



y brasas de carbon ardiente, se tapa con hojas verdes de platano y sauco, y
después se coloca sobre una cama de aserrin, cubierto totalmente con prendas
de vestir. Se deja fermentar 48 h en la esquina de una habitacion. Mas que un
atole se dice que es una “agua agria”; la Sra. Rosa Maria Lopez, de San Andrés
Tzicuilan, comenta que también se le llama a esta bebida “axocopedos”, por su
olor caracteristico a excremento. La bebida es consumida en las fiestas del 30 de
noviembre, de San Andrés Apodstol, altamente apreciada por los danzantes, y

elaborada por la familia cuyo miembro funge como mayordomo en ese ano.

I. 1. 3 Microorganismos presentes en el atole agrio

En el atole agrio, durante el tiempo de fermentacion se desarrolla una
microbiota mixta que incluye levaduras, mohos, bacterias lacticas y lacticas
amiloliticas, que realizan una fermentacion lactica — alcohdlica — acética. A la
fecha, de la compleja microbiota existente en esta bebida, se han caracterizado
especies de bacterias lacticas, Lactobacillus confusus y Weisella confusa, el bacilo
esporulado Bacillus halodurans, y especies de levaduras; Candida oleophila, C.
pararugosa y Debaryomyces hansenii var. fabryi (Nava-Guzman et al., 2000), que
la mayoria de las veces producen, por medio de enzimas, cambios favorables en
el producto final, como variacién en la textura, el olor y el sabor, aumentos en el
tiempo de almacenamiento (preservacion) y el mejoramiento de las propiedades
nutritivas, debido al incremento de proteinas y vitaminas (Lappe y Ulloa, 1989). La
masa 0 maiz agriado sufre una fermentacion tipo lactica, esto es, los azucares

del maiz se convierten en acido lactico por el efecto enzimatico de los



microorganismos. Este tipo de fermentacién preserva el alimento porque evita el
desarrollo de microorganismos patégenos o que provoquen la descomposicion del
mismo (Valderrama y Ramirez, 1993). Sin embargo, hasta ahora hay poca
informacion concerniente a los aspectos microbianos, quimicos y nutricionales del
atole agrio, por lo que no ha podido establecerse cual es la importancia de las
bacterias lacticas, lacticas amiloliticas, levaduras y mohos durante la fermentacion,
y el papel que juega cada uno de estos grupos microbianos en los cambios
quimicos que se realizan en la bebida durante la fermentacién (Cruz Ulloa y Ulloa,
1973; Valderrama y Ramirez, 1993; Nava-Guzman et al., 2000).

Es importante estudiar los alimentos tradicionales fermentados mexicanos, prontos
a desaparecer, desde los puntos de vista taxondmicos, microbiolégicos, quimicos,
nutricionales, médicos y antropoldgicos. Del resultado de dichas investigaciones
se podrian implementar procesos de fermentacidon controlados para la
industrializacion de alimentos higiénicos y de buena calidad. Asi como la
obtencidn de substancias utiles derivadas de las fermentaciones o de los

microorganismos responsables de las mismas.

l. 2 CLASIFICACION E IDENTIFICACION DE LEVADURAS

I. 2. 1 Criterios tradicionales

Para la identificacion de levaduras se realizaron las pruebas sefaladas en la
metodologia de van der Walt y Yarrow, (1984) y Yarrow, (1998). Se siguieron las

claves taxondmicas y se cotejaron las descripciones de cada una de las especies



en los tratados de Kreger-van Rij, (1984), Barnett et al., (1990); Kurtzman y Fell,

(1998) y Barnett et al., (2000).

I. 2. 2 Identificacion molecular de levaduras

Entre cepas de levaduras de una misma especie pueden presentarse
variaciones morfolégicas o diferencias fisioldgicas en las pruebas de fermentacion
y asimilacion de diferentes fuentes de carbono y de nitrégeno (Vaughan-Martini et
al., 2000, citado por Moreno-Terrazas, 2005). Por ello para corroborar los
resultados morfo-fisiologicos, y para minimizar el tiempo utilizado en la
identificacion, actualmente se han implementado diversos métodos moleculares de
tipificacion genética. Entre ellos destaca la secuenciacion de regiones
conservadas de genes especificos como las 5.8S, 18S, 26S e ITS, ademas de las
similitudes o diferencias entre otras macromoléculas de las células (ARN,
proteinas, polisacaridos y lipidos) para identificar y conocer las relaciones
evolutivas entre diferentes especies (Ludwig y Schleifer, 1994, citado por Moreno-

Terrazas, 2005).



Il. OBJETIVOS

Los objetivos principales de este trabajo son:

1. Establecer en detalle las fases de elaboracién del atole agrio de maiz axokot,
que en nahuatl significa agua agria.

2. Cuantificar, aislar e identificar las especies de levaduras aisladas de cada una
de las etapas de elaboracion de esta bebida, utilizando los métodos tradicionales.
3. Corroborar mediante la secuencias de bases del dominio D1/D2 del gene 26S

ADNFr la identidad de las especies de levaduras aisladas.



Ill. METODOLOGIA

Antes de realizar el muestreo in situ del atole agrio y determinar su proceso de
elaboracién, se aplicé la siguiente metodologia etnobotanica:
Trabajo de campo. Se visitaron localidades de la Sierra Norte de Puebla
(Zacapoaxtla, Xochitlan de Vicente Suarez, Zapotitlan de Méndez, Zacatlan de las
Manzanas, Cuetzalan del Progeso, San Miguel Tzinacapan, San Andrés Tzicuilan
y Santiago Yancuitlalpan).
Se entrevistaron a informantes no conocidos con anterioridad, estableciendo un
unico y primer contacto, y a otros informantes ya conocidos, algunos de los cuales
nos refirieron con familiares y amigos intracomunales o extracomunales. Se aplicé
la entrevista abierta, registrada en grabadora de cintas magnetofénicas y la
encuesta como un tipo de interrogatorio formal con el fin de obtener informacion
sobre la elaboracién, fermentacion, usos e importancia del atole agrio para las
personas que lo consumen (Gispert et al., 1976; Hernandez, 1985; Martinez-
Alfaro, 1993). Se establecid contacto con una familia de San Andrés Tzicuilan, que
en una segunda visita nos permitié observar el proceso de elaboracion del atole
agrio, asi como realizar el muestreo en los tiempos de fermentacién establecidos.
Se colecté material botanico (planta con la que se elabora el atole agrio) al cual
hicieron referencia los informantes en las entrevistas, para su conservacion y
posterior determinacion.
Trabajo de gabinete. Se transcribieron las entrevistas, realizando un andlisis
preliminar seleccionando aspectos particulares en los que se necesitd ahondar,

para realizar preguntas especificas a los informantes ya contactados, Se llevo a



cabo la busqueda bibliografica de la zona bajo estudio y se determin6 el material
botanico colectado.

Zona de muestreo. La Sierra Norte de Puebla limita al norte con la regién del
declive del Golfo de México, al sur con la regién de los llanos de San Juan, al este
con el estado de Veracruz, al oeste con el estado de Hidalgo, y al suroeste con el
estado de Tlaxcala. Forma parte de la Sierra Madre Oriental y se extiende en la
zona norte del estado, desde Metlatoyuca hasta Tetela de Ocampo, limitando la
llanura costera del Golfo de México. Esta sierra es notable por su escabrosidad,
por sus profundas depresiones y por sus numerosos saltos y cascadas. Su altitud
varia de 1 000 a 3 000 metros sobre el nivel del mar. La Sierra Norte conforma, a
su vez, las serranias de Teziutlan, Tlatlauquitepec, Zacapoaxtla, Tetela,
Chignahuapan, Zacatlan y Huauchinango. El clima es frio en sus partes mas altas
y templado lluvioso, todo el afio, en verano o en otofio por la influencia de los
ciclones del Golfo de México en las partes medias bajas. La vegetacion es
variada, desde bosques de pino-encino, bosques caducifolios, bosques de

enebro-encino a exuberante vegetacion semitropical, donde la neblina
frecuentemente invade el ambiente (Ruiz, 1991, Castillo, 2000). No obstante que
la Sierra Norte de Puebla posee una gran riqueza de recursos naturales y que en
ella se concentra una buena parte de la actividad agricola, también es una de las
regiones con mas altos indices de marginacion (Castillo, 2000). Los indigenas, en
su mayoria nahuas y totonacos, destinan su fuerza de trabajo a la produccion de
maiz, frijol, chile, tomate, café, pimienta, naranja, platano, mamey, mandarina,
limén, cacahuate y cana de azucar (Martinez et al., 1995). A excepcion de este

ultimo producto, que utilizan para elaborar bebidas alcohdlicas, los demas son



parte de su alimentacion basica y cuando pueden los venden en el mercado local
o0 a los intermediarios, quienes obtienen los mejores beneficios econdmicos. En las
comunidades del municipio de Cuetzalan, donde la lluvia es abundante, los
campesinos indigenas siembran y cultivan el maiz dos veces al afio. De las
plantas que cultivan, el café abarca casi la mitad de las tierras del municipio y es
uno de los productos econdmicos mas importantes. La Sierra Norte esta
conformada por 58 municipios, 1 430 comunidades, 10,109.40 km?, lo que seria el
33% de la superficie del estado, y, de acuerdo con el Xll Censo de Poblacion y
Vivienda de 1990 (INEGI, 1993), cuenta con una poblacion total de 1, 003, 600
habitantes, de los cuales 457, 849 son indigenas: 362, 991 nahuas; 86, 793
totonacos; 7, 688 otomies y 377 tepehuas. Cuetzalan cuenta con 45, 010

habitantes, de los cuales 21, 217 son nahuas (SEGOB, 2000).

lll. 1 ELABORACION DEL ATOLE AGRIO

El atole agrio estudiado en la presente investigacion fue elaborado en abril de
2005 en San Andrés Tzicuilan, localidad situada en la Sierra Norte de Puebla, a
unos 6 km al sureste de Cuetzalan (Mapa 1). La bebida fue preparada de acuerdo
a la manera tradicional acostumbrada por los indigenas nahuas de la regién,
siguiendo un proceso general semejante al ya descrito por varios autores
(Valderrama y Ramirez, 1993; Nava-Guzman et al., 2000); dicho proceso se
explica e ilustra a continuacion, y se resume en el Diagrama de flujo 1. La

preparacion comenzdé con la nixtamalizacién del maiz, que consistié en hervir en



20 It de agua, 15 kg de maiz con un puiio de cal durante 1 h. Posteriormente, el
maiz se enjuago y se dejoé reposar en agua limpia durante toda la noche. Al dia
siguiente, los granos de maiz se lavaron para eliminar el exceso de cal y el
hollejo, y se molieron en metate hasta obtener una masa. Un kg de masa se
disolvidé en 4 It de agua, se afiadieron a 15 It de agua hirviendo y se cocid durante
15 min, mezclando constantemente, hasta obtener un atole de consistencia
espesa. Previamente se humedecio el interior de un cantaro de barro de boca
ancha, con la mitad de la mezcla de una pasta hecha con 30 hojas de Ageratum
corymbosum Zucc. ex Pers., 30 g de cal y un poco de agua. Cuando el atole de
masa estuvo listo se vacio en el cantaro (que para la muestra uno, era nuevo) se
afadio el resto de la pasta de la planta disuelta en agua con cal y cuatro brazas de
carbén ardiendo. Se tapd con hojas verdes de platano atadas con tiras de hojas de
maiz; también se colocaron hojas de sauco sobre la tapa. El cantaro se puso
sobre una cama de aserrin, cubierto totalmente con prendas de vestir para formar

una cubierta térmica, y se dejé fermentar 48 h.
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Mapa 1. San Andrés Tzicuilan, Cuetzalan, Sierra Norte del Estado de Puebla.



