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El pozol es una bebida tradicional de maiz fermentado, originaria del sureste de
México y Centroamérica. Es utilizado principalmente como bebida refrescante, pero
también para tratar algunas enfermedades, especialmente gastrointestinales. Uno
de los pasos que involucra la elaboracion del pozol es la nixtamalizacion, proceso
en el cual la sacarosa y los demas azucares libres se reducen dejando al almidén
como el principal sustrato disponible para el crecimiento de diversos
microorganismos, lo que hace suponer que en este sustrato deben existir muchos
microrganismos amiloliticos o cuando menos unos pocos muy amiloliticos, capaces
de hidrolizar el almidéon a maltooligosacaridos utilizables por la microbiota no

amilolitica.

En el pozol se desarrolla una microbiota abundante y diversa, que incluye bacterias
y hongos. Hasta el momento, la mayoria de los estudios realizados se enfocaron en
la descripcion y caracterizacion de las bacterias acido lacticas presentes. Se reportd
al género Streptococcus como el mas abundante en la fermentacion vy
probablemente como el encargado de hidrolizar al almidén. Sin embargo, se ha
comprobado que estas bacterias son pobremente amiloliticas, y en consecuencia
parece poco probable que sean las responsables de poner a disposicién los
azucares solubles. Siendo los hongos, especialmente los flamentosos, reconocidos
por su capacidad de producir grandes cantidades de amilasas, el objetivo de este
trabajo fue identificar a los hongos amiloliticos presentes en la masa de pozol a

diferentes tiempos de fermentacion.

Los resultados muestran a una levadura en todas las horas de fermentacion:
Candida tropicalis, mientras que Trichosporon asahii y Pichia kudriavzevii aparecen
anicamente entre las 24 y 48 h respectivamente. Otro género encontrado en todas
las horas de fermentacion perteneciente a los hongos filamentosos es
Cladosporium. Aunque se realizd la basqueda en bases de datos sobre enzimas
amiloliticas que estuvieran reportadas para estas especies, no se encontraron, lo
cual puede explicarse por los pocos genomas que se tienen de estos

microorganismos.
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l. INTRODUCCION

El pozol es una bebida de origen maya elaborada con masa de maiz fermentado.
Actualmente se consume en el sureste de México, principalmente en Tabasco y
Chiapas donde forma parte de la alimentacién diaria y es utilizada también en la
medicina tradicional para tratar diarreas y como cataplasma en heridas superficiales
(Ulloa et al.,1987).

El pozol (del ndhuatl pozolli; espumoso) se prepara con masa de maiz nixtamalizado
(ya sea blanco, amarillo o negro) que se deja fermentar por tiempos que varian
considerablemente en funcién del gusto del consumidor, desde horas hasta dias (3
a 7 dias), pero puede incluso llegar a ser de hasta un mes. Las bolas de maiz
fermentado se toman disueltas en agua durante la comida, el trabajo o a cualquier
hora del dia como una bebida refrescante (Wacher, 2014).

El almidon es el principal carbohidato en la masa de maiz nixtamalizado, ya que
este proceso elimina practicamente todos los azlcares solubles presentes en el
grano. Estudios previos en el pozol han demostrado que esta fermentacién cuenta
con una microbiota compleja, la cual incluye hongos filamentosos, levaduras y
bacterias de diferentes tipos, especialmente bacterias acido lacticas sobre las que
se han centrado la mayoria de los estudios (Wacher et al., 2000). De acuerdo con
Diaz-Ruiz et al., (2003), las bacterias &acido lacticas predominantes en la
fermentacién del pozol corresponden al género Streptococcus, sin embargo, su
capacidad de hidrolizar el almidén es baja, por lo cual es poco probable que liberen
azucares solubles que puedan ser utilizados por la microbiota no amilolitica del

sistema.

Otro grupo importante en la fermentacion es el de los hongos, pero practicamente
no se sabe nada de ellos. Aunque hay estudios que mencionan la presencia de
estos microorganismos y su capacidad para crecer en medios con almidon (Nuraida
et al, 1995; Ben y Ampe, 2000), no se identifico si los aislados corresponden a una
0 varias especies ya que no se realizd una caracterizacion fenotipica o genotipica

de estos, tampoco se investigo si los hongos aislados eran realmente capaces de
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hidrolizar el almidon, por lo cual el objetivo de este trabajo es realizar la
caracterizacion morfologica e identificacion molecular de los hongos aislados a
diferentes tiempos de fermentacion para contribuir al conocimiento de las especies

gue interactian en este alimento.
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Il. ANTECEDENTES

2.1 Alimentos fermentados

Los alimentos y bebidas fermentadas son el resultado de la transformacion de un
sustrato, que mediante la actividad metabdlica de diversos microorganismos
conduce a la obtencién de un producto apto para el consumo humano (Steinkraus,
1983).

Al final de la fermentacién, los metabolitos antimicrobianos, la produccién de
bacteriocinas y la sintesis de acidos organicos inhiben los patégenos transmitidos
por los alimentos y mejoran las caracteristicas organolépticas de los alimentos, lo
que aumenta sus beneficios para la salud y su vida util. Basicamente, la comida
fermentada es una parte integral de la dieta diaria de los humanos en todo el mundo
y juega un papel importante en varias practicas tradicionales (Sankaranarayanan et
al., 2020).

Las fermentaciones que se producen de forma tradicional se obtienen
espontdneamente, es decir, no se afiade inOculo, sino que actian los
microorganismos naturalmente presentes en el alimento y el medio. Al ser el maiz
base de la dieta del mexicano desde la época prehispanica, se ha desarrollado una
variedad importante de alimentos fermentados con esta planta como sustrato. En el

cuadro 1 se muestran algunos ejemplos de estos alimentos.
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Cuadro 1. Alimentos fermentados de maiz consumidos actualmente en México.
(Wacher, 1995; Cruz y Ulloa, 1973. Modificado de Caporal, 2014; Martinez 2019)

Nombre

Atole agrio

Chilote

Charagua

Mejenje

Tepache

Tokere

Pozol

Descripcion
Del ndhuatl "xocoatolli", atole agrio. Es preparado con masa agria
mezclada con maiz blando y molido. La masa agria, que actua
como fermento, es preparada con masa de maiz negro fermentado
durante 4 6 5 dias. Consumido en San Luis Potosi, Veracruz,
Hidalgo, Puebla, Guerrero, D. F., Tlaxcala Michoacan, Jalisco y
Oaxaca.
Bebida alcohdlica, los granos de maiz se muelen con miel y cafia
de azucar, la mezcla se cuece y se fermenta.
Bebida alcohdlica a base de pulgue rezagado, al cual se le afiade
almibar, chile ancho y hojas de maiz tostadas. Se calienta
lentamente y se deja fermentar. Se consume en San Luis Potosi,
Veracruz, Puebla, Guerrero, Ciudad de México.
Bebida alcohdlica, los granos se mezclan con hojas de maiz,
piloncillo, agua y pulque. Se afiaden rebanadas de platano y pifia
con canela. Se fermenta tres dias.
Bebida preparada con granos de maiz y piloncillo, dejandose
fermentar con cierta cantidad de agua. Es ingerida por los
indigenas de los estados de Oaxaca y Guerrero, tales como los
mixtecos, amuzgos, zapotecos, chinantecos, y en el estado de
Sonora la toman los papagos.
Bebida alcohdlica de los purépechas de Michoacan. Los elotes
macizos se cuecen con sal, se orea, se muele en metate, se filtra,
se hierve y se deja en reposo 15-20 dias.
Bebida no alcohdlica del sureste. El maiz se nixtamaliza, se
fermenta durante horas o dias y después se consume disolviendo

las bolas de masa en agua.
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Nombre

Cuaruapa

Ostoche wu
Ostochi

Sendechd

Tesgilino o

Tejuino

Descripcion

Es una bebida preparada con el zumo de cafia de maiz puesto en
infusion con "palo de timbre" (Acacia angutissima Mill.) y panocha;
fue muy popular durante la época colonial en Tehuacan, Puebla.
(del nahuatl "cuatl", cafia de maiz y "octli", vino). Es una bebida
fermentada del jugo de cafia de maiz con pulgue o panocha,
preparada por los indigenas de la parte central de México

La preparacion actual del sendeché consiste en poner una cierta
cantidad de maiz generalmente rojizo, en un hoyo en la tierra, fuera
de la vivienda cubriendo previamente las paredes con hojas de
"ocote" (ocdshale). El maiz es regado con agua tibia y cubierto
nuevamente con "ocoshale" y tierra, permaneciendo asi durante 4
o 5 dias hasta que germine; después es secado al sol durante 3 o
4 dias y molido en metate para obtener un polvo que es batido con
agua en una olla de barro; se le agrega chile "pasilla" molido y una
vez mezclado es hervido y puesto a fermentar, afiadiendo una
sustancia que ayuda a esta finalidad y que es denominada "pie" (el
pie puede ser pulque altamente fermentado). Una vez fermentado
durante 4 o 5 dias, puede ser bebido; su color es ligeramente rojizo

y su sabor &cido.

Del nahuatl "tecuin", palpitar el corazon. Es una bebida
embriagante propia de los indios tarahumares, siendo consumida
también por los indigenas del norte y noroeste del pais como
yaquis, tarahumares, pimas, tepehuanos y huicholes (Pennington,
1963). Aparentemente, el nombre mas correcto dado por los
tarahumares para denominar al tesguino es "sugiki", aunque
también es usado el de "batari". El uso de los términos "paciki" y
"batari" se explica facilmente ya que son los ingredientes de la
bebida. Paciki es el elote de maiz y el nombre del tesguino

preparado con el zumo de los tallos de maiz. Batari es el nombre
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gue le dan a la corteza de ciertas especies de rubiaceas y que son
usadas como catalizadores. Para preparar una jarra grande de
sugiki con maiz suave, son puestos cerca de 10 kilos de maiz en
canastos pequefos y colocados en un rincon oscuro de la vivienda
del indio. El maiz duro es remojado durante varios dias y colocado
en un cesto o también en un hoyo en la tierra hasta que germine.
La caracteristica principal en el proceso es proteger al maiz de la
luz; el maiz germinado en el sol produce brotes verdes y amargos.
Una vez germinado el maiz es molido y después hervido hasta que
la mezcla sea de color amarillo, usualmente después de 8 horas
de hervido. Este liquido es llevado a otro recipiente y se le adiciona
uno o mas catalizadores: Randia echinocarpa Moc. y Sessé,
Randia watsoni Robinson y R. laegivata Standl. y "kaya" (Coutarea
pterosperma S. Wats. Standl.), las cuales son cortadas, molidas,
humedecidas y puestas a calentar por muchas horas en una olla

antes de ser afiadidas al tesguino.

