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Introduccion. El pozol es una bebida fermentada de
origen maya, que se elabora a partir de maiz
nixtamalizado sujeto a una fermentacidon acido lactica
espontanea. Durante el proceso de nixtamalizacién el
almidon presente en el sistema sufre una gelatinizacion
parcial que dificulta la extraccion del metagenoma por
métodos convencionales. Trabajos previos habian
logrado la obtencién de acidos nucleicos de diferentes
microorganismos a partir de la obtencion primero de los
microorganismos presentes en la masa, sin embargo el
método de extraccion del metagenoma no debe ser
selectivo hacia los organismos presentes. Asi, el objetivo
de este trabajo es establecer una metodologia de
obtencién del metagenoma directamente del pozol, que
no sea selectivo y que permita la obtencion de altos
rendimientos en la extraccion a fin de obtener una
muestra representativa para Su uso en técnicas
moleculares.

Metodologia. Se probaron tres diferentes metodologias,
la principal diferencia entre estas residi6 en la
composicién de la solucion de extraccion: a) 0,5% SDS,
200mM Tris-HCI, 250mM NaCl, 25mM EDTA (1); b) 1,5%
SDS, 100mM Tris—HCI, 50mM EDTA, 500mM NacCl,
0.38% NaHSO; (2); c) 2%CTAB, 100mM Tris—HCI, 20mM

EDTA, 1.4M NaCl, 0.4% [(-mercaptoetanol (2). Los
extractos obtenidos fueron extraidos con fenol:
cloroformo, la fase acuosa recuperada y el ADN

precipitado con etanol. La calidad del ADN se evalu6 en
geles de agarosa (0,8%) y se cuantific6 por su
absorbancia a 260nm (3)

El metagenoma purificado a distintos tiempos de
fermentacion fue amplificado con los cebadores
universales pA (fwd) y 16R1093 (rev) que amplifican un
fragmento entre 1 y 1.1 Kpb del gen ribosomal 16S. Las
condiciones utilizadas fueron: un paso desnaturalizante a
94°C/2 min, 30 ciclos (94°C/1min: 65°C/1:30min y 72°C/
1min) con un paso de elongacion final a 72°C por 7 min.
Resultados. El mejor rendimiento en la extraccion y
pureza del ADN del pozol se obtuvo con la extraccion
realizada con la solucion b (Fig. 1A) obteniéndose un
rendimiento promedio de 248 pg ADN/g pozol. Usando
esta metodologia se realizé la extraccion del
metagenoma del pozol a diferentes tiempos de
fermentacion (0, 24, 48, 72 horas; 7 y 12 dias) (Fig. 1B).
El ADN obtenido fue amplificado utilizando los primers
indicados, los resultados pueden observarse en la Fig. 2.
La secuenciacion de los productos de amplificacion
mostrd que entre los organismos predominantes se

encuentran, a las 48h, Weisella la cual ya habia sido
reportada con anterioridad (4); y a los 12 dias de
fermentacion Acetobacter; este Ultimo no reportado con
anterioridad seguramente debido a que no existen
estudios del pozol que muestren la diversidad
microbiana a tiempos tan largos de fermentacion.
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Fig. 1. Metagenoma del pozol. A. Extraccién del ADN total con las 3

soluciones, Linea 1: MPM, L2-4: solucién a, L 5-7: solucién b; L 8-10:

solucién c. B. ADN obtenido a distintos tiempos de fermentacién L1:
MPM; L2:0h; L3:24h; L4:48h; L5:72h; L6:7 dias; L7:2 dias.
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Fig. 2. Amplificacién del fragmento del gen ribosomal 16S a partir del
ADN obtenido a diferentes tiempos de fermentacion. L1: MPM; L2:0h;
L3:24h; L4:48h; L5:72h; L6:7d; L7:12 d.

Conclusiones. Se obtiene un mayor rendimiento al
utilizar la solucién de extraccion con SDS al 1.5%, el
CTAB no mejoro el rendimiento pese a lo descrito con
anterioridad (4).

La amplificacion del gen ribosomal 16S permite la
identificacién de Weisella a las 48h y Acetobacter a los
12 dias como parte de los organismos predominantes.
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