Nixtamalizacion del maiz:
Se cocieron 15 kg de maiz en 20 It de agua con un
pufio de cal durante 1h
El maiz se dejo enfriar, se enjuagod y se dejo reposar
en agua limpia durainte toda la noche
El maiz nixtamalizado
se lavoé para eliminar el exceso de cal
y hollejo, y se moli6 en el metate
1 kg de masa se disolvié en 4 It de agua y
se anadio a 15 It de agua hirviendo, se dejo cocinar
por 15 min hasta formar un atole de
consistencia espesa
Previamente se humedecio el interior
de un cantaro de barro de boca ancha,
con la mitad de la mezcla de una pasta
hecha con hojas de Ageratum corymbosum,
cal y un poco de agua
El atole de masa se vaci6 en el cantaro,
se afadieron el resto de la pasta de la planta

disuelta en agua con cal y cuatro brazas de carbdn ardiendo

El cantaro se tapo con hojas verdes de platano,
se puso sobre una cama de aserrin, cubierto totalmente con prendas

de vestir para formar una cubierta térmica y se dejé fermentar 48 h

v

Atole agrio

Diagrama de flujo 1. Proceso de elaboracion del atole agrio estudiado.



En cada una de las fases de elaboracion y fermentacion del atole agrio se hicieron
muestreos y se registraron los parametros fisicoquimicos del sustrato (temperatura
y pH). Las muestras consideradas son las que se enlistan en el Cuadro 1, y con
ellas se realizaron los estudios microbianos siguiendo la metodologia que se

describe a continuacion.

lIl. 2 OBTENCION DE MUESTRAS

La obtencién de las muestras se realizdé bajo condiciones semiasépticas pero
utilizando material esterilizado. El cantaro 1 (muestra 1) correspondi6 al atole que
se prepard ese mismo dia, del cual se observd todo el proceso de elaboracion.
Para esta muestra se acondiciond un sifén de plastico para tomar 100 ml de atole
alas 0, 3, 6,9, 11, 24, 34 y 48 h, que se vaciaron en botellas de polietileno rigido
previamente esterilizadas. Los cantaros 2 y 3 (muestras 2 y 3) fueron preparados
24 h antes que el cantaro 1 y sélo se tomaron muestras hasta las 72 h de
fermentacién. También se tomaron muestras de las materias primas utilizadas:
100 g de la pasta de hierba con cal, 100 g de nixtamal recién molido, ademas de

100 ml de atole recién hervido antes de vaciarse al cantaro.

lll. 3 MEDICION DE PARAMETROS FISICOQUIMICOS

Durante todo el tiempo de elaboracion y fermentacion del atole agrio se
determiné la temperatura y el pH de las muestras liquidas recién obtenidas y

homogeneizadas, tomadas alas0, 3,6, 9, 11,24,34y48 h paraelcantaro1y a



Cuadro 1. Fases muestreadas del proceso de elaboracion y fermentacion del atole

agrio, técnicas y medios de cultivo utilizados en el estudio de su micobiota.

Fases muestreadas durante
la elaboracion y

fermentacion del atole agrio

Determinacion

de la micobiota

Pasta de hierba con cal

Dilucion; siembra de 0.1ml en
agar® de la dilucién 1:10'

Nixtamal molido

idem

Atole recién hervido antes de

vaciarlo al cantaro

Dilucion; siembra de 0.1ml en

agar™ de las diluciones 1:10",

1:10%y 1:10°
Cantaro 1
Atole recién agregado a la olla idem
(Tiempo 0)
Atole de 3 h de fermentacion idem
(Tiempo 1)
Atole de 6 h de fermentacion idem

(Tiempo 2)

Atole de 9 h de fermentacion

Dilucion; siembra de 0.1ml en

(Tiempo 3) agar™ de las diluciones 1:10",
1:10%, 1:10°% 1:10*
Atole de 11 h de fermentacion idem
(Tiempo 4)
Atole de 24 h de fermentacion idem
(Tiempo 5)
Atole de 34 h de fermentacion idem
(Tiempo 6)
Atole de 48 h de fermentacion idem
(Tiempo 7)
Cantaro 2 Dilucién; siembra de 0.1ml en

Atole de 72 h de fermentacion

agar™ de las diluciones 1:10'-
1:10°

Cantaro 3

Atole de 72 h de fermentacion

idem

# PDA (papa-dextrosa-agar) pH 3, RBDCA (Rosa de Bengala-dicloran-cloranfenicol-agar marca Difco)

® se sembraron 3 placas de agar de cada medio de cultivo por cada dilucién hecha




72 h para los cantaros 2 y 3. El pH se midié con tiras de papel indicador (Acilit pH
0-6, Neutralit pH 5-10, Alkalit pH 7-14, Merck), con sensibilidad de 0.5 unidades
de pH, las cuales fueron sumergidas en las muestras. También se determind con
un potenciometro (Corning, pH 320) previamente calibrado con soluciones
reguladoras de pH: buffer de referencia pH 4.10+-0.01 (solucion de biftalato acido
de potasio, J. T. Baker) y buffer de referencia pH 7.00+-0.01 (solucion de fosfatos
de sodio y potasio, Sigma). La temperatura se obtuvo con un termémetro con

bulbo de mercurio (250°C Brannan).

[1l. 4 AISLAMIENTO DE LA MICOBIOTA

Se diluy6 1 g de cada una de las materias primas en 99 ml de agua peptonada al
0.1%. Se hicieron suspensiones seriadas, y de las suspensiones 1:10™ y 1:102 se
sembraron por triplicado alicuotas de 0.1 ml, por el método de extensién en placa
en dos medios de cultivo: PDA (papa-dextrosa-agar: se hizo una infusion con 300
g de papa pelada y cortada en cuadros en 1000 ml de agua, se filtré y se
afiadieron 20 g de glucosa y 20 g de agar, aforando a 1000 ml) acidificado con
acido clorhidrico a pH 3, y RBDCA (Rosa de Bengala-dicloran-cloranfenicol-agar
marca Difco). De cada muestra del cantaro 1 se diluyeron 0.5 ml en 4.5 ml de
agua peptonada al 0.1%. Se hicieron suspensiones seriadas: 1:10™" hasta 1:10
para 0, 3 y 6 h de fermentacion; 1:10™" hasta 1:10™* para 9, 11, 24, 34 y 48 h y
1:10™" hasta 1:10 para los cantaros 2 y 3), a partir de las cuales se sembraron por
triplicado alicuotas de 0.1 ml en los mismos medios de cultivo mencionados arriba.

De las colonias de levaduras con morfologia colonial diferente, se hicieron



resiembras por el método de siembra en estrias multiples en medios de GELPA
diluido (glucosa 10 g, extracto de levadura 2.5 g, peptona 5 g, agar 20 g, agua
1000 ml), acidificado a pH 3.7 con HCI, y en RBDCA con la finalidad de obtener
cultivos libres de bacterias. Los cultivos puros se mantuvieron en tubos inclinados
de GELPA y en tubos con agua destilada estéril a una temperatura de 4°C para su
posterior identificacion. Las colonias de mohos se resembraron en tubos
inclinados de EMA (extracto de malta-agar: extracto de malta 20g, peptona 1g,
glucosa 20g, agar 20 g, agua 1000 ml) y se mantuvieron también a una

temperatura de 4°C para su posterior identificacion.

lIl. 5 IDENTIFICACION DE LOS AISLAMIENTOS DE LEVADURAS

Para la identificacion morfo-fisioldgica tradicional de las levaduras se realizaron
las pruebas sefaladas en la metodologia de Yarrow, (1998) (Cuadro 2). Se
siguieron las claves taxondmicas y se cotejaron las descripciones de cada una de
las especies en los tratados de Barnett et al (2000), Kurtzman y Fell (1998), y en la
base de datos de la coleccién (Centraalbureau voor Schimmelculture (CBS),
2006). Con el fin de reducir el tiempo de identificacion se utilizaron las galerias
comerciales de identificaciéon ID32C bioMérieux; siguiendo la metodologia y
especificaciones senaladas por el fabricante y el resto de las pruebas requeridas

en la metodologia de Yarrow, (1998) se realizaron en forma manual.



Cuadro 2. Caracteristicas morfolégicas, fisioldgicas y bioquimicas consideradas para la

identificacion de las levaduras (Yarrow, 1998).

I. Caracteristicas morfoldgicas

A. Macromorfologia o caracteristicas culturales de
los aislamientos

1. Crecimiento en medio liquido GELP, formacién de
pelicula o de anillo

2. Crecimiento en medio solido GELPA, desarrollo
de colonia gigante para observar textura, color,
superficie, elevacion y margen

B. Micromorfologia
1. Caracteristicas de las células vegetativas

a) morfologia en medio solido GELPA

b) morfologia en medio liquido GELP

c) formacién de seudomicelio y micelio verdadero en
placa de Dalmau en HMA (Difco), AA y PDA

2. Caracteristicas de la reproduccién asexual o
vegetativa en los medios GELPA, EMA, AML (Difco)
y AML

3. Caracteristicas de la reproduccion sexual

a) Proceso de formacién de ascas y ascosporas

b) caracteristicas de las ascas y ascosporas en
GELPA, EMA, AML (Difco), AML, GWA, FWA y
McClaryA

Il. Caracteristicas fisiolégicas y bioquimicas

1.Utilizacion de compuestos de carbono
a) fermentacion de 6 carbohidratos
b) asimilacion de 42 compuestos de carbono

2. Asimilacion de compuestos de nitrégeno
a) nitrato de potasio

b) nitrito de sodio

c) cadaverina

d) etilamina

e) lisina

f) creatina

g) creatinina

h) D-glucosamina

3. Resistencia al antibidtico cicloheximida (100 y
1000 ppm)

4. Crecimiento en medios de alta presion osmotica
a) tolerancia a 50% y 60% de glucosa
b) 10% NaCl/5% glucosa

5. Crecimiento a 37, 40 y 42°C en GELP

6. Reaccién al colorante azul B de diazonio (DBB)
7. Produccioén de almidén extracelular

8. Hidrdlisis de urea

9. Liquefaccion de gelatina

Abreviaturas:

GELPA (glucosa-extracto de levadura-peptona-agar): glucosa 20 g, extracto de levadura 5 g,
peptona 10 g, agar 20 g, agua 1000 ml; GELP(glucosa-extracto de levadura-peptona): glucosa
20 g, extracto de levadura 5g, peptona 10 g; AML (Difco) (agar para morfologia de levaduras
marca Difco); AML (agar para morfologia de levaduras ): extracto de malta 3 g, extracto de
levadura 3 g, peptona 5 g, glucosa 10 g, agar 20 g, agua 1000 ml; AA (arroz-agar): infusién con
20g de arroz en 1000 ml de agua, filtrada, aforada a 1000 ml, mas 20 g de agar; PDA (papa-
dextrosa-agar): infusién con 300 g de papa pelada y cortada en cuadros en 1000 ml de agua,
filtrada, mas 20 g de glucosa y 20 g de agar, aforada a 1000 ml; GWA (Gorodkowa-agar): glucosa
1g, peptona 10 g, cloruro de sodio 5 g, agar 20 g, agua 1000 ml; FWA (Fowell-agar): acetato de
sodio 5g, agar 20 g, agua 1000 ml; EMA (extracto de malta-agar): extracto de malta 20 g,
peptona 1 g, glucosa 20 g, agar 20 g, agua 1000 ml; HMA (Difco) (harina de maiz-agar marca

Difco):

harina de maiz Difco 20 g, peptona 20 g, dextrosa 20 g, agar 20 g, agua 1000 ml,

McClaryA (McClary-agar): glucosa 1 g, cloruro de potasio 1.8 g, acetato de sodio 8.2 g, extracto

de levadura 2.5 g, agar 15 g, agua 1000 mi




La identificacion molecular se realizé por secuenciacion de pares de bases de
nucleotidos del dominio D1/D2 del gene 26S ADNr. La extraccion de ADN se hizo
segun la metodologia propuesta por Tapia-Tussell et al., 2006. La amplificacién
por PCR (termociclador Aplied Biosistem 9700) se llevé a cabo con los iniciadores
(primers) universales NL-1 (5-GCA-TAT-CAA-TAA-GCG-GAG-GAA-AAG-3’) y
NL-4 (GGT-CCG-TGT-TTC-AAG-ACG-G-3’) como avance (forward) y reversa,
respectivamente, de acuerdo con los protocolos de Kurtzman y Robnett, 1998, y
Tapia-Tussel et al., 2006. Las secuencias de nucledtidos se obtuvieron con el
secuenciador automatico Aplied Biosistem 3100. El analisis y la edicion de las
secuencias obtenidas se hizo con el programa Bioedit 7. La busqueda vy
comparaciéon de las secuencias parciales obtenidas con las existentes en el
GenBank se llevaron a cabo con el programa Blast (Altschul et al., 1997). La
identificacion polifasica se realiz6 utilizando la base de datos del Centraalbureau
voor Schimmelculture, de Holanda (CBS, 2006), conjuntando las caracteristicas

morfo-fisiologicas y la secuencia de bases de nucleotidos obtenidas.