2.2 El Pozol

El pozol es una bebida de maiz que se consume en el sureste de México y en
algunos paises de Centroamérica. Se puede consumir recién elaborado o con varios
dias de fermentacion. Tradicionalmente se consume solo (pozol blanco), aunque es

comun agregarle cacao o coco (Jiménez Vera et al., 2010).

Se ha utilizado desde la época prehispanica como ofrenda en diversas ceremonias
las cuales estan estrechamente relacionadas con la cosecha, principalmente con la
del maiz, pero también su uso se ha vinculado con fines medicinales para controlar
diarreas, adicionado con miel de abejas se usa para reducir la fiebre, y los mayas
preparan cataplasmas de pozol enmohecido para curar infecciones superficiales
(Ulloa et al., 1987).
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2.2.1 Elaboracion del Pozol
1) Limpieza del maiz: Tiene como finalidad eliminar el material extrafio y granos
dafiados. Para ello, cominmente se agrega agua al maiz crudo, se deja reposar

unos minutos y se elimina todo lo que flota, que es maiz picado y cascarillas.

2) Nixtamalizacion: Del ndhuatl nextli (“cenizas de cal”’) y tamalli (masa de maiz
cocido), consiste en mezclar una parte de maiz con dos a tres partes de agua
hirviendo con Ca(OH)2 (hidroxido de calcio) de 1 al 2%, con base en el peso del
grano, esta mezcla se cuece de 40 a 120 min y se drena el agua de coccién o

“nejayote” (Serna-Saldivar, Gdmez, Rooney, 1990).

3) Lavado y molienda: El maiz nixtamalizado es lavado a mano con agua con el fin
de eliminar la cal y la cascarilla; los granos se dejan en remojo toda la noche para
aumentar la retencion de humedad y evitar que el maiz se seque durante la
molienda. Los granos son molidos en un molino manual para obtener la masa, la

cual se moldea en forma de bolas que pueden pesar desde 15 g hasta un 1 kg.

El proceso de la molienda libera al almidon del endospermo y reduce su
cristalinidad. Durante el enfriamiento de la masa, el almidén se reasocia formando

también complejos amilosa-lipidos (Paredes-L6pez et al., 2009).

4) Fermentacidon. La masa se cubre con una tela y se deja fermentar algunas horas
o hasta semanas en funcion del gusto del consumidor. Una vez que la masa se ha
fermentado se suspende en agua y se obtiene la bebida, a la cual se le puede
adicionar sal, azucar, canela, miel, cacao o chiles secos. Cuando el pozol se
trasladaba para servir como alimento en el campo, durante las jornadas de trabajo,
las bolas eran envueltas en hojas de platano para evitar la desecaciéon de la masa
(Wacher et al., 2000; Carias et al., 1993).
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2.3 Maiz y nixtamalizacion

a) El maiz

El maiz, cuyo nombre cientifico es Zea mays, perteneciente a la familia Poaceae,
es un pasto alto anual, de tallo Unico aproximadamente de 1.1 m de alto, las
hojas miden aproximadamente 50-10 cm de largo y 3-7 cm de ancho. El fruto del
maiz es la cariopside. El pericarpio y testa se fusionan para formar la pared del
grano. El grano esta compuesto de tres partes: germen, endospermo y pericarpio
(figura 1). Cada mazorca contiene alrededor de 200-400 granos los cuales
pueden variar de color negro, gris azulado, morado, verde, rojo, blanco y amarillo
(Lim, 2013).

- cuticula
percarpio
EN0OS 2D

[ ST

Figura 1. Componentes del grano del maiz. Tomado de Paredes-L6pez et al., 2009.

El pericarpio es la capa mas externa y se compone principalmente de fibra
hemicelulosa (67-70%), celulosa (23%) y lignina (0.1%); entre los componentes
secundarios se encuentran el almidén (7%), proteinas (1.4%), lipidos (1%) y
azucares (0.5%) (Caporal Flores, 2014; Lim, 2013)

El endospermo esta compuesto por células que contienen granulos de almidon
embebidos en una capa continua de proteinas. La pared de las células consiste
de [-glucanos, arabinoxilanos, proteinas y acidos fendlicos, también de
pigmentos llamados antocianinas que confieren colores caracteristicos a los

granos de ciertas variedades como azul, rojo o purpura.
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Las proteinas del endospermo estan divididas en prolaminas llamadas zeinas,
glutelinas, albuminas y globulinas (Caporal Flores, 2014; Lim, 2013). La mayor
parte de los lipidos estan contenidos en el germen que tiene ademas un alto
grado proteico (Paliwal, 2001). En el cuadro 2 se muestran el peso y la

composicion de las distintas partes del grano de maiz.

Cuadro 2. Peso y composicion de las distintas partes del grano de maiz, modificado
de FAO, 2001.

Peso y composicion de las distintas partes del grano de maiz

Composicion Endospermo  Embrién Pericarpio Escutelo
%

Almidon 87.6 8.3 7.3 5.3
Grasas 0.8 33.2 1.0 3.8
Proteinas 8.0 18.4 3.7 9.1
Cenizas 0.3 10.5 0.8 1.6
Azlcares 0.6 10.8 0.3 1.6
Resto 2.7 18.8 86.9 78.6

b) Nixtamalizacion

Cuando el maiz nixtamalizado se muele pierde su estructura debido a que los
componentes del grano fueron acondicionados por la coccion y el remojo. La masa
resultante de la molienda consiste en fragmentos de germen, residuos del pericarpio
y endospermo unidos por el almidén parcialmente gelinatizado, y por las proteinas

y los lipidos emulsificados (Paredes-L6pez et al., 2009).

En cuanto a los cambios que el almidon sufre durante la nixtamalizacion, ésta
retarda la gelatinizacion del mismo debido a la aparente interaccion de la amilosa
con el calcio. El almidon de maiz alcanza un bajo grado de gelatinizacion por efecto
de la nixtamalizacion, lo que contrasta con la creencia anterior de que se
gelatinizaba completamente por efecto de la coccién alcalina que se lleva a cabo en

dicho proceso. Posterior al cocimiento, el almidon se retrograda, es decir, se
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recristaliza o re asocia para formar nuevas estructuras, durante el tiempo en el que

el grano permanece en remojo (Paredes -Lopez et al., 2009).

En la elaboracion del pozol después de la nixtamalizacion, la concentracién de mono
y disacéaridos se reduce considerablemente, quedando a una concentracion de 0.1
a 0.7 g /100 g de masa seca, lo que provoca gque este sistema quede conformado

por el almidon como Unica fuente de carbono para llevar a cabo la fermentacion.

2.4 El almidon

El almidon se encuentra ampliamente distribuido en los diversos érganos de las
plantas como carbohidrato de reserva. Es también componente de una gran
cantidad de alimentos, la fuente mas importante de carbohidratos de la alimentacién
humana. Ademas, los almidones y sus derivados tienen gran importancia en
diferentes ramas de la industria, incluyendo la alimentaria, textil y papelera (Belitz y
Grosch, 1997).

Estructuralmente es un polimero de glucosas unidas entre si mediante un enlace
glucosidico. Hay dos polimeros de glucosa presentes en el almidon: amilosa y
amilopectina. Estas tienen diferentes estructuras y propiedades. La amilosa es un
polimero lineal que consta de hasta 6000 unidades de glucosa con enlaces
glucosidicos a- 1,4. La amilopectina consiste en cadenas lineales de 10-60 unidades
de glucosa unidas por enlaces a- 1,4 unidos en a- 1,6 a cadenas laterales con 15-
45 unidades de glucosa (figura 2) (Amaya-Pinos, 2019; Souza Monteiro y Maghales,
2010).

Los granulos de almidén se sintetizan en los amiloplastos, son sencillos o
complejos, estan formados por capas concéntricas o excéntricas de distinto espesor
y tienen tamafio (2-150 um), distribucion de tamafios y formas variables. El 70%
aproximado de la masa de un granulo se considera almidén amorfo y el 30%
cristalino (Belitz y Grosch, 1997).
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Figura 2. Amilosa (A) y amilopectina (B), las dos estructuras que conforman al almidon.
Tomada de Amaya-Pinos (2019).

2.5. Amilasas

Las amilasas son enzimas que hidrolizan moléculas de almidon para obtener
diversos productos que incluyen dextrinas y polimeros progresivamente mas
pequefios compuestos por unidades de glucosa; estan ampliamente distribuidas en
los microorganismos, las plantas y los animales. Estas enzimas pueden dividirse en
dos categorias: endoamilasas y exoamilasas. Las endoamilasas catalizan la
hidrélisis de forma aleatoria en el interior de la molécula de almidon. Esta accion
provoca la formacion de oligosacaridos lineales y ramificados de varias longitudes
de cadena. Las exoamilasas hidrolizan desde el extremo no reductor, dando como
resultado productos cortos. Hoy en dia se conocen un gran nimero de enzimas que
hidrolizan la molécula de almidén en diferentes productos y se requiere la accion
combinada de varias enzimas para hidrolizar el almidon por completo. (Gupta et al.,
2003; Aiyer, 2005).
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2.5.1 Amilasas fungicas

Los hongos generalmente producen tres tipos de enzimas amiloliticas: a-amilasas,
glucoamilasas y a-glucosidasas. Las a- amilasas actuan sobre los enlaces a-1,4
glucosidicos con la endohidrolisis de las largas cadenas de polisacaridos
transformandolas en maltooligosacaridos mas cortos y dextrinas. Las aplicaciones
comerciales de las a-amilasas fangicas de cepas representativas como Aspergillus
niger y Aspergillus oryzae son numerosas y se considera que el mayor volumen se
utiliza para hidrolizar el almidén en el proceso de licuefaccion en las industrias
azucarera, alcohdlica y cervecera (Chen et al., 2012). Estas son unas de las
enzimas mas importantes, cuyo espectro de aplicaciones se ha ampliado en muchos
sectores, por ejemplo, la industria alimentaria, panadera, elaboracién de cerveza,

detergentes, papel y destilacién (Saranraj y Stella, 2013).

Las glucoamilasas, también conocidas como y-amilasas, catalizan la hidrolisis de
los enlaces glucosidicos a-1,4 y a-1,6 para liberar 3-D-glucosa desde los extremos
no reductores del almidon, los poli y oligosacéridos relacionados. Industrialmente,
las glucoamilasas se producen a partir de hongos filamentosos, Aspergilus spp y
Rhizopus spp., cuya principal aplicacion comercial es hidrolizar el almidén para
producir glucosa (sacarificacion de almidén) para su uso en las industrias de

alimentos y fermentacion (Chen et al., 2012).

Por otro lado, las a-glucosidasas hidrolizan los enlaces a-1,4 y/o a-1,6 de los
sacaridos para liberar a-D-glucosa del extremo no reductor. Las a-glucosidasas
empleadas para fines comerciales son producidas por Aspergillus spp., y Mucor spp.
(Papagianni, 2004).

2.6 Microorganismos del pozol

Para entender la presenciay el crecimiento de los microorganismos en los alimentos
se reconoce en la actualidad la importancia de su estudio con un enfoque ecologico.
Los conceptos ecologicos constituyen las bases tanto para el control de
microorganismos indeseables como para el uso racional de microorganismos en la
produccion de alimentos y bebidas fermentadas y para su uso como probiéticos
(Diaz-Ruiz; Wacher, 2003).
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Aunque la inoculacion de la masa no esta controlada, sorprendentemente, los
consumidores de pozol parecen obtener un producto similar con respecto a la
apariencia y el sabor cada vez que lo preparan. Esto indicaria que el proceso de
fermentacion debe ser llevado a cabo por ciertos tipos de microorganismos que son
favorecidos por la composicion quimica del sustrato y los factores ambientales

involucrados en dicho proceso (Ulloa, 1974).

En el pozol se desarrolla una gran diversidad de microorganismos: bacterias,
hongos filamentosos y levaduras en alta abundancia. En la mayoria de los alimentos
en los que ocurre una fermentacion lactica natural tienden a predominar las
bacterias acido lacticas (BAL); sin embargo, es comun encontrar otro tipo de
bacterias como las enterobacterias. Estas en general no son capaces de sobrevivir
a valores bajos de pH. También se encuentran mohos y levaduras, que en general

pueden desarrollarse a valores bajos de pH (Gonzalez Pillado, 2018).

Actualmente se sabe que el uso de los meétodos convencionales para la
identificacion de cada uno de sus miembros resulta insuficiente, ya que no todos los
microorganismos son cultivables en condiciones de laboratorio, por lo que una
alternativa Util es la extraccion de &cidos nucleicos directamente del alimento (Diaz-
Ruiz et al., 2003).

Mediante técnicas tradicionales de cultivo y de métodos independientes de cultivo
como secuenciacion de RNA 16 S y DGGE se ha reportado que las bacterias
lacticas son el grupo predominante que conforma la microbiota del pozol y entre
ellas, los géneros mas abundantes son: Lactococcus, Lactobacillus, Leuconostoc,
Streptococcus, Enterococcus y Weisella (Wacher et al., 1993; Nuraida et al., 1995;
Ampe et al., 1999; Ben Omar., 2000; Escalante et al., 2001; Diaz-Ruiz., 2003) Los
microorganismos que alguna vez han sido reportados en el pozol se muestran en el

cuadro 3.
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Cuadro 3. Microorganismos aislados del pozol.

Hongos y levaduras

Alternaria tenius
Aspergillus flavus
Aureobasidium pullulans
Candida guillermondi
Candida krusei
Candida parapsilosis
Candida tropicalis
Cladosporium cladosporioides
Epicoccum sp.
Fusarium moniliforme
Geotrichum candidum
Hansenula fabianii
Kluyveromyces fragilis
Monilia sitophila
Mucor rouxianus
Paecilomyces fumosoroseus
Penicillium claviforme

Penicillium cyclopium

Penicillium expansum
Penicillium italicum
Penicillium lanosoviride
Phialophora richardsiae
Rhizopus nigricans
Sacharomyces cerevisiae
Trichoderma viride

Trichosporum cutaneum

Bacterias no acido lacticas

Acetobacter spp.
Acinetobacter spp.
Aerobacter aerogenes
Agrobacterium azotophilum
Bacillus cereus
Bacillus lentus
Bacillus minimum
Bacillus mycoides
Bacillus subtilis
Citrobacter freundii
Clostridium spp.
Escherichia coli
Enterobacter aerogenes
Enterobacter agglomerans
Escherichia fergusonii
Exiguobacterium aurantiacum
Klebsiella pneumoniae
Paracolobacterium
aerogenoides
Pseudomonas mexicana
Serratia marcescens
Sphingomonas spp.

Xantomonas spp.

Bacterias acido lacticas

Enterococcus sacharolyticus
Enterococcus sulfureus
Lactobacillus acidophilus
Lactobacillus Alimentarius
Lactobacillus brevis
Lactobacillus casei
Lactobacillus coprophilus
Lactobacillus crispatus
Lactobacillus curvatus
Lactobacillus delbrueckii
Lactobacillus fermentum
Lactobacillus pentosus
Lactobacillus plantarum
Lactococcus lactis
Lactococcus rafinolactis
Leuconostoc argentum
Leuconostoc citreum

Leuconostoc mesenteroides

Streptococcus infantarium
Weisella confusa

Weisella paramesenteroides

Tomado de Leiva, 2018 (Recopilado de: Diaz et al. 2003, Escalante et al. 2001, Ben Omar y Ampe
2000, Ampe et al. 1999, Nuraida et al. 1995, Miguel Ulloa et al. 1987, Miguel Ulloa y Kurtzman 1975).
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Existen varias especies de levaduras y mohos que estan casi siempre presentes en
muestras de pozol, lo que podria estar relacionado con el tipo de sustrato y con las
condiciones ambientales que prevalecen en los lugares donde se prepara este
alimento. Asi, Geotrichum candidum, Trichosporon cutaneom y varias especies de
Candida estan con frecuencia asociados al pozol de pocas horas de fermentacion,
mientras que algunos mohos, como Cladosporium cladosporioides o Cladosporium
herbarum, Monilia sitophila y Mucor rouxianus aparecen en el pozol cuando su

superficie se va secando y su pH va disminuyendo (Ulloa et al., 1987).

En un estudio reciente del grupo de trabajo, Martinez (2019) encontré que durante
las primeras etapas de la fermentacion del pozol, los hongos y levaduras presentan
cuentas bajas (4.3x10* UFC/g de masa), sin embargo, se observa un rapido
crecimiento después de las 9 h de fermentacion, siendo a las 48 h en donde se
detecta la cuenta mas alta (7.7x107 UFC/g de masa); esto concuerda con un estudio
de Ben Omar y Ampe (2000) en el cual se encontrd que el numero de levaduras y
hongos aumentd con el tiempo de fermentacion. Las levaduras alcanzaron su
concentracion maxima (108 UFC/g) en la periferia a las 24 h, pero la concentracion
continué aumentando en el centro después de 4 dias de incubacion. Los hongos
alcanzaron su concentracion maxima (108 UFC/qg) a las 48 h en la periferia, pero no

se detectaron antes de las 72 h en el centro.

2.6. 1 Microorganismos amiloliticos en el pozol

La presencia de microorganismos amiloliticos en el pozol es muy importante ya que,
siendo el almidoén el principal sustrato para que se lleve a cabo la fermentacién, son
ellos los responsables de hidrolizarlo y de liberar azucares solubles que serian
entonces utilizados por los microorganismos no amiloliticos como sustratos para su

crecimiento (Rizo, 2012).

Se ha reportado que el 40% de las bacterias acido lacticas presentes en la masa
inicial son amiloliticas, siendo predominantes las bacterias del género
Streptococcus, entre estas la mas amilolitica fue identificada como Streptococcus
bovis, actualmente Streptococcus infantarius ssp infantarius (Diaz-Ruiz, et al.,

2003). La cepa se caracterizd por tener un bajo rendimiento de amilasa relativo a la
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biomasa [139 U (g células secas)* h'], una alta velocidad especifica de crecimiento
(0.94 h1) y una conversion eficiente de sustrato en biomasa [0.31 g biomasa (g
sustrato)!]. Estos datos, comparados con los de otras bacterias lacticas amiloliticas
como Lactobacillus indican que, a pesar de ser el mas amilolitico en la masa,
Streptococcus infantarius es pobremente amilolitico. Del mismo modo, la mitad de
las levaduras aisladas del pozol muestran actividad amilolitica, que se reporta en el
articulo como baja, pero nunca se cuantifica, ni se identifica a las levaduras, de
manera que no se puede estimar el nimero de especies amiloliticas (Nuraida et al.,

1995). En cuanto a los hongos filamentosos no hay reportes en la literatura.

En el grupo de trabajo se aislaron microorganismos presentes en el pozol a distintos
tiempos de fermentacion (0, 9, 24 y 48 h). Se formé un banco con los
microorganismos aislados en funcion de la fuente de carbono que utilizan: almidén,
celulosa y/o xilano. Mientras que las bacterias estan siendo identificadas, los hongos

no han sido todavia trabajados (Martinez, 2019).
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. JUSTIFICACION

El pozol es una bebida fermentada de maiz que se consume en el sureste de México
desde la época precolombina y hasta nuestros dias. Forma parte de la alimentacion
diaria, ademas de ser utilizada en la medicina tradicional para tratar diarreas y como
cataplasma en heridas superficiales. Los estudios realizados en esta fermentacion
alimentaria tradicional se han centrado en las bacterias acidolacticas, pobremente
amiloliticas, por lo que basicamente no existe ninguna informacion referente a los
otros grupos microbianos presentes que pudieran poner en disponibilidad el sustrato

amilaceo para el desarrollo de microbiota no amilolitica.

Recientemente se aislaron levaduras y hongos filamentosos capaces de hidrolizar
almidon, cuya importancia en el proceso de fermentacion del pozol no ha sido
descrita, por lo que como una primera aproximacion se realizara la identificacién de

estos microorganismos.
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V. OBJETIVOS

General
Identificar molecularmente a los hongos amiloliticos presentes en diferentes tiempos

de la fermentacion de la masa de pozol.

Particulares
Corroborar la actividad amilolitica en los hongos previamente aislados a diferentes

tiempos de la fermentacion de la masa de pozol (0, 9, 24, 48 h).
Agrupar a los microorganismos por sus caracteristicas coloniales y microscopicas.

Identificar a los hongos seleccionados a partir de la secuenciacion de las regiones
ITS1-5.8S-ITS2.

Construir un arbol filogenético con las especies identificadas en el pozol.
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V. MATERIALES Y METODOS

En la figura 3 se muestra el diagrama de flujo con la metodologia empleada para

este trabajo.

Hongos y levaduras aislados del
pozol

Caracterizacion microscopica

Visualizacién de los organismos
en el microscopio por medio de
tinciones, eritrosina al 0.5%

Cepas positivas

Verificar actividad amilolitica —»

Cultivo en cajas Petri con medio
para hongos + almiddn.

Revelado de cajas con yodo.
Medicion de halos de hidrélisis y
tamafio de colonias.

Identificacién molecular

Amplificacion(ITS1/TS4)

Anélisis de las secuencias.

1. BLAST
|

Construccion de arboles
filogeneticos (MEGA)

i

Caracterizacion macroscopica
Visualizacion de las colonias en
estereoscopioy describirlas.