IV. RESULTADOS Y DISCUSION

No se determiné la temperatura y pH de la pasta hecha con hierba y cal y del
nixtamal molido. En el atole que se prepard en el cantaro 1 (muestra 1) la
temperatura fue disminuyendo paulatinamente, de 80°C del tiempo cero, esto es,
del atole recién agregado a la olla de fermentacién hasta 20°C en el tiempo siete,
después de 48 h. El pH disminuyé lentamente, de 9.6 hasta 7.5 manteniéndose
alcalino (9.1) después de 34 h por lo que no fermenté adecuadamente. Esto
posiblemente se debid a un exceso de cal en la preparacion de la pasta, ya que se
trataba de un cantaro nuevo que no habia sido previamente curado y que no
presentaba adheridos a sus paredes residuos de fermentaciones previas,
suponiendo que el inoculo inicial provenga de la olla (Nava-Guzman et al., 2004),
lo que produjo el desarrollo de una escasa diversidad de especies de levaduras
(Lisichkina et al., 2003). Ademas es posible, que conforme se va enfriando el atole
se establezca una microbiota proveniente de las hojas de platano, de maiz y de
sauco que cubren la boca del cantaro y de la pasta de hierba con cal. En el atole
de los cantaros 2 y 3 (muestras 2 y 3) la temperatura fue de 28 y 29°C con un pH
de 4.31 y 4.36 respectivamente. El recuento total de microorganismos (ufc/ml)
aislados se presenta en el Cuadro 3, en donde se observa que el total de aislados
obtenidos a partir de todas las muestras fue 114 cepas de mohos y 50 cepas de
levaduras. La micobiota presente en nixtamal molido desaparecidé con la coccion
del atole y se restablece teniendo como fuentes de inéculo sedimentos en la olla
de fermentacién y las hojas de platano, sauco y maiz que cubren la boca del

cantaro. De las materias primas utilizadas para elaborar el atole agrio se asilaron



las siguientes levaduras y mohos: de nixtamal molido se obtuvieron 1.04X10*
ufc/ml, de las cuales se aislaron 51 cepas que correspondieron a: Candida
pararugosa (26), C. famata var. famata (1), C. intermedia (3), C. parapsilosis (3),
Candida tenuis (1), Pichia galeiformis (1), Saccharomyces cerevisiae (1),
Cryptococcus curvatus (3), Trichosporon cutaneum (3), y 9 aislados de mohos
pertenecientes a los géneros Penicillium, Aspergillus, Fusarium y Cladosporium.
De la pasta preparada con la planta Ageratum corymbosum 'y cal no se
obtuvieron aislados. Se recolectaron muestras de atole del cantaro 1 (muestra 1)

alas 0, 3, 6, 9, 11, 24, 34 y 48 h de fermentacion aislandose 5 especies de
levaduras: dos cepas de Cryptococcus usbekistanensis, un aislado del tiempo 0
(80°C, pH 9.6), esto es, del atole recién agregado a la olla de fermentacion (4X10?
ufc/ml) y el otro aislado del tiempo 2 (43°C, pH 9.5), después de 6 h de
fermentacion (1.1X10° ufc/ml), una aislado de Candida parapsilosis (3X10° ufc/ml)
y otro de Cryptococcus sp. (4X10? ufc/ml) durante el tiempo 4 (37°C, pH 9.5),
después de 11 h de fermentacion, una cepa de Cr. albidus (9X10° ufc/ml) del
tiempo 5 (24°C, pH 9.35), después de 24 h de fermentacion, y 52 aislados de
mohos pertenecientes a los géneros Penicillium, Aspergillus, Fusarium y
Cladosporium, obtenidos a lo largo de las 48 h de fermentacion. Por otro lado, de
los atoles de los cantaros 2 (muestra 2) y 3 (muestra 3) se tomaron muestras
hasta las 72 h de fermentacion. De la muestra 2 (28°C, pH 4.31) se aislaron dos
cepas de la levadura Kloeckera apiculata (4X10? ufc/ml), un aislado de una
levadura que no se pudo purificar para su identificacion por encontrarse altamente

contaminado con bacterias y 29 aislados de mohos que correspondieron a los



géneros anteriormente citados. De la muestra 3 (29°C, pH 4.36) se obtuvieron 18
cepas de mohos, también de los géneros antes mencionados.

De cada especie de levadura identificada por medio de taxonomia tradicional, se
seleccionaron algunos aislados, en total 29, de los que se obtuvo la secuencia de
pares de bases de nucleoétidos de la region D1/D2 del gene 26S del ADNr (Cuadro
10) para corroboran su identidad. Los resultados de la identificacion tradicional
(morfofisiologica) y polifasica, en donde se conjuntron las caracteristicas
morfofisiologicas con las secuencias de nucledtidos obtenidas se presentan en los
Cuadros 4, 5y 6.

Levaduras aisladas a partir de nixtamal molido. Se obtuvieron 26 aislados, que
identificados por medio de taxonomia tradicional (morfofisioldgica),
correspondieron a Candida rugosa, representando 50.9 % del total de los aislados.
Las cepas con caracteristicas morfo-fisiolégicas diferentes a las descritas en las
diagnosis de las monografias de Barnett et al., (2000), Kurtzman y Fell (1998), o
de la base de datos del CBS (2006), se agruparon en 2 biotipos, tomando como
base aquellos que asimilaron o no manitol y glucitol (Cuadro 7). Se seleccionaron
7 cepas (4 con asimilacion negativa y 3 con asimilacion positiva para manitol y
glucitol), de las que se obtuvo la secuencia de bases de nucledtidos de la region
D1/D2 del gene 26S del ADNr. Las secuencias obtenidas fueron similares con C.
pararugosa, 4 presentaron 100% de similitud con la cepa gb. DQ377637 VTT C-
04522, y 3, tuvieron 99% de similitud con el aislado gb. AF335972 UWFP-348,
de la base de datos del GenBank. En la identificacion polifasica los aislados que
no asimilaron glucitol y manitol presentaron un porcentaje de similitud menor

(97.2%-97.9%), aunque aceptable, con C. pararugosa (Cuadro 5). Las secuencias



obtenidas para estos aislados fueron iguales entre si, lo que significa que son
coespecificos. Las diferencias entre los biotipos pueden deberse a polimorfismos o
falta de expresion génica (Lachance, 1995). El perfil de asimilacion de compuestos
de carbono y nitrégeno registrada en las diagnosis de las monografias de Barnett
et al., (2000) para la especie C. rugosa presenta mas variabilidad que el descrito
para C. pararugosa (Cuadro 6) por ello, al realizar la identificacion tradicional, en la
base de datos CBS, los resultados se inclinan con un mayor porcentaje de
similitud para C. rugosa que para C. pararugosa. Candida pararugosa asimila
manitol y glucitol y no es capaz de crecer en 10% de NacCl, por otro lado C. rugosa
asimila de manera positiva o débilmente glucitol y manitol y crece en 10% NacCl.
Por tanto se deduce que los 19 aislados que correspondieron a C. rugosa,
identificados por los métodos tradicionales, pertenecen mas bien a la especie C.
pararugosa. Ademas cabe mencionar, que ninguno de los 26 aislados presentd un
crecimiento positivo en 10% de NaCl, que es positivo para C. rugosa. La especie
Candida pararugosa ha sido aislada de alimentos como la malta (cebada
germinada para la produccion de cerveza) (Laitila et al., no publicado), leche cruda
(Spanamberg et al., 2004) y fue aislada de atole agrio con de 24 h de fermentacién
(Nava-Guzman et al., 2004). También ha sido aislada de heces. Se obtuvo un
aislado de Candida famata var. famata, estado asexual de Debaryomyces hansenii
var. hansenii, correspondiendo a 1.96% del total de los aislados. Esta especie tuvo
las mismas caracteristicas morfologicas y fisiologicas con la diagnosis de las
especies descrita en las monografias de Barnett et al., (2000) y Kurtzman y Fell
(1998). La comparacion de la secuencia obtenida del aislado de C. famata var.

famata con las secuencias depositadas en el GenBank revelé 100% de similitud



con la secuencia gb. DQ365396 CECT 10661. La identificacion polifasica en la
base de datos CBS, 2006, presentd 99.9% de similitud con D. hansenii var.
hansenii. Esta es una especie osmotolerante, aislada de muy diversos sustratos,
entre ellos, varios alimentos fermentados tradicionales elaborados con granos de
sorgo (Kisra, Aceda, Enjera) de Africa (Sulma et al., 1991), Kefir dulce, hongo del
té (Herrera y Calderdn-Villagomez, 1989), maiz (Nout et al., 1997), masa de maiz
fermentada (Jespersen et al., 1994; Sauni et al., 2002) y algunos alimentos
fermentados mexicanos como el pozol de maiz (Calderdn-Villagbmez y Herrera,
1989; Wacher et al., 2000), tepache de granos de tibicos (Armijo et al., 1991) y
atole agrio de maiz después de 24 h de fermentacion (Nava-Guzman et al., 2004).
Otra de las especies obtenidas de nixtamal martajado fue C. intermedia, con 3
cepas que correspondieron al 5.8% del total de los aislados. Se encontrd la
asimilacion positiva de D-arabinosa, débil para DL-lactato y negativa de lisina (solo
para dos aislados) (Cuadro 8), diferente al perfil de asimilacién presentado en las
diagnosis descritas en las monografias de Barnett et al., (2000) y Kurtzman y Fell
(1998). Por medio de taxonomia tradicional se identificaron los tres aislados como
C. intermedia con 92.2%, 93.3% y 95.6% de similitud. La comparacién de las dos
secuencias obtenidas de los aislados seleccionados de C. intemedia con las
secuencias presentes con la base de datos del GenBank revel6 99% de similitud
con la secuencia de C. intermedia gb. DQ377635 VTT C-04520. La identificacion
polifasica reveld un 98.6% (cepa NM 5 con asimilacion negativa de lisina) y
99.10% (cepa NM 11 con asimilacién positiva de lisina) de similitud para C.
intermedia. Esta especie ha sido aislada de diversos alimentos como cerveza,