Figura 3. Diagrama de flujo con la metodologia utilizada para identificacion de hongos

amiloliticos en el pozol.
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5.1 Descripcion de la muestra

La masa de maiz nixtamalizada usada para la elaboracién del pozol se adquirié en
dos locales distintos del Mercado Pino Suarez en Villahermosa, Tabasco. De cada
local se adquirieron 12 bolas de masa de 150 g, las cuales se mezclaron y
homogenizaron, formando bolas de 300 g. Las bolas de masa se envolvieron en
hojas de platano sanitizadas y se dejaron fermentar a 37 °C en el laboratorio por 9,
24 y 48 h de manera independiente y por triplicado.

Con la finalidad de detener la fermentacion en el tiempo cero, la masa recién molida
se enfrio inmediatamente en hielo. La manipulacién de la muestra se realiz6 en todo
momento con guantes para evitar la inoculacion de microorganismos procedentes

del manipulador.

La nomenclatura empleada para identificar a los aislados del pozol fue la siguiente:
(Martinez, 2019)

L: Levadura, H: Hongo filamentoso

Tipo de medio utilizado. 1: Medio minimo, 2: Medio MRS

Tipo de fuente de carbono. 1: Almidon, 2: Xilano 3: Carboximetilcelulosa
Ejemplo: L.5.9.1; Donde:

L: levadura, 5: nUmero de colonia, 9: horas de fermentacion, 1: almidoén.

5.2 ldentificacion de actividad amilolitica

Los hongos crecieron en medio para hongos (Okeke et al., 2015) (Anexo 1) con
0.5% de almidén de papa soluble (PanReac AppliChem IWT Reagents). La actividad
se reveld con yodo de acuerdo con la metodologia descrita por Fogarty (1983), la
cual tiene como fundamento que las unidades de glucosa en la cadena de amilosa
estan dispuestas en forma helicoidal; estas dimensiones internas de la espiral son

tales que se permite la interaccién del yodo con la amilosa el cual produce un
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complejo de inclusion helicoidal en el que la molécula del halégeno ocupa el centro
de la cavidad de la estructura dando un color azul. La actividad se observé como un
halo alrededor de la colonia del microorganismo.

5.3 Caracterizacion macroscopica de cepas positivas
En esta caracterizacion se empled el microscopio estereoscopico para observar
morfologia colonial de los microorganismos. Se capturaron una serie de fotografias

para cada colonia y se describieron.

5.4 Caracterizacion microscopica de cepas positivas

Una vez que se confirmé la actividad amilolitica en los microorganismos, se
realizaron tinciones para observarlos en el microscopio. En ambos grupos
(filamentosos y levaduras) se modifico el método de Lopez-Jacome et al (2014)
empleando eritrosina al 0.5% en lugar de azul de lactofenol. Las estructuras
observadas se describieron y posteriormente se tomaron fotos de cada

microorganismo.

5.5 Extraccion de DNA gendmico

La extraccion consiste en el aislamiento y purificacion de moléculas de DNA y se
basa en las caracteristicas fisicoquimicas de la molécula. El DNA esta constituido
por dos cadenas de nucledtidos unidas entre si formando una doble hélice. Los
nucleétidos estan integrados por un azucar (desoxirribosa), un grupo fosfato y una
base nitrogenada (adenina, guanina, timina o citosina). La union de los nucleétidos
ocurre entre el grupo fosfato y el aztcar, mediante enlaces fosfodiéster, dando lugar
al esqueleto de la molécula. Las bases de cadenas opuestas se unen mediante
puentes de hidrogeno y mantienen estable la estructura helicoidal (Alejos Veldzquez
et al., 2014)

Los grupos fosfato estan cargados negativamente y son polares, lo que le confiere
al DNA una carga neta negativa y lo hace altamente polar, caracteristicas que son
aprovechadas para su extraccion. Los grupos fosfato tienen una fuerte tendencia a
repelerse, debido a su carga negativa, lo que permite disolver al DNA en soluciones

acuosas y formar una capa hidratante alrededor de la molécula. Pero, en presencia
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de etanol, se rompe la capa hidratante y quedan expuestos los grupos fosfato. Bajo

estas condiciones se favorece la union con cationes como Na* que reducen las

fuerzas repulsivas entre las cadenas de nucleotidos y permiten que el DNA precipite

(Sambrook y Green, 2012). La metodologia empleada para la extraccion de DNA

gendmico en este trabajo fue modificada de Van Burik et al (1998); en el anexo 1 se

muestran los componentes del buffer de extraccion.

a) Extraccion de DNA gendémico.

1.

Se recolecta con el asa bacterioldgica una muestra de un cultivo del hongo
crecido en medio Saboraud o medio hongos.

Se agregan 400 pL de buffer extraccién + 400 uL fenol/cloroformo/alcohol
isoamilico (25:24:1) y perlas de vidrio.

Agitar 30 min en el vortex a maxima velocidad dentro de la campana de
extraccion.

Centrifugar a 8500 rpm, 20 min a 4°C.

5. Se recupera la fase acuosa recuperada y se extrae con

fenol/cloroformo/alcohol isoamilico (25:24:1) y cloroformo/alcohol isoamilico
(24:1), centrifugando 5 min a 10,000 rpm después de cada extraccion.
El ADN se precipita con 1/10 del volumen de acetato de sodio 3M y 2.2 partes

de etanol absoluto, mantener a -20°C 24 horas.

7. Centrifugar a 10000 rpm 8 min a 4°C

9.

Decantar el etOH y hacer un lavado con alcohol etilico 70% para eliminar las
sales.
Centrifugar a 10000 rpm por 10 min.

10.Dejar secar el pellet y resuspender en 10 pL de TE.

11.Se prepara un stock de 50ng/uL para PCR.

12.Si desea guardarse el DNA por tiempos prolongados se recomienda

mantenerlo precipitado con 1/10 de acetato de sodio 3 M y 2.2 partes de

etanol absoluto, mantener a -20° C.

32



b) Integridad de DNA gendmico.

Para verificar la integridad del DNA extraido se corrio un gel de agarosa 0.8%
con solucién amortiguadora TAE 1 X. En el gel se cargaron 3 pL de muestra
junto con el buffer de carga y las muestras se dejaron correr a 10 V/cm.

Al terminar la corrida el gel se revel6 con una solucion de bromuro de etidio

(0.5 pg/ml) y se observo en un transiluminador de luz UV.

Pureza de DNA.

Una vez obtenido el material genético, es importante determinar el
rendimiento mediante espectrofotometria. La ley de Beer-Lambert indica que
la concentracion de una molécula en solucién depende de la cantidad de luz
absorbida de las moléculas disueltas. Una caracteristica del DNA es que
absorbe la luz ultravioleta (UV) a 260 nm y permite estimar su concentracion
mediante espectrofotometria (Alejos Velazquez et al., 2014). Idealmente la
concentracion de cada nucleotido deberia ser especificada para tener una
cuantificacion exacta. Sin embargo, para muchas aplicaciones en Biologia
Molecular el contenido de G+C no es nescesario considerarlo a menos que
sea muy extremo. Se acepta en general que una solucion de dsDNA con una
concentracion de 50 pg /ml debe tener una A260 igual a 1.0.

Por otro lado, el indice de absorcion 260/280 se utiliza para valorar la pureza
de los &cidos nucleicos con respecto a la contaminacién con proteinas.
Cuando éste se encuentra entre 1.8 - 2.0, se considera 6ptimo. El indice
260/230 se espera en el rango de 2.0 - 2.2; muestras con un indice menor
indican la presencia de contaminantes que absorben a 230 nm, como EDTA,

carbohidratos y fenol (Salazar-Montes, et al., 2013).

5.6 Amplificacién de ITS mediante PCR
Generalmente, la PCR inicia con la desnaturalizacion o separacion de la doble
hélice de DNA mediante el calentamiento de la muestra a una temperatura entre 94

y 96° para romper los puentes de hidrégeno que mantienen la hélice, de esta
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manera cada cadena queda como molde para la sintesis de una nueva cadena

complementaria de DNA.

Una vez separadas las cadenas de DNA, se alinean los oligonucledtidos iniciadores
0 primers en sitios especificos complementarios de las cadenas sencillas de la
region que se va a amplificar, para que esto suceda se baja la temperatura 5°C por
debajo del punto de fusion de los primers, (normalmente entre 55 y 70°C) lo que

permite la unidn (alineamiento) de los iniciadores (Serrato Diaz et al., 2014).

Finalmente, se sintetiza una nueva cadena en sentido 5 a 3’ para lo cual se
incrementa la temperatura, por lo general a 72°C, porque es la temperatura 6ptima
ala cual el ADN polimerasa se une a los iniciadores y comienza la replicacion. Estas
tres etapas: 1) desnaturalizacion, 2) alineamiento y 3) extension del DNA se repiten
sucesivamente, en cada nuevo ciclo se amplifica simultdneamente la region de
interés de las dos cadenas complementarias. Los productos generados aumentan
su concentracion de forma exponencial porque cada nueva copia sirve de molde en
los ciclos subsecuentes, dando origen a millones de copias del fragmento

seleccionado (Espinosa , 2007).

Los iniciadores empleados en la identificacidbn de hongos hibridan en las regiones
intergénicas (ITS por sus siglas en inglés, internal transcribed spacer) ubicadas
entre los genes que codifican el ARNr 18 S, 5.8 Sy 28 S ya que diversos estudios
indican el mayor éxito en la identificacion taxonémica (Schoch et al., 2012; Raja et
al., 2017). Sin embargo, existen algunos reportes que indican que ciertos géneros
como Cladosporium, Penicillium y Fusarium requieren ademas, dianas genéticas
alternativas como los dominios D1 y D2 de la subunidad rRNA 28 S (Petti, 2007).

a) Condiciones para amplificaciéon de regiones ITS

Los primers empleados en la amplificacion fueron ITS 1 Fw
(TCCGTAGGTGAACCTGCGG) e ITS4 Rv (TCCTCCGCTTATTGATATGC) (Raja et
al., 2017; Zhang et al., 2010); en la figura 4 se muestran las regiones que abarcan

estos cebadores.
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ITSS ITs2 ITS4 LR3
—_— -

- — -—

ITS1FITS1 ITS3 LROR
e — —

18S SSU ITS1 5.8S ITS2 28S LSU

-ITS1F (0 ITS5 0 ITS1)- LR3

-ITS completay los primeros dos dominiosde
LSuU

~1100-1150 pares de bases

-ITS1F (o ITS5 0 ITS1)-ITS4
-region ITS completa ~550-600 pares de bases
Figura 4. Representacion de los primers para la regiéon ITS. Tomado de Raja et al., 2017.