frutas, uva, salmuera (Barnett et al., 2000; Kurtzman y Fell ,1998), leche cruda



(Spanamberg et al., 2004), malta (Laitila et al., no publicado) y de bebidas
fermentadas como Kisra elaborada a partir de granos de sorgo (Sulma et al.,
1991) y tepache, bebida tradicional mexicana (Moreno-Terrazas, 2005). También
ha sido aislada de otros sustratos como heces, garganta y piel humanas. Se
obtuvieron tres aislados de la levadura Candida parapsilosis correspondiendo al
5.8% del total de los aislados. Comparando los perfiles de asimilacion de
compuestos de carbono y nitrogeno de las cepas obtenidas con la diagnosis
presentada en las monografias de Barnett et al., (2000) para C. parapsilosis se
encontré que: en la cepa con clave inicial NM 23 fue diferente la asimilacion de
xilosa, trehalosa y gluconato, en NM 13 la asimilacién de xilosa y gluconato y en
NM 14 no se encontraron diferencias (Cuadro 9). Las dos secuencias obtenidas
para C. parapsilosis (NM 23 y NM 14) presentaron 99% de similitud con la
secuencia gb. AY894827 EXOC16. La identificacion polifasica reveld 98.9% (NM
23) y 100% (NM 14) de similitud para C. parapsilosis. Esta especie ha sido aislada
de muy diversos sustratos como aceitunas, vegetales en estado de
descomposicion (Barnett et al., 2000), de extracto cocido del henequén Agave
fourcroydes (Tapia-Trussell et al., 2006), miel (Calhelha et al., no publicado),
ademas de alimentos fermentados como pulque (Sanchez-Marroquin, 1962 citado
por Lappe y Ulloa, 1993), yogurt (Kosse et al., 1997) y fermentaciones etandlicas
(Ceccato-Antonini et al., 1999). También ha sido aislada de piel sana, ufas
infectadas, y vejiga de vaca con mastitis (CBS, 2006). Candida parapsilosis esta
considerada como una especie de seguridad biologica nivel 1 por producir micosis
de importancia clinica en pacientes inmunodeprimidos (Barnett et al., 2000). Se

obtuvo una cepa de Candida tenuis correspondiendo al 1.9% del total de aislados.



La secuencia de pares de bases obtenida de este aislado presentd 100% de
similitud con la cepa Candida sp. gb. AY559041 CBS 7880 de la base de datos de
secuencias del GenBank. La identificacion polifasica reveld 95.3% de similitud con
C. tenuis, con la asimilacion de melibiosa, succinato, citrato y lisina diferente a la
registrada en las monografias de Barnett et al., (2000) y Kurtzman y Fell (1998).
Aunque se observaron al microscopio verticilos de blastoconidios ovoidales
caracteristicos de esta especie. Candida tenuis se ha encontrado en escarabajos,
larvas de escarabajos, suelo, liquido azucarado y desechos de pino (Barnett et al.,
2000; CBS, 2006) pero también ha sido aislada de alimentos fermentados
(Middelhoven, W. J., 2002) y de vino (Deak, 2002). Se obtuvo una cepa de la
levadura Saccharomyces cerevisiae, representando 1.9% del total de los aislados.
La asimilacion positiva de la ribosa fue diferente al dato registrado en las diagnosis
de Barnett et al., (2000) y Kurtzman y Fell (1998). El analisis de la secuencia de
esta especie revel6 99% de similitud con S. cerevisiae (gb. AJ746340 ESAB9). En
la identificacién polifasica se encontré 98.8% de similitud con S. cerevisiae. Esta
especie ha sido aislada de alimentos fermentados como cerveza, vino, kefir (CBS,
2006), pulque (Gabifio, 1910 y Sanchez-Marroquin, 1962, citados por Lappe y
Ulloa, 1993; Lappe et al., 1989), cacao (Sanchez et al., 1993), tepache de tibicos
(Rubio et al., 1993), cerveza de sorgo (Konlani et al., 1996), masa de maiz
(Jespersen et al., 1994; Hayford y Jespersen, 1999), alimentos fermentados
amilaceos no alcohdlicos, bebidas alcohdlicas y leches fermentadas elaborados en
Africa (Jespersen, 2003). También se ha encontrado asociada a la mosca de fruta,
al hombre y otros mamiferos (CBS, 2006). Un aislamiento de Pichia galeiformis se

encontré también en nixtamal, correspondiendo a 1.9% del total de los aislados.



La comparacién de la secuencia de P. galeiformis con las secuencias depositadas
en el GenBank mostré 99% de similitud con la secuencia de P. galeiformis (gb.
AJ749826 ESABS). La identificacion polifasica indico un 98.8% de similitud debido
a la asimilacién positiva de glucosamina y negativa de lisina. Esta especie ha sido
aislado de alimentos fermentados como cocoa (Jaspersen et al., 2004 citado por
Nielsen et al., 2005) y masa agria de arroz (Meroth et al., 2004), ademas de
aceituna y heces (Barnett et al., 2000). De Cryptococcus curvatus se obtuvieron
tres aislados (5.8% del total de los aislados). De los aislados NM 2 y NM 10 no se
realizé la secuencia de pares de bases de nucleétidos porque dejaron de crecer y
no se pudieron revitalizar. Al introducir los datos morfologicos vy fisioldégicos de
estos aislados a la base de datos del CBS (CBS 2006), la identificacion tradicional
indicé 94% de similitud con Cr. curvatus, difiriendo en la asimilacién de celobiosa,
lactosa, melibiosa y citrato. La comparacion de 3 secuencias del aislado NM 9
reveld 99% de similitud con Cryptococcus sp. (gb. AB260936 IFM54862) del
GenBank. La identificacién polifasica mostré 94.6% de similitud con Cr. curvatus,
por diferencias en la asimilacion de melibiosa, lactosa, lactato, citrato y N-
glucosamina, aunque presenta células curvas caracteristicas de esta especie. El
perfil de asimilacién de carbohidratos de esta cepa con el de los aislados
anteriores, a los que no se les realiz6 la secuencia de bases de nucledtidos, difirid
en la asimilacion de lactato y manitol, ademas de las caracteristicas morfolégicas
de la colonia gigante. Cryptococcus curvatus ha sido aislada de leche cruda
(Orbera, 2004), asi como de esputo, orina y heces (Kurtzman y Fell 1998). De
Trichosporon cutaneum se obtuvieron 3 aislados a partir de nixtamal, que

correspondieron a 5.7% de los aislados totales. La comparacion de las 3



secuencias obtenidas con las secuencias presentes en el GenBank revel6 98% de
similitud con la secuencia de T. cutaneum aislada de alimentos (gb. AJ749837
ESAB19). La identificacion polifasica mostro 96%, 97.7% y 97.9% de similitud, por
diferir en la asimilacion de almidén, lactato, succinato, citrato e inositol, aunque es
evidente la reproduccion vegetativa por fision y la presencia de hifas septadas con
artroconidios. Esta especie ha sido aislada de alimentos fermentados elaborados
con maiz como el pozol (Herrera y Ulloa, 1971) y “kenkey” (Jaspersen et al.,

1994), ademas se ha encontrado asociada a arroz (Lima et al., 2000), maiz (Nout

et al., 1997) y carne fermentada de embutidos (McCarthy y Damoglou, 1996),
entre otros sustratos.

Levaduras aisladas de la muestra 1 de atole agrio. Se obtuvieron dos aislados
de Cryptococcus uzbekistanensis (2.94% del total de los aislados), uno del atole
recién hervido y agregado a la olla de fermentacién, y el otro a las 6 h de
fermentacidon. La comparacién de la secuencia de estas cepas con las secuencias
del GenBank mostré6 99% de similitud con Cr. uzbekistanensis (gb. AF181508
CBS8683). La identificacion polifasica mostré 96.7% de similitud con Cr
uzbekistanensis debido a diferencias en la asimilacion de almidon y en la hidrdlisis
de urea negativa. Es una levadura que fue descrita por Fonseca et al., (2000),
aislada de suelo en el desierto de Uzbekistan. Su presencia en el atole agrio
posiblemente esté asociada al suelo adherido a la olla de fermentacién o en las
hojas de platano que cubren la boca del cantaro. Se obtuvo un aislado de
Cryptococcus sp. a partir de atole de 11 h de fermentacion, correspondiendo al

1.47% del total de los aislados. El analisis de la secuencia presento 99% de



similitud con la secuencia de Cryptococcus sp. aislada de malta (gb. DQ377668
VTTC-04547). La identificacion polifasica sefialo 90% similitud para la forma
asexual levaduriforme de Holtermania corniformis, y 88.3% para Cr. nyarrowii. Las
caracteristicas morfologicas vy fisioldgicas obtenidas para este aislado fueron muy
diferentes para las registradas en las diagnosis de H. corniformis y Cr. nyarrowii
(Barnett et al., 2000; CBS, 2006). Para poder esclarecer la identidad de los
aislados de Cyptococcus seria necesario obtener la secuencia de bases de los
nucleotidos de los espaciadores internos de la transcripcion (ITS1 e ITS2), que
permite distinguir y separar especies de levaduras basidiomicetes estrechamente
relacionadas (Fell et al., 2000; Fonseca et al., 2000), pues su identificacion y
posicion filogenética no es facil de establecer, en parte por la naturaleza polifilética
del grupo (Moreno-Terrazas, 2005). También se obtuvo un aislado de Candida
parapsilosis (cepa T4-1) a partir de atole de 11 h de fermentacion, representando
el 1.47% del total de los aislados. Esta cepa no presenté diferencias con los
resultados encontrados en las monografias de Barnett et al., (2000). La secuencia
obtenida de este aislado presenté un 100% de similitud con la secuencia de C.
parapsilosis gb. AJ749821 ESAB2. La identificacién polifasica revelé un 100% de
similitud con C. parapsilosis. Un aislado de Cryptococcus albidus se obtuvo a las
24 h de fermentacion, correspondiendo a 1.47% de los aislados totales. El analisis
de la secuencia de Cr. albidus con las secuencias de la base de datos del
GenBank mostré 100% de similitud con la secuencia de Cr. albidus gb. AY296054
Y52. La identificacidén polifasica revel6 99.4% de similitud con Cr. albidus, sin
diferencias con la diagnosis de Barnett et al., (2000). Esta levadura ha sido aislada

de varios alimentos fermentados, como sake, vino, (Kurtzman y Fell 1998),



tepache de tibicos (Rubio et al., 1993), asi como de quesos conservados, trigo
(Orbera, 2004) y maiz (Nout et al., 1997).

Levaduras aisladas de la muestra 2 de atole agrio. Tres aislados de Kloeckera
apiculata, estado asexual de Hanseniaspora uvarum, se encontraron en la
muestra 2 de atole agrio después de 72 h de fermentacion, representando el
8.57% de los aislados obtenidos. No se presentaron diferencias en el patron de
asimilacion de carbohidratos y compuestos de nitrogeno, solo el crecimiento fue
positivo en medio liquido (glucosa-extracto de levadura-peptona) a 37°C (para H.
uvarum es negativa) (Barnett et al., 2000 y Kurtzman y Fell, 1998). La
comparacion de la dos secuencia de K. apiculata con las secuencias presentes en
el GenBank mostré 99% y 100% de similitud con la secuencia de H. uvarum (gb.
AMI60628 HA1670). El analisis de la identificacion polifasica revelo 99.3% de
similitud con la especie. Esta levadura ha sido frecuentemente aislada de
alimentos fermentados, como tepache (Moreno-Terrazas, 2005), cidra, salmuera,
masa agria, mosto de frutas, (Barnett et al., 2000; Kurtzman y Fell 1998), café
(Masoud et al., 2004), yogurt (Kosse et al., 1997), cacao (Sanchez, et al., 1993),

vino (Torija et al., 2001), agua ardiente (Schwan et al., 2001).



V. CONCLUSIONES

De acuerdo a la discusion anterior, se puede concluir que:

1. Las especies de levaduras aisladas representan una importante contribucién al
estudio de la micobiota del atole agrio de maiz, sin embargo el pH alcalino (9.5-
8.5) de la muestra 1 de atole, impidieron el mayor desarrollo y por tanto
aislamiento de especies de levaduras.

2. Las especies de levaduras identificadas, con excepcion de Cr. uzbekistanensis,
han sido aisladas de diferentes alimentos fermentados, incluso de los elaborados
con materias primas que contienen almidon como el maiz, sorgo y arroz lo cual
justifica su presencia en el atole agrio de maiz.

3. En los aislados de levaduras NM 9 y T4-0 pertenecientes al género
Cryptococcus asi como el aislado NM 2c, del género Candida, la secuenciacion de
bases del dominio D1/D2 del gene 26S del ADNr no fue resolutiva para
identificarlos a especie, por lo que se recomienda realizar la secuencia de bases
de los espaciadores internos de la transcripcion (ITS1 e ITS2) para corroborar asi
su identidad.

4. Se requieren de mas estudios en los que se determinen la micobiota asociada
al atole agrio de maiz para poder dilucidar cual es su participacion en el complejo

proceso de fermentacién de esta bebida.



Cuadro 3. Recuento total de microorganismos (ufc/ml) aislados de atole agrio y de
las materias primas con las que se elabora.

Muestra Temperatura y Diluciones ufc/ml Aislados Especies identificadas y aislados
pH de la no identificados
muestra

Pasta hierba nd 10 0 0 0
con cal
Nixtamal nd 107 1.04X10" 51 Candida pararugosa (26),
molido C. famata var. famata (1)
C. intermedia (3),
C. parapsilosis (3)
Candida tenuis (1)
Pichia galeiformis (1)
Saccharomyces cerevisiae (1)
Cryptococcus curvatus (3)
Trichosporon cutaneum (3)
y mohos (9) nd
Atole agrio
(Muestra 1)
T 80°C, pH 9.6 107 1X10° 1 moho (1) nd
TO (0 h) 80°C, pH 9.57 10'; 4X10° 4 Cr.uzbekistanensis (1),mohos (3) nd
10° 0 0
T1(3 h) 45°C, pH 9.5 10 9X10° 9 mohos (2) nd, bacterias (7) nd
10°,10* 0 0
T2 (6 h) 43°C,pH 9.5 107 1.1x10° 11 Cr.uzbekistanensis (1),mohos (10)nd
10°,10* 0 0
T3(9h) 38°C,pH 9.5 107,10°,10%,10° 0 0 0
T4 (11 h) 37°C, pH 9.45 10 4X10° 4 Cryptococcus sp. (1), mohos (3) nd
1073 3X10° 3 C. parapsilosis (1), mohos (2) nd
10* 2x10* 2 mohos (2) nd
10° 2X10° 2 mohos (2) nd
T5 (24 h) 24°C, pH 9.35 107 7x10° 7 mohos (7) nd
10° 9x10° 9 mohos (8) nd, Cr. albidus (1)
10* 4X10* 4 mohos (4) nd
10° 4X10° 4 mohos (4) nd
T6 (34 h) 20°C, pH 9.1 107 4X10° 4 mohos (4) nd
1073 1X10° 1 moho (1) nd
10* 3x10* 3 mohos (3) nd
10° 0 0
T7 (48 h) 20°C,pH 7.5 10°,10°,107,10° 0 0 0
Atole agrio 28°C, pH 4.31 107 5X10° 5 Kloeckera apiculata (3), mohos (2) nd
(Muestra 2) 1073 9x10° 9 mohos (9) nd
(72 h) 10" 2x10* 2 mohos (2) nd
10° 4X10° 4 mohos (4) nd
10 2X10° 2 levadura (1) nd, moho (1) nd
107 7X10” 7 mohos (7) nd
108 3x10° 3 mohos (3) nd
10° 3X10° 3 mohos (3) nd
Atole agrio 29°C, pH 4.36 107 3X10° 3 mohos (3) nd
(Muestra 3) 10° 1X10° 1 moho (1) nd
(72 h) 10* 3x10* 3 mohos (3) nd
10° 5X10° 5 mohos (5) nd
10 1X10° 1 moho (1) nd
107 1X10’ 1 moho (1) nd
108 1X108 1 moho (1) nd
10 3X10° 3 mohos (3)nd

nd: no determinado.

Cuadro 4. Identificacién morfofisiolégica de aislados de levaduras obtenidos de
nixtamal molido.



AISLADO ' CBS
METODO :
(clave inicial) IDENTIFICACION % similitud
- Vorfofisioisa 93.1%
o} orfofisioldgico i
p g Candida rugosa Candida rugosa
93%
NM 4 Morfofisiologico C. rugosa
: C. rugosa
96.2%
NM 8 Morfofisioldgico C. rugosa
: C. rugosa
93.6%
NM 21 Morfofisiologico C. rugosa
: C. rugosa
91.4%
NM 20 Morfofisioldgico C. rugosa
: C. rugosa
95.9%
NM 17 Morfofisiologico C. rugosa
: C. rugosa
94.8%
NM 3 Morfofisioldgico C. rugosa
: C. rugosa
96.0%
NM 1a Morfofisioldgico C. rugosa
: C. rugosa
95.8%
NM 1c Morfofisiologico C. rugosa
: C. rugosa
NM 1b 97.2%
Morfofisioldgico C. rugosa
osc ’ C. rugosa
NM 1b 94.8%
Morfofisiolégico C. rugosa
cla ’ C. rugosa
NM 16 95.2%
Morfofisioldgico C. rugosa
osc ’ C. rugosa
NM 16 97.0%
Morfofisioldgico C. rugosa
cla ’ C. rugosa
NM 15 Morfofisioléai 97.0%
orfofisioldgico
osc (1)y (2) ° €. rugosa C. rugosa
NM 15 97.0%
Morfofisiolégico C. rugosa
cla ’ C. rugosa
97.0%
NM 25 Morfofisioldgico C. rugosa
: C. rugosa

CBS: Base de datos Centraalbureau voor Schimmelculture de Holanda (CBS, 2006)

Cuadro 4. Continuacion.




AISLADO ' CBS
METODO s
(clave inicial) IDENTIFICACION % similitud
NM 22 ] 95.9%
Morfofisiolégico Candida rugosa .
cla Candida rugosa
96.9%
NM 6a Morfofisiologico C. rugosa
: C. rugosa
97.1%
NM 18 Morfofisioldgico C. rugosa
: C. rugosa
93.3%
NM 6b Morfofisioldgico C. intermedia : ;
’ C. intermedia
94.8%
NM 13 Morfofisioldgico C. parapsilosis T
’ C. parapsilosis
NM 2 Morfofisioldgi o
orfofisiolégico
g Cryptococcus curvatus Cr. curvatus
94%
NM 10 Morfofisioldgico Cr. curvatus
: Cr. curvatus

CBS: Base de datos Centraalbureau voor Schimmelculture de Holanda (CBS, 2006)

Cuadro 5. Identificacién morfofisioldgica, molecular y polifasica de aislados de

levaduras obtenidos de nixtamal molido.




AISLADO . CBS GenBank
(clave inicial) METODO IDENTIFICACION % similitud % similitud
97.9% 100%
Morfofisioldgico
NM 2b osc . Candida Candida
Molecular Candida pararugosa
NM 2b cla pararugosa pararugosa
Morfofisioldgico 97.2% 100%
NM 22a C. pararugosa
Molecular C. pararugosa C. pararugosa
Morfofisioldgico 99.5% 100%
NM 7 C. pararugosa
Molecular C. pararugosa C. pararugosa
Morfofisioldgico 98.7% 99%
NM 2e C. pararugosa
Molecular C. pararugosa C. pararugosa
Morfofisioldgico 97.6% 99%
NM 24 C. pararugosa
Molecular C. pararugosa C. pararugosa
Morfofisioldgico 97.7% 99%
NM 17a C. pararugosa
Molecular C. pararugosa C. pararugosa
NM 2¢ (1) Morfofisioldgico 94.6% 99%
c , .
Molecular Candida tenuis C. tenuis Candida sp.
NM 2¢ (3) Morfofisiolégico 95.3% 100%
c . .
Molecular Candida tenuis C. tenuis Candida sp.
99.9%
NM 2d Morfofisiologico C. famata var. famata Debaryomyces 100%
Molecular hansenii var. D. hansenii
hansenii
NM 11 Morfofisioldgico 99.10% 99%
Molecular C. intermedia C. intermedia C. intermedia
NM 5 Morfofisioldgico 98.6% 99%
Molecular C. intermedia C. intermedia C. intermedia
NM 23 Morfofisioldgico 98.9% 99%
Molecular C. parapsilosis C. parapsilosis C. parapsilosis
NM 14 Morfofisioldgico 100% 99%
Molecular C. parapsilosis C. parapsilosis C. parapsilosis
NM 12 Morfofisiolégico 98.8% 99%
Molecular Pichia galeiformis P. galeiformis P. galeiformis
Morfofisioldgico Saccharomyces 98.8% 99%
NM 1 cerevisiae

Molecular

S. cerevisiae

S. cerevisiae

CBS: Base de datos Centraalbureau voor Schimmelculture de Holanda (CBS, 2006)

Cuadro 5. Continuacion.




AISLADO . CBS GenBank
L. METODO IDENTIFICACION % similitud % similitud
(clave inicial)
NM 9 Morfofisioldgico 94.6% 99%
Molecular Cryptococcus Cr. curvatus Cryptococcus sp.
curvatus
Morfofisiolégico . 96% 98%
NM 19 Trichosporon cutaneum
Molecular T. cutaneum T. cutaneum
) Morfofisiolégico 97.9% 98%
NM 2a lis y rug
Molecular T. cutaneum T. cutaneum T. cutaneum

CBS: Base de datos Centraalbureau voor Schimmelculture de Holanda (CBS, 2006)

Cuadro 6. Identificacidon morfofisioldgica, molecular y polifasica de aislados de
levaduras obtenidos de atole agrio.