Para realizar la amplificacion se utilizaron 50 ng del DNA extraido previamente; las

condiciones (cuadro 4) y el ciclo de amplificacion se muestran a continuacion:

Cuadro 4. Componentes para la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR).
Modificado de Zhang et al., 2010

Componentes Concentracion  Concentracion  Volumen por
inicial final reaccion (uL)

Buffer taq 10 x 1x 2.5

DNTPs 10pM 0.2uM 0.5

Primer ITS 1 Fw 10uM 4uM 1

Primer ITS 4 Rv 10uM 4uM 1

Tag DNA pol 5 U/uL 1U 0.2

MgCl2 25mM 1.5mM 15

DNA - 50 ng 1

H20 - - 16.8
Volumen final: 25



Ciclo de amplificacion:

30 ciclos
950 C 950 C 7200 ‘ 720C
5 min 30's 26°C 1 min ‘ 5 min
30s

Figura 5. Condiciones para amplificar la region ITS de los hongos amiloliticos aislados.
Modificado de Zhang et al., 2010

Al término de la amplificacion, las muestras se cargaron en un gel de agarosa al
0.8% y se dejaron correr a 75 V durante 01:40 h. Posteriormente el gel fue tefiido
con una solucién de bromuro de etidio y colocado en un transiluminador UV para

verificar que las bandas estuvieran en el peso correspondiente.

Después de observar las muestras en el gel y corroborar la amplificacién, éstas se
enviaron a los laboratorios del Instituto de Fisiologia Celular y de Secuenciaciéon

Gendmica de la Biodiversidad y de la Salud, de la UNAM para su secuenciacion.

5.8 Identificacion taxondémica de los hongos

Las secuencias obtenidas se alinearon con sus similares utilizando el algoritmo
BLAST (Basic Local Alignment Search Tool: https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi),
esta herramienta informatica encuentra regiones de similitud entre secuencias
biologicas. El programa compara secuencias de nucledtidos o proteinas con
secuencias de bases de datos y calcula la significancia estadistica, después se
realizaron los arboles filogenéticos con el programa MEGA, (Molecular Evolutionary

Genetics Analysis).

En la figura 6 se muestra un diagrama de flujo con los métodos empleados para el

andlisis de las secuencias.
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Obtener secuencias

I

Visualizar electroferogramas
para verificar calidad de PCR

!

Establecer secuencia
consenso

*»  Abrir MEGA

v
Ingresar todas las secuencias
consenso de los aislados, secuencias
verificadas del NCBI y elegir una

Ingresar secuencias en formato FASTA a
BLAST vy utilizar la base de datos de las

ITS secuencia como grupo externo. Alinear
I con MUSCLE. Guardar el archivo en
Realizar una tabla con los resultados formato MEGA.
obtenidos y el porcentaje de 7
identidad.

Ir a la opcion Phylogeny y
seleccionar el archivo
guardado previamente.

v

Construir el arbol con el método
de Maxima verosimilitud y elegir
- minimo 1000 repeticiones por el
meétodo Bootstrap.

v

Reportar el arbol
consenso.

Figura 6. Diagrama de flujo para analisis de secuencias y construccion de éarboles

filogenéticos.
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VI. RESULTADOS Y DISCUSION

En el 2019, Martinez aisl6 una coleccion de hongos amiloliticos de pozol
proveniente del estado de Tabasco con diferentes tiempos de fermentacion: 0, 9, 24
y 48 horas. Estos aislados se analizaron en la presente tesis y se les realizaron

diferentes pruebas microbiolégicas y moleculares.

a) ldentificacion de actividad amilolitica

Para corroborar la actividad amilolitica antes descrita, los aislados fueron crecidos
en medio hongos y la actividad se reveld directamente en las placas con yodo. La
hidrolisis del almidon se observa como un halo claro sobre un fondo oscuro, el cual
se mide para estimar el indice de potencial enzimatico, el cual se expresa como:
IP= D halo/ D colonia, donde D= diametro (figura 7). De un total de 34 hongos
aislados, 7 hongos filamentosos tuvieron actividad; en cuanto a los levaduriformes
19 presentaron actividad, mientras otros 8 la perdieron. Los hongos con actividad

amilolitica en la masa se enlistan en el cuadro 5.

Figura 7. Hongos aislados revelados con yodo e indice de potencial enzimatico.
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Cuadro 5. Hongos con actividad amilolitica en el pozol y su indice de potencial

enzimaético.

muestra

F.2.0.1
F.1.1
F.11.0.1
F.2.1
F.5.48.3
F.1.0.1
F.2.1.0.3
L.591
L.1.48.1.X
L.6.9.1
L.3.9.1.X
L.4.24.1.X
L.6.9.1.X
L.2.48.1.X
L.7.24.1.X
L.2.24.1.X
L.12.0.1.X
L.3.9.1.
L.10.0.1.X
L.3A.24.1
L.1.0.1
L.5.9.1.X
L.29.1
L.2.9.1.X
L.6.24.1.X
L.3.0.1.X

Filamentoso/

levaduriforme

filamentoso

filamentoso

filamentoso

filamentoso

filamentoso

filamentoso

filamentoso

levaduriforme
levaduriforme
levaduriforme
levaduriforme
levaduriforme
levaduriforme
levaduriforme
levaduriforme
levaduriforme
levaduriforme
levaduriforme
levaduriforme
levaduriforme
levaduriforme
levaduriforme
levaduriforme
levaduriforme
levaduriforme

levaduriforme

diametro

colonia(cm)

2.9
2.6
2.5
2.5
1.8
2.6
2.9
1

15
1.2
1.3
1.2
13
13
13
2.3
1.4
15
1.6
2.2
1.2
0.9
1

1

0.8
0.5

diametro halo

(cm)

3.1
2.8
3.1
2.7
2.5
2.8
3

15
2

1.3
1.6
15
1.7
15
1.6
2.7
15
2

1.7
2.7
14
13
1.3
1.3
1.2
1

* Hongos que presentaron un indice de potencial enziméatico mas alto.
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indice de
potencial
enzimético
1.07

1.08

1.24

1.08

1.39

1.08

1.03
1.50*
1.33

1.08

1.23

1.25

1.31

1.15

1.23

1.17

1.07

1.33

1.06

1.23

1.17

1.44

1.30

1.30
1.50*
2.00*



Se realizaron numerosas resiembras utilizando almidon como Unica fuente de
carbono en diferentes medios en el afan de recuperar la actividad amilolitica de
todos los hongos, pero no se logré observar dicha actividad en todos los aislados.
Establecer la razon de la perdida es dificil, puesto que el propio sistema de
conservacion pudo afectar la expresion o estabilidad de los genes involucrados. A
la fecha, se han realizado pocos estudios sobre la estabilidad genética de hongos
crioconservados y todos estos informes se han basado en fingerprints, una técnica
gue no es adecuada para la deteccion de cambios diminutos pero importantes en el
genoma, como mutaciones puntuales. Se requieren enfoques de secuenciacion

para detectar con éxito estas posibles mutaciones (Homolka, 2013).

b) Caracterizacion macroscoépica
Ambos grupos se inocularon en cajas Petri con medio para hongos (anexo 1) y
cloranfenicol para evitar contaminacién con bacterias, se observd la morfologia

colonial (figura 8) y se agruparon en el siguiente cuadro:
Cuadro 6. Agrupacion por caracterizacion macroscoépica de levaduras del Pozol

Color Hifa o pseudohifa visible Muestras que coinciden

crema si L.5.9.1,L.3.9.1.X,L.6.9.1,
L.4.24.1.X,..10.0.1.X, L.1.0.1,
L.4A.24.1,1.3.48.1.Y,L.2.9.1,

L.6.24.1.X
crema amarillento si L.2.24.1.X
crema/blanco si L.3A.24.1,L.7.48.1.Y
crema no L.9.48.1.Y, L.2.9.1.X, L.6.48.1.Y,

L.5.0.1, L.3.0.1.X, L.6.9.1.X,
L.2.48.1.X, L.7.24.1.X,
L.12.0.1.X, L.3.9.1, L.5.48.1.Y,
L.3.9.1

crema amarillento no L.10.48.1.Y

Algunas especies de levaduras como Candida albicans y Candida dubliniensis,
pueden producir un tipo de crecimiento filamentoso, como hifas verdaderas o mas
frecuentemente, pseudohifas. La distincién entre estas estructuras esta relacionada

con la manera en que se forman. Las pseudohifas se forman a partir de células de
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las mismas levaduras o hifas por brotacién, mientras que el desarrollo de las hifas
verdaderas se inicia mediante la proyeccion del tubo germinal, que se alarga y

ramifica para dividir a las hifas en unidades fangicas separadas (Silva et al., 2012 ).

Los hongos filamentosos tienen como estructura somatica basica la hifa. Esta es
una estructura tubular que se ramifica a medida que el hongo crece en forma apical.
El conjunto de hifas que produce un hongo se conoce como micelio. Este posee
caracteristicas microscopicas y macroscoépicas (cuando forman colonias creciendo
en un medio de cultivo o en la naturaleza) que son utiles para su identificacion.
Algunas de las caracteristicas microscopicas del micelio y los propagulos dan origen
al color de una colonia (Cepero de Garcia et al., 2012). En el cuadro 7 se muestra

la descripcién colonial de los hongos filamentosos aislados del pozol.

Cuadro 7. Caracterizacion de colonias de hongos filamentosos presentes en el pozol

a diferentes horas de fermentacion.

Color Textura Muestras que coinciden
Borde color cremay Esponjosa F.2.0.1,F.1.1, F.1.1.0.1,
colores verde grisaceos F.2.1, F.5.48.3, F.1.0.1,
al centro F.2.1.0.3

Al revisar la tabla de caracterizacion macroscoépica de los hongos filamentosos se
pueden colocar en un solo grupo, lo cual podria indicar que pertenecen a un mismo
género, esto se complementa a su vez con la caracterizacion microscopica de estos

microorganismos.
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Figura 8. Morfologia colonial de hongos del pozol. Se observa el micelio de los hongos

filamentosos y la coloracion crema de las levaduras.
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c) Caracterizaciéon microscopica

Los hongos son organismos complejos que presentan una gran variedad de
estructuras microscoépicas que pueden ser somaticas o de reproduccion. Algunas
de las estructuras pueden ser observadas con microscopia de luz o contraste de
fases. Las caracteristicas microscépicas de los hongos filamentosos incluyen el
color, diametro y la presencia o0 no de septos en las hifas (Cepero de Garcia et al.,
2012) En el presente trabajo, los hongos filamentosos aislados presentaron
caracteristicas similares al ser color verde oliva y presentar septos en las hifas. Para
facilitar la visualizacion de las estructuras se realiz6 una tincion con eritrosina al

0.5% (figura 9) (Anexo 1).

En todos los aislados de hongos filamentosos se observaron hifas septadas, las

cuales son estructuras somaticas y estructuras de reproduccién asexual como

conidiéforos y conidias.

S Gonidiéforo \

4 f\p‘{

Figura 9. Micrografia de un hongo filamentoso a 40 x (F.1.1), tincion de
eritrosina 0.5%.
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Cladosporium welwitschiicola
(Aislado F.1.0.1). Aumento a 40x,
tincion de eritrosina al 0.5%. Se
observan estructuras somaticas y
reproductivas.

Cladosporium welwitschiicola
(Aislado F.1.1). Aumento a 40x,
tincion de eritrosina al 0.5%. Se
observan estructuras somaticas y
reproductivas.



Cladosporium welwitschiicola (Aislado
F.2.1.0.3). Aumento a 40x, tincién de
eritrosina al 0.5%. Se observan
estructuras somaticas y reproductivas.

Cladosporium oxysporum. (Aislado
F.11.0.1). Aumento a 40x, tincion de
eritrosina al 0.5%. Se observan
estructuras somaticas y
reproductivas.
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En el caso de las levaduras, éstas presentaron estructuras reproductivas. Aunque
se puede afirmar la presencia de estas estructuras, no se diferencié entre hifas
verdaderas o pseudohifas ya que se necesita un microscopio con resolucion mayor

y no era un objetivo de este estudio.

Para realizar la descripcion de levaduras, se realizd una tincion con eritrosina al
0.5% (Figura 10) y para la descripcion de estructuras se emplearon las bases de

datos de Mycobank (http://www.mycobank.org/) y Dr Fungus (https://drfungus.org/)

A B C
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- '
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)
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Figura 10. Levaduras aisladas de pozol. Aumento a 100 x. Las imagenes A y D
corresponden a aislados con 0 horas de fermentacion, C y F a 24 horas de fermentacion,

mientras que By E a 9 y 48 horas respectivamente.
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Candida tropicalis (Aislado L.1.0.1). En
esta especie es caracteristica la
presencia de pseudohifas y las hifas
septadas estan usualmente presentes.

Pichia kudriavzevii (Aislado L.1.48.1.X).
Se observan esporas ovoides y
presencia de pseudohifas.

Trichosporon asabhii. (Aislado L.2.24.1.X).
Se observan pseudohifas abundantes y
artroconidias, un tipo de espora elongada
gue es caracteristica en esta especie.

a7
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Pichia kudriavzevii. (Aislado L.2.48.1.X).
Se observan esporas ovoides 'y
pseudohifas.

Candida tropicalis. (Aislado L.3.9.1). Se
observan esporas ovoides y pseudohifas.

Candida tropicalis. (Aislado L.3.9.1.X).
Se observan esporas ovoides Yy
pseudohifas.
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Trichosporon sp. (Aislado L.3 A .24.1).
Se observan pseudohifas abundantes y
artroconidias.

Candida tropicalis. (Aislado L.4.24.1.X).
Se observan esporas ovoides 'y
pseudohifas.

Candida tropicalis. (Aislado L.5.9.1). Se
observan esporas redondas y ovoides.
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Candida tropicalis. (Aislado L.6.9.1). Se
observan esporas ovoides y pseudohifa.

Candida tropicalis. (Aislado L.6.9.1.X).
Se observan esporas ovoides 'y
pseudohifas.

Candida tropicalis. (Aislado L.7.24.1.X).
Se observan esporas ovoides 'y
pseudohifas.
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Candida tropicalis. (Aislado L.9.48.1.Y).
Se observan esporas ovoides.

Candida tropicalis. (Aislado L.10.0.1.X).
Se observan esporas ovoides 'y
pseudohifas.

Pichia kudriavzevii. (Aislado L.10.48.1.Y).
Se observan esporas ovoides y pseudohifas.



y

“fy .g&. Candida tropicalis. (Aislado L.12.0.1.X).
. “;:ﬁ. "o Se observan esporas ovoides
§3§ 5 ‘4’ pseudohifa.
3 %\g

Los estudios de diversidad fungica tradicionalmente se basaban en caracteristicas
morfolégicas y otras caracteristicas fenotipicas. Sin embargo, debido a la
inestabilidad de los rasgos morfolégicos, la existencia de formas intermedias
(caracteres anamoérficos y teleomoérficos) y la superposicién fenotipica entre
diferentes taxones, estos métodos por si solos no permiten una identificacion

confiable de hongos (Cuadros-Orellana et al., 2013)

Las técnicas moleculares han resuelto parcialmente este problema, permitiendo una
mejor clasificacién de especies fungicas, aunque algunos investigadores creen que
la secuencia de DNA ribosomal (rDNA) por si sola no es inherentemente superior a
la taxonomia morfolégica. Por lo tanto, el uso de enfoques hibridos ha sido la
eleccién metodolégica en muchos estudios (Cuadros-Orellana et al., 2013).

Cabe aclarar que en el presente trabajo la caracterizacion microscoépica vy
macroscopica soOlo otorgan una idea de qué tan parecidos o diferentes son
morfologicamente los hongos aislados entre si, no se utilizaron claves taxonémicas
para su identificacion porque ésta se realizo por medio de técnicas moleculares. Las
imagenes de los microorganismos ofrecen un panorama mas amplio y sirven para

corroborar su identificaciéon de acuerdo con los resultados moleculares.
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Las observaciones en el microscopio también se realizaron para verificar la pureza
de los aislados previo a la extracciéon de DNA gendmico, asegurando de este modo

resultados confiables para las muestras moleculares.

d) Extracciéon de DNA gendmico

Para llevar a cabo técnicas moleculares (como PCR o RAPD) exitosas, el primer

paso es obtener DNA de los microorganismos integro y puro.

Todos los hongos aislados previamente fueron crecidos en medio para hongos y
almidon al 0.5% como fuente de carbono. Al finalizar la extraccion de DNA gendmico
de todos los aislados las muestras se corrieron en un gel de agarosa al 0.8%, este

paso es fundamental para visualizar la integridad del material genético y también

corroborar su pureza.

EF G Figura 11. Electroforesis de DNA gendmico.
Gel de agarosa al 0.8%, se muestra el
material genético extraido de los hongos
filamentosos amiloliticos.
A: F.2.0.1 D:F.2.1 G:F.2.0.1.3
B:F.1.1 E: F.5.48.3
C:F.1.101 F:F.1.0.1
500 Ml
sl i - M a b ¢ d e
. . 10(?(?0.. & i ey .
Figura 11 (b). Electroforesis de DNA a0 = .
. Wl
gendmico. 00 @
gsoo 3 &
Gel de agarosa al 0.8%, se muestra el B0
material genético extraido de algunos 2000
aislados de levaduras amiloliticas. 1500
1000 - i
a:L3A24.1 d:L.548.1.X - 5
b:L.10.0.1.X e:L.5.9.1.X ool ’
c:L.4A24.1X . i
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La aplicacion basica de la técnica de electroforesis en gel de agarosa es la
separacion de fragmentos de DNA y su visualizacion para comprobar aspectos
como tamafo de los fragmentos, concentracion e integridad (Fierro-Fierro, 2014).
En los geles de agarosa presentados (figuras 11: a 'y b) se pueden apreciar bandas
definidas por arriba de 10 kb, lo cual indica la presencia del DNA genémico. Aunque
se logré la extraccion de DNA en todos los hongos, estas figuras son representativas
debido a la claridad de las bandas. La integridad es aceptable ya que las bandas se
encuentran cercanas al pozo donde fue cargada la muestra y no se notan barridos

a lo largo del carril lo que indica que el DNA no esta fragmentado.

e) Pureza de DNA

Después de corroborar la integridad del DNA en un gel, se cuantificé en un
espectrofotometro para conocer su pureza. Los resultados de la relacién 260/280

fueron éptimos, pues éstos se encontraron en promedio entre 1.8 y 2.

La relacién 260/230 mostr6é un nivel de pureza aceptable, ya que las extracciones

se encontraron en el rango de 1.6 a 2.27.

Aparte de ser una herramienta Gtil para conocer la pureza del material genético, la
absorbancia sirve para conocer la concentracion del DNA. Con base en estos
resultados se hicieron diluciones para obtener la concentracién de 50ng/uL en cada
muestra y asi realizar el protocolo de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

requerido en este proyecto.
f) Amplificacion de regiones espaciadoras transcritas internas (ITS)
La mayoria de la taxonomia micoldgica ahora tiene una dimension molecular, y los

sistemas de identificacion basados en secuencias de DNA se estan desarrollando y

adaptando a un ritmo creciente (Seifert, 2009).

Realizar la amplificacion de las ITS por medio de la técnica de PCR fue un punto
clave para la identificacion molecular de los aislados. Aunque se realizo la

caracterizacion microscopica y macroscopica de los aislados y éstas representan
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una fuente valiosa e integral de informacién, depender Unicamente de caracteres
morfoldgicos en el proceso de identificacion puede ser problematico, esto se debe
principalmente a la escasez y plasticidad de caracteres morfologicos
discriminatorios presentes en muchos hongos (Begerow et al., 2010).

En los hongos toda la region ITS tiene aproximadamente 600 pb de largo (Figura 3)
y contiene dos regiones intergénicas: ITS 1 e ITS 2, separadas por el gen 5.8 S
rRNA, el cual esta altamente conservado (White et al., 1990). La regiéon ITS esta
flanqueada por el gen 18S rRNA en el extremo 5’ y por el gen 28S rRNA en el
extremo 3’. Esta regidon es la mas utilizada por los micélogos en el mundo para
clasificacion molecular y otra de sus grandes ventajas como cédigo de barras es
que cada genoma haploide generalmente contiene mdultiples copias repetidas en
tandem del grupo de genes de rRNA (incluida la ITS), lo que permite amplificar este

gen a partir de pequefias cantidades de materiales bioldgicos (Xu, 2016).

Los primers empleados para esta técnica fueron ITS 1 (%
TCCGTAGGTGAACCTGCGG 3) e ITS 4 (5 TCCTCCGCTTATTGATATGC 3'), los
cuales abarcan toda la region ITS, por lo cual los productos esperados fueron de
550 a 600 pb. Después de amplificar esta region en todos los aislados, se corrié un
gel de agarosa al 0.8% (figuras 12 y 13).
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Figura 12. Productos de reaccion de PCR de los
aislados con actividad amilolitica. Donde:

M: marcador molecular 1 kb.