AISLADO ) CBS GenBank
(clave inicial) METODO IDENTIFICACION % similitud % similitud
96.7%
Morfofisioldgico Cryptococcus 99% Cryptococcus
TO-0 Cryptococcus
Molecular uzbekistanensis uzbekistanensis
uzbekistanensis
96.7%
Morfofisiolégico . . 99% Cr.
T2-0 Cr. uzbekistanensis Cr.
Molecular uzbekistanensis
uzbekistanensis
90%
Morfofisiologico ) 99%
T4-0 Cryptococcus sp. Holtermania
Molecular ) ) Cryptococcus sp.
corniformis
a1 Morfofisiologico 100% 100%
Molecular C. parapsilosis C. parapsilosis C. parapsilosis
Morfofisioldgico . 99.4% 100%
T5-1a Cr. albidus ) )
Molecular Cr. albidus Cr. albidus
Morfofisioldgi 99.3% 100%
orfofisioldgico i
M2-0a,byc 9 Kloeckera apiculata Hanseniaspora °
Molecular (estado asexual de H. H. uvarum

uvarum)

uvarum

CBS: Base de datos Centraalbureau voor Schimmelculture de Holanda (CBS, 2006)

Cuadro 7. Resultados de asimilacion de algunos carbohidratos, compuestos de
nitrégeno y tolerancia a 10% de NaCl en los aislados de Candida pararugosa




diferentes a los presentados en las diagnosis de de las monografias de Barnett et
al., (2000) para C. pararugosa y C. rugosa.

aislados (clave inicial)

C. C.
pararugosarugosa

Carbohidratos| Barnett |[Barnett]1 6,0sc|16,clall 5,0sc|l5,clal2b,0sc|2b,clal22,cla22a] 1a | Ic | 3 [17[17a)25|1b,0sc|lb,claj2e| 4 |6al6op| 7| 8 [182021
lglucosa + + + - + + + + + |+ |+ |+ |||+ | ||+ | ]
igalactosa + +d |+ ] - - Sl 4d | - ||+ + | [ rdpd |- - o] || || d |+ ]-d|
ID-xilosa + v - - - - - - - - - - N I FE [ IR i e | I
glicerol + v d | +d | + + +d + | +d |+d| + | + |[+dpdl+dpd + d Hdl - Bd-d|+] + Bd-]-
ribitol - v - - - - - - - |- - T . O I | I [ [ [ (O )
galactitol - - - - - - - - - |- - - JR I I U U O I I
ID-manitol + +,d - - - - - - - - - S I S I I U I (R TN S U (I (S N
D-glucitol + +d | - - - - - - - - - - [ ] ]
IDL-lactato +.d v - - - - - - -d |-d| + -l - |-d]-] - - o|d| - |-|-d|-d| - |-d|-]-
citrato -d \4 - - - - - - N I - N R I I R IS 1 U O I I D
xilitol + v +d | +d | +d | +d | +d | +d | + |+ | + | + [+d|+|+Pd + + |+ + pd + |+ + [+ -d
[Etilamina + +d | 4d | +d | +d | +d | +d | +d | +d |+d| +d | + | - pdl+dpd +d | +d |+] - [-]| - [Hd] - [{d - [+
Lisina + + +d + +d + + + + | -] - + | - |- |+d|-d| + + |+ - |+ - Hd - |-]-]-
[Tolerancia al

10% NaCl - + - - + d - - - - - N FE I U U O e |

(+), asimilacién positiva;( -), asimilaciéon negativa; (v), asimilacion variable; (d), asimilacion débil.
Nota. Los aislados sefialados en negritas fueron seleccionados para obtener su secuencia de pares de bases de
nucleétidos del dominio D1/D2 del gene 26S del ADNr.

Cuadro 8. Resultados de asimilacion de algunas carbohidratos y compuestos de
nitrégeno en los aislados de Candida intermedia diferentes a los presentados en la



diagnosis de las monografias de Barnett et al., (2000).

Compuestos de carbono y Candida intermedia Aislados (clave inicial)
nitrégeno Barnett et al., (2000). NM 6b NM 5 NM 11
D-arabinosa d,- + + +
DL-lactato - d+ d+ d+
Lisina + - - +

Cuadro 9. Resultados de asimilacién de algunas carbohidratos en los aislados de
Candida parapsilosis diferentes a los presentados en la diagnosis de las
monografias de Barnett et al., (2000).

Compuestos de carbono Candida parapsilosis Aislados (clave inicial)
Barnett et al., (2000). NM13 NM14 NM 23

Trehalosa + + + -
D-xilosa + - + -
D-gluconato +,d - + -

Cuadro 10. Secuencias de bases de aislados de levaduras obtenidos a partir de
maiz nixtamalizado molido y de atole agrio de maiz.



1A aislada de nixtamal martajado (NM 1)
Saccharomyces cerevisiae
617 (616/617), 99 % S. cerevisiae aislado ESB9 26SrRNA

gcatatcaataagcggaggaaaagaaaccaaccgggattgccttagtaacggcgagtgaagcggcaaaagctcaaatttgaaatctggtaccttcecggtgeceg
agttgtaatttggagagggcaactttggggccgttecttgtctatgtteccttggaacaggacgtcatagagggtgagaatccecgtgtggecgaggagtgeggtt
ctttgtaaagtgccttcgaagagtcgagttgtttgggaatgcagctctaagtgggtggtaaattccatctaaagctaaatattggcgagagaccgatagcgaa
caagtacagtgatggaaagatgaaaagaactttgaaaagagagtgaaaaagtacgtgaaattgttgaaagggaagggcatttgatcagacatggtgttttgtg
ccctctgctecttgtgggtaggggaatctcgecatttcactgggccagcatcagttttggtggcaggataaatccataggaatgtagettgecteggtaagtat
tatagcctgtgggaatactgccagctgggactgaggactgcgacgttaagtcaaggatgctggcataatggttatatgeccgececgtecttgaaacacggacca

2A aislada de nixtamal martajado (NM 2b,osc)
Candida pararugosa

587 (587/587) 100% C. pararugosa aislado VTT- C-04522 26S rRNA

gcatatcaataagcggaggaaaagaaaccaacagggattcccttagtaacggcgagtgaaccgggaaaagctcaaatttgaaatctgccaacaggccgagttyg
taatttgtagatggctacactgcataatagtagatgctcaagttctttggaaaaagacatcatggagggtgacaatcccgtgaggcatgttactaggagecgta
tagtgggctttctaagagtcgagttgtttgggaatgcagctcaaagtgcgtggtgaataccatgtaaagctaaatatggacgagagaccgatagcgaacaagt
actgtgaaggaaagatgaaaagcactccgaaaggagagtgaaatagtacgtgaaattgttaaagtggaagggcttgagatcagaattggtagtttgggttcca
cgtcctecttgggggcgtgtactccectttcgaccgggecagegggagttttgtectettgggtaaaagcagtggaatgtagcagettgtetgtattatagectcet
gttcatacaagacgtcgggactcgatttgttggcgtaatgatctctagccacccgtcttgaaacacggacca

3A aislada de nixtamal martajado (NM 2b, cla)
Candida pararugosa

587 (587/587) 100% C. pararugosa aislado VIT- C-04522 26S rRNA

gcatatcaataagcggaggaaaagaaaccaacagggattcccttagtaacggcgagtgaaccgggaaaagctcaaatttgaaatctgccaacaggccgagttg
taatttgtagatggctacactgcataatagtagatgctcaagttctttggaaaaagacatcatggagggtgacaatcccgtgaggcatgttactaggagecgta
tagtgggctttctaagagtcgagttgtttgggaatgcagctcaaagtgcgtggtgaataccatgtaaagctaaatatggacgagagaccgatagcgaacaagt
actgtgaaggaaagatgaaaagcactccgaaaggagagtgaaatagtacgtgaaattgttaaagtggaagggcttgagatcagaattggtagtttgggttcca
cgtcctecttgggggcgtgtactccectttcgaccgggecagegggagttttgtectettgggtaaaagcagtggaatgtagcagettgtectgtattatagectcet
gttcatacaagacgtcgggactcgatttgttggcgtaatgatctctagccaccecgtcttgaaacacggacca

4A aislada de nixtamal martajado (NM 2c¢,1)

Candida tenuis

Candida sp.

577 (573/573) 100% Candida sp. aislado CBS 7880 26S rRNA

gcatatcaataagcggaggaaaagaaaccaacagggattgccttagtagcggcgagtgaagcggcaatagctcaaatttgaaatctggegectteggtgtecg
agttgtaatttgaagaaggtatctttggttttggctcttgtctatgttccttggaacaggacgtcatagagggtgagaatcccgtgcgataagatgcecccaatt
ccatgtaaagttccttcgacgagtcgagttgtttgggaatgcagctctaagtgggtggtaaattccatctaaagctaaatattggcgagagaccgatagcgaa
caagtacagtgatggaaagatgaaaagaactttgaaaagagagtgaaaaagtacgtgaaattgttgaaagggaagggcttgaggtcagactcggtttacecggg
ccagcatcagtttgaacggcaggataatggcgtaggaatgtggctccacttcggtggagtgttatagactgecgttgatactgectgtttagactgaggactge
gtctttgactaggatgctggcataatgaccttaagccgcccgtctggaaaaccacggaccaa

Cuadro 10. Continuacion.




5A aislada de nixtamal martajado (NM 2c, 3)

Candida tenuis

Candida sp.

574 (573/573) 100% Candida sp. aislado CBS 7880 26S rRNA

gcatatcaataagcggaggaaaagaaaccaacagggattgccttagtagecggcgagtgaagcggcaatagctcaaatttgaaatctggegectteggtgte
cgagttgtaatttgaagaaggtatctttggttttggctcttgtctatgttccttggaacaggacgtcatagagggtgagaatcccgtgcgataagatgecce
aattccatgtaaagttccttcgacgagtcgagttgtttgggaatgcagctctaagtgggtggtaaattccatctaaagctaaatattggcgagagaccgat
agcgaacaagtacagtgatggaaagatgaaaagaactttgaaaagagagtgaaaaagtacgtgaaattgttgaaagggaagggcttgaggtcagactcggt
ttaccgggccagcatcagtttgaacggcaggataatggcgtaggaatgtggctccacttcggtggagtgttatagactgecgttgatactgectgtttagac
tgaggactgcgtctttgactaggatgctggcataatgaccttaagccgccecgtcttgaaacacggacca

6A aislada de nixtamal martajado (NM 2d)
Candida famata var. famata

616 (614/614), 100% D. hansenii aislado CECT 10661 26S rRNA

gcatatcaataagcggaggaaaagaaaccaacagggattgccttagtaacggcgagtgaagcggcaaaagctcaaatttgaaatctggcacctteggtgte
cgagttgtaatttgaagaaggtaactttggagttggctcttgtctatgttccttggaacaggacgtcacagagggtgagaatccecgtgecgatgagatgeec
aattctatgtaaagtgctttcgaagagtcgagttgtttgggaatgcagctctaagtgggtggtaaattccatctaaagctaaatattggcgagagaccgat
agcgaacaagtacagtgatggaaagatgaaaagaactttgaaaagagagtgaaaaagtacgtgaaattgttgaaagggaagggcttgagatcagacttggt
attttgcgatcctttecttcttggttgggttcctecgecagettactgggecagcatecggtttggatggtaggataatgactaaggaatgtggctctactteg
gtggagtgttatagccttggttgatactgcctgtctagaccgaggactgegtcecttttgactaggatgttggcataatgatcttaagccaccegtettgaaa
cacggaccaa

7A aislada de nixtamal martajado (NM 2e)
Candida pararugosa
587 (584/586) 100% C. pararugosa aislado UWFP 348 26S rRNA

gcatatcaataagcggaggaaaagaaaccaacagggattcccttagtaacggcgagtgaaccgggaaaagctcaaatttgaaatctgccaacaggccgagt
tgtaatttgtagatggctacactgcataatagtagatgctcaagttctttggaaaaagacatcatggagggtgacaatcccgtgaggcatgttactaggag
catatagtgggctttctaagagtcgagttgtttgggaatgcagctcaaagtgcgtggtgaataccatgtaaagctaaatatggacgagagaccgatagcga
acaagtactgtgaaggaaagatgaaaagcactccgaaaggagagtgaaatagtacgtgaaattgttaaagtggaagggcttgagatcagaattggtagttt
gggttccacgtcctcttgggggcgtgtactcectttccaccgggeccagecgggagtttegtectecttgggtaaaagcagtggaatgtagcagettgtetgtat
tatagcctctgttcatacaagacgtcgagactcgattgttggecgtaatgatctctageccacccgtcttgaaacacggaccaa

8A aislada de nixtamal martajado (NM 5)
Candida intermedia

565 (560/563) 99% C. intermedia aislado VTT C-04520 26S rRNA

gcatatcaataagcggaggaaaagaaaccaacagggattgcctcagtaacggcgagtgaagcggcaaaagctcaaatttgaaatccttecgggagttgtaat
ttgtaggttgggagaccccgcggctagtggcaccaagtcccttggaacagggecgecttagagggtgagagececcecgtaggtaccacgacgeecgtetttgtgt
ctcctctccaaagagtcgagttgtttgggaatgcagctcaaagtgggtggtaaattccatctaaagctaaataccggcgagagaccgatagcgaacaagta
cagtgatggaaagatgaaaagcactttgaaaagagagtgaaacagtacgtgaaattgttgaaagggaagggcttgcaagcagacacggccttcgtgecggg
ccagcatcggttgctaggggtggataaggaacaaggaatgtagctcecctcecggagtattatageccttgegegatacacccactggcgaccgaggecctgeggta
ttctttacctaggatgctggcgtaatggttgcaageccgecccgtecttgaaacacggaccaa

Cuadro 10. Continuacion.