1:L.1.48.1.X 5:L.1.0.1 9:L.29.1
2:L.4.241.X 6:L.3.481Y 10:L.9.481Y
3:L.10.48.1Y 7:L.6.481Y 11:L.3.0.1.X
4:1..6.9.1.X 8:L.7.48.1.Y

Figura 13. Productos de PCR de los aislados

con actividad amilolitica. Donde:
M: marcador de peso molecular 1 kb;

A: L.6.9.1; B: L.7.24.1.X; C: L.2.24.1.X; D:
L.12.0.1.X; E: L.3.9.1

Como se observa en los geles, los productos fueron del tamafio esperado. Las

figuras 12 y 13 son representativas debido a la claridad de las bandas y aunque no

estan exhibidas en foto todas las muestras, se logré la amplificacién en las 34.
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Posteriormente éstas se cuantificaron, mostrando concentraciones de DNA por
arriba de los 100 ng, pero relaciones 260/230 bajas, lo que indicé contaminacién
con sales u otros compuestos, por lo que se purificaron con el kit SpinPrep™ PCR
Clean up de Merck y se obtuvieron relaciones 260/280 y 260/230 optimas. Al
terminar la purificacion, las muestras se enviaron a los laboratorios del Instituto de
Fisiologia Celular y de Secuenciacion Gendmica de la Biodiversidad y de la Salud,

de la UNAM para su secuenciacion.

g) Andlisis de las secuencias de los aislados amiloliticos

Al obtener las secuencias, éstas se revisaron con el programa informatico Chromas,
en el que se visualizaron los electroferogramas de cada muestra; es importante
revisarlos antes de continuar con los analisis de las muestras debido a que nos dan
mucha informacién, incluyendo la calidad de la PCR y por ende la confiabilidad de
los datos obtenidos (Marquez Valdelamar et al., 2014). En las figuras 14 y 15 se
muestran algunos electroferogramas obtenidos de los aislados amiloliticos del

pozol.

Aungque el tamafio esperado de la region ITS es de 600 pb, muchos aislados
presentaban menos pares de bases en sus secuencias, esto puede explicarse
porque para algunos grupos taxonémicos, la longitud media del ITS es menor que
los 500 pb. Especialmente en géneros de hongos filamentosos como Cladosporium,
Penicillium y Fusarium, esto provoca que las ITS tengan una variacion insuficiente
para identificar especies inequivocamente. Para estos géneros, un segundo gen de
codigo de barras es necesario para lograr una identificacién a nivel de especie
exitosa (Seifert, 2009).
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Figura 14. Electroferograma de un producto de PCR correspondiente al aislado L.2.9.1.X

de pozol.
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Figura 15. Electroferograma de un producto de PCR correspondiente al aislado L.3.48.1.Y

de pozol.

Aunqgue se realizé la amplificacion de ITS 1 e ITS 4, la mayoria de las secuencias
consenso se realizaron a partir del primer ITS 1, ya que el primer ITS 4 presentaba

dificultades para secuenciarse correctamente.
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Una vez obtenidas las secuencias de interés, revisado los electroferogramas y
realizado correcciones en algunas pares de bases de las secuencias, éstas se
alinearon en el programa Clustal Omega y se convirtieron a formato FASTA, se

ingresaron a la base de datos del NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/) y

se compararon para encontrar regiones de similitud en las secuencias e identificar
a los aislados. La herramienta empleada fue BLAST: Basic Local Alignment Search
Tool (https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cqi) y la base de datos seleccionada fue

“Internal transcribed spacer region (ITS) from Fungi type and reference material”.

Al obtener los resultados del BLAST, éstos se acomodaron en tablas con la
identificacion de cada aislado, el porcentaje de identidad y las horas de
fermentacién. En el cuadro 8 se visualizan todas las muestras identificadas y las

horas de fermentacion en las que se aislaron.
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Cuadro 8. Hongos identificados en el pozol a diferentes tiempos de fermentacion.

Aislados de levaduras

Oh 9h 24 h 48 h
Candida tropicalis Candida tropicalis Trichosporon sp Pichia kudriavzevii
L.12.0.1.X L.5.9.1 L.3A.241 L.2.48.1.X

per ident: 98.85%

per ident: 98.33%

per ident: 96.05%

per ident: 99%

Candida tropicalis
L.10.0.1.X
per ident: 99.43%

Candida tropicalis
L.3.9.1.X
per ident: 99.31%

Trichosporon asabhii
L4A.241
per ident: 99.78%

Pichia kudriavzevii
L.5.48.1.Y
per ident: 97.04%

Candida tropicalis
L.1.0.1
per ident: 99.74%

Candida tropicalis
L.3.9.1
per ident: 100%

Trichosporon asabhii
L.6.24.1.X
per ident: 93.58%

Pichia kudriavzevii
L.1.48.1.X
per ident: 98.38%

Candida tropicalis
L.3.0.1.X
per ident: 91.57%

Candida tropicalis
L.5.9.1.X
per ident: 99.70%

Candida tropicalis
L.4.24.1.X
per ident: 88.26%

Pichia kudriavzevii
L.10.48.1.Y
per ident: 99.05%

Candida tropicalis
L.2.9.1.X
per ident: 95.55%

Candida tropicalis*
L.7.24.1.X
per ident: 83.95%

Pichia kudriavzevii
L.3.48.1.Y
per ident: 100%

Candida tropicalis
L.2.9.1
per ident: 99.75%

Trichosporon
asahii*
L.2.24.1.X

per ident: 82%

Candida tropicalis*
L.6.48.1.Y
per ident: 95.26%

Candida tropicalis*
L.6.9.1
per ident: 77.54%

Pichia kudriavzevii
L.7.48.1.Y
per ident:100%

Candida tropicalis *
L.6.9.1.X
per ident: 80%

Candida tropicalis*
L.9.48.1.Y
per ident: 82.59%

Aislados de hongos filamentosos

Oh

9h

| 24h

48 h

Cladosporium
welwitschiicola
F.2.0.1

per ident: 100%

Cladosporium
oxysporum
F.11.0.1

per ident: 94.43%

Cladosporium
welwitschiicola
F.1.0.1

per ident: 99.67%

No hay aislados amiloliticos alas 9y 24 h

Cladosporium
welwitschiicola
F.5.48.3

per ident:100%

Los valores referidos (per ident) corresponden al porcentaje de identidad en BLAST de las

muestras aisladas. Las muestras con asterisco refieren porcentajes bajos.
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En total se identificaron 33 aislados de hongos presentes en el pozol a diferentes
tiempos de fermentacion, los aislados F.2.1, F.2.1.0.3 y F.1.1 no estan en la tabla
porque la nomenclatura no refiere el tiempo en el que se aislaron, pero todos
corresponden a Cladosporium welwitshiicola y tuvieron un porcentaje de identidad

mayor a 95%.

Ben Omar y Ampe (2000) observaron que la cantidad de hongos aumentaba con
las horas de fermentacion, lo cual se puede observar a las 48 h, cuando mas hongos
se encuentran; también resulta interesante que en ese lapso la diversidad es més
alta con tres especies: Candida tropicalis, Pichia kudriavzevii y Cladosporium

welwitshiicola.

Se debe resaltar que todas las levaduras (excepto Candida tropicalis) fueron
identificadas en tiempos precisos en este alimento, ya que Trichosporon asahii s6lo
aparece a las 24 h y Pichia kudriavzevii a las 48 h; aunque se podria pensar que
existe algun tipo de sucesion ecoldgica en este alimento, se necesitan méas estudios

para poder elaborar afirmaciones de este tipo.

Pichia kudriavzevii es el estado teleomorfo de Candida krusei, es decir, el estado
reproductivo sexual de este microorganismo, por lo tanto, a nivel taxonémico son
sinbnimos; este microorganismo de acuerdo con Kurtzman y Fell (2010) no puede
crecer en almiddn soluble ni degradarlo, algo que no concuerda con este estudio,
ya que si crecié en medio con almidén y se encontraron halos de actividad, aunque
ésta podria ser minima y se necesitan mas estudios para analizar su capacidad de

hidrolizar almidén.

Los aislados de Pichia kudriavzevii estan ampliamente distribuidos en la naturaleza.
A menudo se encuentran en fermentaciones espontaneas y la especie se utiliza
para producir varios alimentos fermentados tradicionales. Esta levadura no se
considera un organismo patdogeno, e€s un microorganismo con estatus de
“‘generalmente reconocido como seguro” dado por la FDA, porque se ha utilizado
durante siglos para fabricar productos alimenticios como la yuca fermentada y el
cacao en Africa, la leche fermentada en el Tibet o para bebidas fermentadas de
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maiz en México y Colombia. También tiene potencial como probidtico (Douglass et
al., 2018).

Ulloa (1974) reportd a Candida en todas las horas de fermentacion, lo que
concuerda con lo encontrado en este analisis; un aporte importante del presente
trabajo es la descripcion de las levaduras y la identificacion a nivel de especie. Este
género ha sido reportado en articulos a nivel mundial como uno de los mas comunes
en alimentos fermentados, encontrandose en platillos tipicos como la Injera,
originaria de Etiopia, o la Togwa (bebida fermentada preparada a partir de yuca,
maiz, sorgo, mijo o sus combinaciones) originaria de Africa (Mugula et al., 2003;
Mulaw y Tesfayeh, 2017).

Ulloa & Kurtzman (1975) encontraron a Candida tropicalis y Trichosporon en el
pozol, por medio de una caracterizacion morfologica y fisiolégica, lo que se
comprueba con las técnicas moleculares empleadas en este estudio. De acuerdo
con estos autores, Trichosporon no es amilolitico, lo cual contrasta con lo

encontrado en este trabajo.

La presencia de Trichosporon asahii en alimentos no es rara, de hecho, ha sido
reportada en trabajos previos (Lim y Tay, 2011) en los que esta levadura aparece
en el Tempeh, un alimento fermentado a base de soya muy popular en Indonesia.
En ese mismo trabajo se reporté la capacidad de esta levadura para competir contra
varias especies de Candida, lo cual podria ayudar en un futuro a entender las

interacciones ecoldgicas en el pozol.

Wacher et al., (2000) reportaron la presencia de Cladosporium cladosporoides en el
pozol, mientras que en este estudio se encontraron dos especies de éste género:
Cladosporium oxysporum y Cladosporium welwitshiicola; la Gltima es una especie
de reciente descubrimiento (Braun et al., 2017). Como se mencion0 previamente,
en este género la region ITS suele ser insuficiente para identificar hasta nivel
especie, por lo que se recomienda emplear otros genes barcoding para corroborar
la identificacion hasta este nivel taxondmico. Este hongo filamentoso también se

encuentra en otros alimentos como el Meju, un condimento importante de Corea, el

62



cual se elabora remojando e hirviendo la soya para enseguida fermentarla (Dae-Ho
et al., 2013).