9A aislada de nixtamal martajado (NM 7)
Candida pararugosa
588 (586/586) 100% C. pararugosa aislado VIT C-04522 26S rRNA

gcatatcaataagcggaggaaaagaaaccaacagggattcccttagtaacggcgagtgaaccgggaaaagctcaaatttgaaatctgccaacaggeccga
gttgtaatttgtagatggctacactgcataatagtagatgctcaagttctttggaaaaagacatcatggagggtgacaatccecgtgaggcatgttacta
ggagcgtatagtgggctttctaagagtcgagttgtttgggaatgcagctcaaagtgcgtggtgaataccatgtaaagctaaatatggacgagagaccga
tagcgaacaagtactgtgaaggaaagatgaaaagcactccgaaaggagagtgaaatagtacgtgaaattgttaaagtggaagggcttgagatcagaatt
ggtagtttgggttccacgtcctcttgggggcgtgtactccectttcgaccgggeccagecgggagttttgtectettgggtaaaagcagtggaatgtagcage
ttgtctgtattatagcctctgttcatacaagacgtcgggactcgatttgttggecgtaatgatctctageccaceccgtecttgaaacacggaccaa

10A aislada de nixtamal martajado (NM 11)
Candida intermedia

564 (560/563) 99% C. intermedia aislado VIT C-04520 26S rRNA

gcatatcaataagcggaggaaaagaaaccaacagggattgcctcagtaacggcgagtgaagcggcaaaagctcaaatttgaaatccttcgggagttgta
atttgtaggttgggagaccccgcggctagtggcaccaagtccecttggaacagggegecttagagggtgagageccegtaggtaccacgacgecgtettt
gtgtctcctctccaaagagtcgagttgtttgggaatgcagectcaaagtgggtggtaaattccatctaaagctaaataccggcgagagaccgatagcgaa
caagtacagtgatggaaagatgaaaagcactttgaaaagagagtgaaacagtacgtgaaattgttgaaagggaagggcttgcaagcagacacggcctte
gtgccgggccagcatcggttgctaggggtggataaggaacaaggaatgtagctecctcggagtattatageccttgecgegatacacccactggcgaccgag
gcctgcggtattctttacctaggatgctggcgtaatggttgcaagececgececgtecttgaaacacggacca

11A aislada de nixtamal martajado (NM 14)
Candida parapsilosis

590 (587/588) 99% C. parapsilosis aislado EXOC16 26S rRNA

gcggaggaaaagaaaccaacagggattgcecttagtagcggcgagtgaagcggcaaaagctcaaatttgaaatctggecactttcagtgteccgagttgtaa
tttgaagaaggtatctttgggtctggctcttgtctatgtttcttggaacagaacgtcacagagggtgagaatcccgtgcgatgagatgtcccagaccta
tgtaaagttccttcgaagagtcgagttgtttgggaatgcagctctaagtgggtggtaaattccatctaaagctaaatattggcgagagaccgatagcga
acaagtacagtgatggaaagatgaaaagaactttgaaaagagagtgaaaaagtacgtgaaattgttgaaagggaagggcttgagatcagacttggtatt
ttgtatgttactctctcgggggtggcctctacagtttaccgggccagcatcagtttgggecggtaggacaattgcaaagaaatgtggcactgecteggta
gtgtgttatagtctttgtcgatactgccagcctagactgaggactgcggcttcggectaggatgttggcataatgatcttaagtcgececgtectgg

12A aislada de nixtamal martajado (NM 17a)
Candida pararugosa
589 (578/579) 99% C. pararugosa aislado VIT C-04522 26S rRNA

gcatatcaataagcggaggaaaagaaaccaacagggattcccttagtaacggcgagtgaaccgggaaaagctcaaatttgaaatctgccaacaggccga
gttgtaatttgtagatggctacactgcataatagtagatgctcaagttctttggaaaaagacatcatggagggtgacaatccecgtgaggcatgttacta
ggagcgtatagtgggctttctaagagtcgagttgtttgggaatgcagctcaaagtgcgtggtgaataccatgtaaagctaaatatggacgagagaccga
tagcgaacaagtactgtgaaggaaagatgaaaagcactccgaaaggagagtgaaatagtacgtgaaattgttaaagtggaagggcttgagatcagaatt
ggtagtttgggttccacgtcctcttgggggcgtgtactcecctttcgaccgggeccagecgggagttttgtectecttgggtaaaagcagtggaatgtagcage
ttgtctgtattatagcctctgttcatacaagacgtcgggactcgatttgttggecgtaatgatctctageccacccgtcectggaaaccacggaccaa

Cuadro 10. Continuacion.




13A aislada de nixtamal martajado (NM 22a)
Candida pararugosa
580 (575/575) 100% C. pararugosa aislado VIT C-04522 26S rRNA

gcatatcaataagcggaggaaaagaaaccaacagggattcccttagtaacggcgagtgaaccgggaaaagctcaaatttgaaatctgccaacaggeccg
agttgtaatttgtagatggctacactgcataatagtagatgctcaagttctttggaaaaagacatcatggagggtgacaatcccgtgaggcatgttac
taggagcgtatagtgggctttctaagagtcgagttgtttgggaatgcagctcaaagtgcgtggtgaataccatgtaaagctaaatatggacgagagac
cgatagcgaacaagtactgtgaaggaaagatgaaaagcactccgaaaggagagtgaaatagtacgtgaaattgttaaagtggaagggcttgagatcag
aattggtagtttgggttccacgtcctcttgggggcgtgtacteccctttecgaccgggccagegggagttttgtectecttgggtaaaagcagtggaatgta
gcagcttgtctgtattatagcctctgttcatacaagacgtcgggactcgatttgttggegtaatgatctctagecacccgtcttggaaaa

14A aislada de nixtamal martajado (NM 23)
Candida parapsilosis

606 (599/600) 99% C. parapsilosis aislado EXOC16 26SrRNA

gcatatcaataagcggaggaaaagaaaccaacagggattgccttagtagcggcgagtgaagcggcaaaagctcaaatttgaaatctggcactttcagt
gtccgagttgtaatttgaagaaggtatctttgggtctggctcttgtctatgtttcttggaacagaacgtcacagagggtgagaatcccgtgegatgag
atgtcccagacctatgtaaagttccttcgaagagtcgagttgtttgggaatgcagctctaagtgggtggtaaattccatctaaagctaaatattggeg
agagaccgatagcgaacaagtacagtgatggaaagatgaaaagaactttgaaaagagagtgaaaaagtacgtgaaattgttgaaagggaagggcttga
gatcagacttggtattttgtatgttactctctcgggggtggcecctctacagtttaccgggccagcatcagtttgggcggtaggacaattgcaaagaaat
gtggcactgcctcggtagtgtgttatagtctttgtcgatactgeccagectagactgaggactgcggecttcggectaggatgttggecataatgatcetta
agtcgcccgtctggaaaa

15A aislada de nixtamal martajado (NM 24)
Candida pararugosa

578 (576/578) 99% C. pararugosa aislado UWFP-348 26SrRNA

gcatatcaataagcggaggaaaagaaaccaacagggattcccttagtaacggcgagtgaaccgggaaaagctcaaatttgaaatctgccaacaggccg
agttgtaatttgtagatggctacactgcataatagtagatgctcaagttctttggaaaaagacatcatggagggtgacaatcccgtgaggcatgttac
taggagcatatagtgggctttctaagagtcgagttgtttgggaatgcagctcaaagtgcgtggtgaataccatgtaaagctaaatatggacgagagac
cgatagcgaacaagtactgtgaaggaaagatgaaaagcactccgaaaggagagtgaaatagtacgtgaaattgttaaagtggaagggcttgagatcag
aattggtagtttgggttccacgtcctcttgggggecgtgtactcecctttccaccgggeccagegggagtttecgtetecttgggtaaaagcagtggaatgta
gcagcttgtctgtattatagcctctgttcatacaagacgtcgagactcgattgttggcgtaatgatctctagccaceccgtcttgaaaa

16A aislada de atole agrio, muestra 2, 72 h de fermentacion (M2-0a)
Kloeckera apiculata
608 (607/607) 100% Hanseniaspora uvarum aislado HA 1670 ITS1,5.8S rRNA, ITS2 y 26S rRNA

gcatatcaataagcggaggaaaagaaaccaactgggattaccttagtaacggcgagtgaagcggtaaaagctcaaatttgaaatctggtactttcagt
gcccgagttgtaatttgtagaatttgtctttgattaggtceccttgtctatgtteccttggaacaggacgtcatagagggtgagaatccecgtttggegagg
ataccttttctttgtaagactttttcgaagagtcgagttgtttgggaatgcagctcaaagtgggtggtaaattccatctaaagctaaatattggcgag
agaccgatagcgaacaagtacagtgatggaaagatgaaaagaactttgaaaagagagtgaaaaagtacgtgaaattgttgaaagggaagggcatttga
tcagacatggtgttttttgcatgcactcgcctctecgtgggettgggectctcaaaaatttcactgggccaacatcaattctggcagcaggataaatca
ttaagaatgtagctacttcggtagtgttatagctttttggaatactgttagccgggattgaggactgcgecttcggcaaggatgttggcataatggtta

Aataccacccatoctacnasaaa

Cuadro 10. Continuacion.




17A aislada de atole agrio, muestra 2, 72 h de fermentacion (M2-0b)
Kloeckera apiculata
608 (607/607) 100% H. uvarum aislado HA 1670I1TS1,5.8S rRNA, ITS2 y 26S rRNA

gcatatcaataagcggaggaaaagaaaccaactgggattaccttagtaacggcgagtgaagcggtaaaagctcaaatttgaaatctggtactttcagt
gcccgagttgtaatttgtagaatttgtctttgattaggtceccttgtctatgtteccttggaacaggacgtcatagagggtgagaatccecgtttggegagg
ataccttttctttgtaagactttttcgaagagtcgagttgtttgggaatgcagctcaaagtgggtggtaaattccatctaaagctaaatattggecgag
agaccgatagcgaacaagtacagtgatggaaagatgaaaagaactttgaaaagagagtgaaaaagtacgtgaaattgttgaaagggaagggcatttga
tcagacatggtgttttttgcatgcactcgcctctcgtgggcttgggectctcaaaaatttcactgggccaacatcaattctggcagcaggataaatca
ttaagaatgtagctacttcggtagtgttatagctttttggaatactgttagccgggattgaggactgecgecttcggcaaggatgttggcataatggtta
aatgccgccegtcttgaaaa

18A aislada de atole agrio, muestral, 11h de fermentacion (T4-1)
Candida parapsilosis

600 (600/600) 100% C. parapsilosis aislado ESAB2 26S rRNA

gcatatcaataagcggaggaaaagaaaccaacagggattgccttagtagcggcgagtgaagcggcaaaagctcaaatttgaaatctggcactttcagt
gtccgagttgtaatttgaagaaggtatctttgggtctggctcttgtctatgtttcttggaacagaacgtcacagagggtgagaatcccgtgecgatgag
atgtcccagacctatgtaaagttccttcgaagagtcgagttgtttgggaatgcagctctaagtgggtggtaaattccatctaaagctaaatattggeg
agagaccgatagcgaacaagtacagtgatggaaagatgaaaagaactttgaaaagagagtgaaaaagtacgtgaaattgttgaaagggaagggcttga
gatcagacttggtattttgtatgttactctctcgggggtggcctctacagtttaccgggccagcatcagtttgagecggtaggataagtgcaaagaaat
gtggcactgcttcggtagtgtgttatagtctttgtcgatactgccagcttagactgaggactgcggcttcggectaggatgttggcataatgatctta
agtcgcccgtcet