Después de identificar molecularmente a los aislados, se realiz6 una busqueda en

CAZy (http://www.cazy.org/). Esta base de datos describe las enzimas que

degradan, modifican o crean enlaces glucosidicos, por lo tanto, si existen genomas
secuenciados de los hongos encontrados en este trabajo y tienen actividad
amilolitica deberan encontrarse en esta base de datos a las enzimas encargadas

de hidrolizar el almidén en estos microorganismos.

Al revisar la bibliografia (van der Kaaij et al., 2007; Chen et al., 2012) se decidid
buscar en las familias GH13, GH15 y GH31 GH57, GH77 pues la mayoria de las
enzimas amiloliticas estan divididas en éstas. A excepcion de Pichia kudriavzevii,
en la que se encontraron dos a-amilasas, una glucoamilasa, y una a-glucosidasa

(ver registro en: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/AWU74506.1) de ninguna hay

alguna caracterizacion publicada, lo cual podria explicarse por la ausencia de
genomas secuenciados y por lo tanto, la poca informacion que existe sobre los

sistemas amiloliticos de estos microorganismos.

Aungue no se encontraron estas enzimas en CAZy, diversos estudios mencionan
especies con actividad amilolitica en levaduras de los géneros Candida y
Trichosporon (De Mot et al., 1984; Linardi et al., 1993) por lo que en el futuro se
pueden caracterizar a los sistemas amiloliticos de estos aislados. En el caso de
Cladosporium, existen también articulos que refieren actividad amilolitica en el
género, particularmente en Cladosporium cladosporoides (Augustin et al., 1981). En
el presente trabajo se identificaron aislados del pozol correspondientes a
Cladosporium welwitschiicola la cual es una especie de reciente descubrimiento
(Braun et al., 2017), por lo que aun faltan muchos estudios para describir los
mecanismos por los cuales este microorganismo hidroliza almidon. Tampoco se

encontré informacién sobre actividad amilolitica en Cladosporium oxysporum.
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h) Construccion de arbol filogenético

Los enfoques comparativos filogenéticos representan un grupo muy poderoso de
métodos para inferir, recuperar o analizar patrones de evolucion. A menudo se
aplican para reconstruir secuencias ancestrales de proteinas o acidos nucleicos y
estados ancestrales de rasgos morfologicos o fisioldégicos en una filogenia dada a
través de la cual las especies o0 secuencias estan relacionadas entre si (Misra et al.,
2011). El objetivo de construir un arbol filogenético en este estudio fue encontrar

gué tan parecidas o diferentes son las especies identificadas en el pozol.

La construccion de un arbol filogenético requiere cuatro pasos distintos: 1) identificar
y adquirir un conjunto de secuencias de DNA o proteinas homadlogas, 2) alinear
estas secuencias, 3) estimar un arbol a partir de las secuencias alineadas y 4)
presentar el &rbol de tal manera que transmita claramente la informacion relevante
(Barry, 2013).

Para la construccion de este arbol se emple6 el programa MEGA: Molecular

Evolutionary Genetics Analysis (https://www.megasoftware.net/)

Cladosporium welwitschiicola F.1.1
Cladosporium welwitschiicola F.1.0.1
. Cladosporium welwitschiicola F.2.1

Cladosporium welwitschiicola F.2.0.1 Ascomycota

Cladosporium welwitschiicola NR 152308.1

Cladosporium welwitschiicola F.5.48.3

Cladosporium oxysporum F.11.0.1

Cladosporium welwitschiicola F.2.1.0.3

Spizellomyces plurigibbosus NR 166002.1 Chitridiomycota

0.20

Figura 16. Arbol filogenético de hongos filamentosos con actividad amilolitica en el pozol.
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Candida tropicalis L.10.0.1.X
Candida tropicalis L.29.1.X
Candida tropicalis L.59.1.X
Candida tropicalis L.3.9.1
Candida tropicalis L.3.9.1.X
Candida tropicalis L.12.0.1.X
Candida tropicalis L.2.9.1
Candida tropicalis L.6.48.1.Y
Candida tropicalis L.1.0.1
Candida tropicalis L.5.9.1
Candida tropicalis NR 1112501

99

76

85

Pichia kudriavzevii L.5.48.1.Y
_57) Pichia kudriavzevii NR 131315.1
100 Pichia kudriavzevii L.1.48.1 X
Pichia kudriavzevii L.10.48.1.Y
98 | Pichia kudriavzevii L.3.48.1.Y
_ | Pichia kudriavzevii L.7.48.1.Y
Pichia kudriavzevii L.2.48.1.X
Trichosporon sp L.3 A .24.1
Trichosporon asahii L. 6.24.1.X
Trichosporon asahii L.2.24.1.X

Trichosporon asahii NR 0733411
Trichosporon asahii L.4 A.24.1
Spizellomyces plurigibbosus NR 166002.1

0.050

Candida tropicalis L.3.0.1.X
98
78
Candida tropicalis L.4.24.1.X

Candida tropicalis L7.24.1.X

Candida tropicalis L.9.48.1.Y

6 Candida tropicalis L6.9.1 x
100 L Candida tropicalis L.6.9.1

Ascomycota

Basidiomycota

Chitridiomycota

Figura 17. Arbol filogenético de levaduras con actividad amilolitica en el pozol.

Para el grupo externo (outgroup), se eligi6 a una especie que no estuviera

emparentada directamente con los filos Ascomycota (Candida, Cladosporium,

Pichia) y Basidiomycota (Trichosporon), siendo esta Spizellomyces plurigibbosus,

la cual pertenece al filo Chytridiomycota (Webster y Weber, 2007). Otro paso

importante consistio en afiadir secuencias verificadas del NCBI de cada uno de los

microorganismos identificados en este trabajo para poder ver las similitudes entre

los aislados y las secuencias del NCBI.

El método empleado para la construccion de ambos arboles fue el de maxima

verosimilitud basado en el modelo de Tamura-Nei. Se infirié a partir de un bootstrap
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de 1500 repeticiones para representar la historia evolutiva de los taxones
analizados. Los arboles iniciales para la busqueda heuristica se obtuvieron
automaticamente aplicando los algoritmos Neighbor Join y BioNJ. En total se
ingresaron 9 secuencias en el arbol de los hongos filamentosos: 7 de los aislados
del pozol, y 2 secuencias de NCBI: 1 del grupo externo: Spizellomyces plurigibbosus
y la otra de una representante de los aislados identificados: Cladosporium
welwitschiicola (Figura 16). En el caso del arbol de levaduras se ingresaron 30
secuencias: 26 de los aislados, 1 del grupo externo y las restantes de cada
representante de los aislados identificados: Candida tropicalis, Pichia kudriavzevii y

Trichosporon asahii (Figura 17).

El &rbol filogenético de los hongos filamentosos muestra la similitud de las
secuencias ingresadas y se observa como todas estan emparentadas, lo cual se
espera porque pertenecen al mismo género. Este arbol no puede considerarse
referente hasta el nivel de especie porque se necesitan mas dianas genéticas en
este género para llegar a ese nivel taxonémico, lo cual a su vez explica que, aunque
se hayan encontrado dos especies diferentes en el BLAST en el arbol estén mas
emparentadas que incluso las de la misma especie, como sucede con Cladosporium

oxysporum y Cladosporium welwitschiicola (F.2.1.0.3).

El arbol filogenético de las levaduras se agrup6 conforme lo esperado, ya que
Candida y Pichia pertenecen al grupo de los Ascomycota mientras Trichosporon
pertenece al grupo Basidiomycota. En el caso de Candida las secuencias son
menos parecidas, lo cual podria indicarnos que son cepas diferentes, aunque se
necesitan mas andlisis para afirmarlo. Los aislados pertenecientes a Pichia se

agruparon con el grupo de referencia del NCBI a excepcién del aislado L.5.48.1.Y.

Trichosporon presentd mas secuencias distintas entre si, ya que solo se agruparon
los aislados L.4.A.24.1, L.2.24.1.X y el grupo de referencia, mientras que los
aislados L.6.24.1.X y L.3.A.24.1 no se incluyeron en ese grupo, lo cual indica que
las secuencias son menos parecidas y podrian tratarse de cepas 0 especies

distintas, especialmente el L.3.A.24.1 que en el BLAST dio un alto porcentaje de
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identidad con varias especies del género, por lo que se propone emplear dianas

genéticas complementarias como TEF1a (Hoang et al., 2019).
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VIl. CONCLUSIONES

Se corroboro la actividad amilolitica de hongos filamentosos y levaduras en placay
se identificaron 33 aislados, pertenecientes a los genera Cladosporium, Candida,
Pichia y Trichosporon. Se encontraron 16 aislados pertenecientes a Candida, el cual
fue el género presente en todas las horas de fermentacion. Pichia se encontré a las
48 horas de fermentacion y se identificaron 6 aislados mientras que Trichosporon
se encontré unicamente a las 24 h con un total de 4 aislados. Cladosporium fue el
anico género de hongos filamentosos encontrados en la masa presentes alas 0y
48 h de fermentacion; aunque se encontraron dos especies, son tan parecidas que

se recomienda el uso de dianas genéticas complementarias.

Todos estos microorganismos ya habian sido mencionados en diferentes alimentos
fermentados en todo el mundo, pero es la primera vez que se reportan como
amiloliticos presentes en la masa del pozol. El hecho de no encontrar en las bases
de datos enzimas relacionadas con la capacidad de hidrolizar almidon de estos
microorganismos, se explica por la falta de secuencias y la poca investigacion
realizada en hongos comparada con toda la informacién disponible de bacterias, lo
cual debe subsanarse ya que los hongos son microorganismos importantes que nos
ayudarian a dilucidar interacciones ecolégicas en este y otros alimentos

fermentados.
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VIIl. PROSPECTIVAS

¢ Identificar molecularmente a las cepas xilanoliticas y celuloliticas aisladas del
pozol.

e Analizar el metaproteoma del pozol e identificar a las enzimas fungicas
relacionadas con la utilizacion de polisacaridos.

e Describir a los sistemas amiloliticos de las cepas identificadas del pozol.
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ANEXO |

a) Medio para hongos (Okeke et al., 2015)

Componentes Cantidad g/L
KH2PO4 2

(NH4)2S04 1.2

MgSOa4 7 H20 0.5

CaCl2 0.1

Extracto levadura 15

Agar 15

Fuente de carbono 0.5% 5

b) Soluciones para extraccion de DNA gendmico

Componentes
Tritdn 200x
SDS

NaCl

EDTA

Buffer de carga 6x para DNA
0.25% azul de bromofenol
0.25% cianol FF de xileno

30% glicerol

Concentracion final de los reactivos
2%

1%

100mM

1ImM

Buffer TE
Tris HCL 1M/ EDTA 0.5 M pH 8
1000 mL Tris- HCL 1 M
200 uL EDTA 0.5 M
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