19B aislada de atole agrio, muestra 1, tiempo cero, Oh de fermentacion (T0-0)
Cryptococcus uzbekistanensis
631 (620/622) 99% Cry. uzbekistanensis aislado CBS8683 26S rRNA

gcatatcaataagcggaggaaaagaaactaacaaggattcccctagtaacggcgagtgaagcgggaagagctcaaatttgaaatctggtagecttcgg
ctgcccgagttgtaatctagagaagtgttttceccgtgccggcccatgtacaagtecccttggaacagggecgtcatagagggtgagaatcecececgtecttgac
atggacccccggtgctttgtgatacactttcaacgagtcgagttgtttgggaatgcagctcaaaatgggtggtgaattccatctaaagctaaatattyg
gcgagagaccgatagcgaacaagtaccgtgagggaaagatgaaaagcactttggaaagagagttaaacagtacgtgaaattgttgaaagggaaacgat
tgaagtcagtcatgctctttggattcagccgttctgeggtgtatttccattgagtggggtcaacatcagttttgaccgectggataaaggcactaggaa
ggtagcactctcgggtgaacttatagcctagecgtcatatacagtggttgggactgaggaacgcagcatgecctttatggeccgggattcecgtccacgtaca
tgcttaggatgttgacataatggctttaaacgacccgtcttga

20B aislada de atole agrio, muestra 1, tiempo 2, 6h de fermentacion (T2-0)
Cryptococcus uzbekistanensis
635 (624/626) 99% Cry. uzbekistanensis aislado CBS8683 26S rRNA,

gcatatcaataagcggaggaaaagaaactaacaaggattcccctagtaacggcgagtgaagcgggaagagctcaaatttgaaatctggtagecttcgg
ctgcccgagttgtaatctagagaagtgttttccgtgecggeccatgtacaagtcecttggaacagggecgtcatagagggtgagaatcecgtecttgac
atggacccccggtgctttgtgatacactttcaacgagtcgagttgtttgggaatgcagctcaaaatgggtggtgaattccatctaaagctaaatattg
gcgagagaccgatagcgaacaagtaccgtgagggaaagatgaaaagcactttggaaagagagttaaacagtacgtgaaattgttgaaagggaaacgat
tgaagtcagtcatgctctttggattcagccgttctgeggtgtatttccattgagtggggtcaacatcagttttgaccgectggataaaggcactaggaa
ggtagcactctcgggtgaacttatagcctagegtcatatacagtggttgggactgaggaacgcagcatgecctttatggececgggattcgtccacgtaca
tgcttaggatgttgacataatggctttaaacgacccgtcttgaaaca

Cuadro 10. Continuacion.




21B aislada de atole agrio, muestra 1, tiempo 5, 24h de fermentacién (T5-1a)
Cryptococcus albidus
619 (618/618) 100% Cry. albidus aislado ATCC 10666 26S rRNA gene,

gcatatcaataagcggaggaaaagaaactaacaaggattcccctagtaacggcgagtgaagcgggaagagctcaaatttgaaatctggtagect
tcggttgccecgagttgtaatctagagaagtgttttcegtgeccggececcatgtacaagtecccttggaacagggcgtcatagagggtgagaatceccg
tccttgacatggacccccggtgectttgtgatacactttcaacgagtcgagttgtttgggaatgcagctcaaaatgggtggtgaattccatctaa
agctaaatattggcgagagaccgatagcgaacaagtaccgtgagggaaagatgaaaagcactttggaaagagagttaaacagtacgtgaaattg
ttgaaagggaaacgattgaagtcagtcatgctcttgggacttacctccecttgagtggggtcaacatcagttttgatcgatggataaaggcacgg
ggaaggtagcactctcgggtgaacttatagcctcgegtcatatacattgattgggactgaggaacgcagcatgecttatggececgggattegtece
acgtacatgcttaggatgttgacataatggctttaaacgacccgtcttgaaacac

22B aislado de atole agrio, muestra 1, tiempo 4, 11h de fermentaciéon (T4-0)
Cryptococcus sp.
636 (635/636) 99% Cryptococcus sp. aislado VIT C-04547 26S ribosomal RNA

gcatatcaataagcggaggaaaagaaactaacaaggattcccctagtaacggcgagtgaagcgggatgagctcaaatttgtaatctggtggact
cagttcatccgaattgtaatctatagaaaagttttccgcgctggaccgtgtctaagtcecccttggaacagggtgtcagagagggtgagaatcccg
tgcttgatacgaccaccagtgctatgtgatactttttcaacgagtcgagttgtttgggaatgcagctcaaaatgggtggtaaattccatctaaa
gctaaatattggcgagagaccgatagcgaacaagtaccgtgagggaaagatgaaaagcactttggaaagagagttaaacagtacgtgaaattgt
taaaagggaaacgattgaagtcagtcgtgctctctaggactcagccagttcttctggtgtatttecctagtgagcgggtcaacatcagtttagat
cgctggataaggtcattaggaatgtggctcecctecgggagtgttatagectagtgtcecgecatacagtggtttagactgaggaacgcagectcegectt
tatggccggggttcgeccacgtgcecgagettaggatgttgacataatggectttaaacgaceccgtcttgaaac

23B aislado de nixtamal martajado (NM 2a, lis)
Trichosporon cutaneum
634 (626/634) 98% T. cutaneum aislado ESAB19 26S rRNA

gcatatcaataagcggaggaaaagaaactaacaaggattcccttagtaacggcgagtgaaccgggaaaagctcaaatttgaaatctggectgtcect
tcgatagtccgagttgtaatctatagacgtgttttcecgtgectggaccgtatctaagtcecccttggaacagggtatcaaagagggtgacaatcccg
tgcttgatacgaccaccagtgctctgtgatacacgctctacgagtcgagttgtttgggaatgcagctcaaaatgggtggtaaattccatctaaa
gctaaatattggcgagagaccgatagcgaacaagtaccgtgagggaaagatgaaaagcactttggaaagagagttaaacagtacgtgaaattgt
tgaaagggaaacgattgaagtcagtcgtgttcttcagattcagctggttcttccagtctacttctgttgaacgggtcaacatcagttttgtccg
gtggataaaggtagtaggaatgtgacttctccggaagtgttatagcctattattgcatacactgggtgagactgaggactgcagctcgectttt
ggccggccectegggcacgttcgagecttaggatgttgacataatggctttaaacgacccgtcttgaaacac

24B aislado de nixtamal martajado (NM 9 rug)

Cryptococcus curvatus

Cryptococcus sp.

636 (630/636), 99% Cryptococcus sp. aislado IFM 54862 genes for 18S rRNA, ITS1, 5.8S rRNA, ITS2, 26S
rRNA

gcatatcaataagcggaggaaaagaaactaacaaggattcccttagtaacggcgagtgaaccgggaagagctcaaatttgtaagctggcagtct
tcgattgtccgcattgtaatctatagacgtgttttceccgtgctggatecgtatctaagtecccttggaacagggtatcaaagagggtgataatcecccg
tacttgatacaaccaccagtgctctgtgatacacgttctacgagtcgagttgtttgggaatgcagctcaaaatgggtggtaaattccatctaaa
gctaaatattggcgagagaccgatagcgaacaagtaccgtgagggaaagatgaaaagcactttggaaagagagttaaacagtacgtgaaattgt
tgaaagggaaacgattgaagtcagtcgtgttcattggattcagctagctctgctagtctacttcctttgaacgggtcaacatcagttttgtcca
gtggataaagatggtaggaatgtgacttcctccgggaagtgttatagecctgctattgcatacactgggtgagactgaggactgcagectecgectt
ttggccggtcttcggacacgttcgagcttaggatgttgacataatggctttaaccgaccecgtcttgaaacac

Cuadro 10. Continuacion.

25B aislado de nixtamal martajado (NM 9 rug)

Cryptococcus curvatus

Cryptococcus sp.

636 (630/636) 99% Cryptococcus sp. aislado IFM 54862 genes for 18S rRNA, ITS1, 5.8S rRNA ITS2, 26S
rRNA




Fig 1-2. San Andrés Tzicuilan, Cuetzalan, Puebla, México. Figs. 3-8. Elaboracién del atole agrio de maiz estudiado: 3.
Molienda de maiz niztamalizado. 4-6. Diluciéon y coccion de la masa de nixtamal en agua. 7. Hojas de Ageratum
corymbosum. 8. Pasta hecha con hojas de Ageratum corymbosum, cal y un poco de agua.



Fig 9-13. Elaboracién de atole agrio de maiz: 9-10. Atole de masa cocido, vaciado en céantaro de barro con la pasta de
hierba con cal afiadida. 11. Brazas de carbon ardiendo colocadas en el atole. 12. Cantaro tapado con hojas de platano,
maiz y saulco colocado sobre aserrin. 13. Cantaro cubierto con prendas de vestir y con sifon adaptado para la colecta de
muestras. Fig. 14. Habitante de San Andrés Tzicuilan con la planta Ageratum corymbosum. Fig. 15. Cantaros con atole
de maiz en proceso de fermentacién. Fig. 16. Atole agrio de maiz servido en vasos.



Fig 17. Candida pararugosa. Células vegetativas, después de 3 dias de incubacion en PDA a 25°C, X800. Fig. 18. C. famata var. famata.
Colonia gigante después de 1 mes de incubacion en GELPA a 25°C, X1.0. Fig. 19. C. intermedia. Células vegetativas, después de 3 dias de
incubacion en PDA a 25°C, X800. Fig. 20. C. parapsilosis. Seudomicelio después de 3 dias de incubacion en placa de Dalmau de PDA a 25°C,
X800. Fig. 21. C. tenuis. Colonia gigante después de 1 mes de incubacién en GELPA a 25°C, X1.0. Fig. 22. Pichia galeiformis. Asca después
de 3 dias de incubacién en McClary-agar a 25°C, X800. Fig. 23. Saccharomyces cerevisiae. Asca después de 3 dias de incubacién en McClary-
agar a 25°C, X800. Fig. 24. Cryptococcus curvatus. Seudomicelio después de 3 dias de incubacion en placa de Dalmau de PDA a 25°C, X800.



Fig 25,27. Cr. curvatus: 25. Seudomicelio después de 3 dias de incubacién en placa de Dalmau de PDA a 25°C, X800. 27. Colonia
gigante después de 1 mes de incubacién en GELPA a 25°C, X1.0. Fig. 26,28. Trichosporon cutaneum:26. Colonia gigante después
de 1 mes de incubacion en GELPA a 25°C, X1.0. 28. Hifas desarticuladas en artroconidios después de 3 dias de incubacién en
placa de Dalmau de PDA a 25°C, X800. Fig. 29. Cr. uzbekistanensis. Células vegetativas después de 3 dias de incubacién en placa
de Dalmau de PDA a 25°C, X800. Fig. 30. Cryptococcus sp. Colonia gigante, después de 1 mes de incubacién en GELPA a 25°C,
X1.0. Fig. 31. Kloeckera apiculata. Células vegetativas después de 3 dias de incubacion en PDA a 25°C, X800. Fig. 32. Cr. albidus.

Colonia gigante, después de 1 mes de incubacién en GELPA a 25°C, X1.0.
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