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Resumen  

El género Weissella lo integra un grupo de bacterias Gram-positivas, catalasa negativa, anaerobias 

facultativas con un metabolismo fermentativo. Las cepas del género que hasta ahora se conocen se han 

aislado de una gran diversidad de nichos ecológicos que van desde la piel, la leche y las heces de animales 

y seres humanos, hasta los alimentos, principalmente los fermentados. A lo largo del mundo existe una 

gran variedad de alimentos fermentados a base de cereales de los que se han aislado e identificado 

diversas especies de este género bacteriano. Tomando como base el pozol, bebida fermentada a base 

de maíz nixtamalizado, nos preguntamos qué papel podría estar cumpliendo en la fermentación. 

Tomando como antecedente la nula actividad amilolítica reportada en las cepas estudiadas en este 

trabajo, se evaluó como alternativa de fuente de carbono en el pozol, la capacidad para metabolizar 

xilano, xilooligosacáridos y sacarosa de cinco cepas de Weissella aisladas del pozol. No se observó 

crecimiento significativo en xilano de abedul, pero si en xilooligosacáridos y sacarosa. La mayor actividad 

xilosidasa y glucosiltransferasa mostrada sobre estos sustratos por las cepas WcL17 y Wcp-3a 

respectivamente, llevó a su selección para caracterización genómica. Se ensamblaron y anotaron los 

genomas de ambas cepas con un tamaño de 2.3 Mb en 30 contigs para WcL17 y 2.2 Mb en 45 contigs 

para Wcp-3a. La asignación taxonómica realizada ubicó a ambas cepas en la especie Weissella confusa. 

Se realizaron análisis genómicos para evaluar el contenido génico codificante para enzimas activas sobre 

carbohidratos (CAZy), los que revelaron un contenido de 4 GH y 3 CBM que actúan sobre almidón en 

ambas cepas; 7 GH, 7 CE (en WcL17), 6 CE (en Wcp-3a) que actúan sobre hemicelulosa; 7 GH (en WcL17) 

y 5 GH (en Wcp-3a) que actúan sobre celulosa y, 2 GH (en WcL17), 3 GH (en Wcp-3a) y 1 CBM en ambas 

cepas que actúan sobre sacarosa. Con el fin de verificar la funcionalidad de al menos dos genes, se realizó 

la expresión heteróloga del gen WcL17_01258 codificante para una ß-xilosidasa (GH3) y del gen 

Wcp_02205 codificante para una glicosiltransferasa (GH70), obteniendo una actividad de 4.4 + 0.071 y 

0.06 + 0.019 U por mililitro de cultivo respectivamente. Estos resultados sugieren que ambas cepas 

tienen el potencial  a nivel de secuencia para metabolizar la sacarosa, residuos de hemicelulosa y almidón 

que se encuentran disponibles en el pozol, y en general la amplia versatilidad de las cepas del género 

para participar en procesos de fermentación de productos naturales con fuentes de carbono y energía 

heterogéneas.  
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1. Introducción 

El pozol, del náhuatl pozolli, es una bebida ácida obtenida a partir de la fermentación de maíz 

nixtamalizado. En la antigüedad, era uno de los componentes culturales más importantes de los mayas 

peninsulares; se ofrendaba a los dioses y a los espíritus en ceremonias relacionadas con el cultivo y la 

cosecha del maíz (Vasallo, 2016). En la actualidad, se consume en el sureste de México y en algunos 

países de Centroamérica, particularmente entre los grupos indígenas de estas regiones. El pozol sigue 

siendo un alimento de importancia nutricional, cultural y económica; forma parte de la dieta 

fundamental de estos pueblos (Sangwan et al., 2014). 

Desde hace varias décadas, se ha estudiado la complejidad microbiológica que da lugar a la fermentación 

de esta bebida tradicional mesoamericana, partiendo de la base de que las bacterias ácido lácticas (BAL) 

son dominantes en todas las etapas de fermentación del pozol (Ampe et al., 1999). Mediante técnicas 

microbiológicas, bioquímicas y moleculares, se ha identificado una amplia diversidad bacteriana en la 

masa fermentada. Los principales géneros bacterianos detectados incluyen Clostridium, Bacillus, 

Agrobacterium, Enterococcus, Leuconostoc, Lactococcus, Lactobacillus, Streptococcus y Weissella, 

siendo los seis últimos los más frecuentemente reportados a lo largo de la historia de la investigación 

microbiológica de esta bebida (Ulloa et al., 1987; ben Omar y Ampe, 2000; Escalante et al., 2001; Bolaños 

et al., 2006). 

Considerando la alta concentración de almidón del pozol, Díaz y col. (2003) evaluaron la actividad 

amilolítica de 40 cepas aisladas de esta bebida, demostrando que las pertenecientes al género 

Streptococcus tenían el mayor crecimiento sobre este sustrato. Sin embargo, reportaron también que, 

en comparación con otras bacterias ácido-lácticas, estas cepas presentaban una actividad hidrolítica 

marcadamente baja. Dado lo anterior y tomando en cuenta la composición del grano de maíz y la baja 

concentración de monosacáridos tras la nixtamalización, Cooper y col. (2016), evaluaron el crecimiento 

y la actividad enzimática de este género sobre xilano de abedul y xilano aislado del nejayote. En ambos 

sustratos, las cepas evaluadas, crecieron y presentaron actividad hidrolítica tomando preferencia por el 

xilano aislado del nejayote. 

Por otra parte, López y col. (2018) realizaron una prueba rápida (Api50CH kit.) del consumo de 

carbohidratos de diferentes especies de Weissella, también aisladas del pozol. En este estudio las 

pruebas para consumo de almidón resultaron negativas en todas las cepas estudiadas y positivas para el 
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consumo de xilosa, entre otros azúcares. Además, los mismos autores, demostraron la utilización de 

xilooligosacáridos por una de las cepas evaluadas. 

Estos resultados sugieren que aún en ausencia de actividad xilanolítica, la hemicelulosa disponible tras 

la nixtamalización del maíz, podría ser asimilada por microorganismos presentes en la masa fermentada 

con actividad hidrolítica sobre xilooligosacáridos. 

Por otro lado, Uscanga y col. (2010) evaluaron muestras de maíz nixtamalizado de cinco estados de la 

república en función del contenido de dextrana e inulina, tras agregar dextranasa e inulinasa antes y 

después de añadir sacarosa a la masa. Los máximos valores de dextrana fueron de 0.444 + 0.280 % antes 

de agregar sacarosa y de 2.006 + 0.272 % después de añadir sacarosa. Para el caso de la inulina, los 

máximos valores fueron 1.953 + 0.766 % y 4.838 + 1.001 % antes y después de agregar sacarosa 

respectivamente. Si bien, en dicho estudio no se atribuyó la actividad glicosiltransferasa a un 

microorganismo en particular, si se pone en evidencia la presencia de estos polímeros antes y después 

de añadir sacarosa, hecho que ocurre en el consumo de pozol, el cual es preferentemente consumido 

con cacao y azúcar (sacarosa).    

En este sentido, el presente trabajo se integra a un proyecto global sobre la fermentación del pozol, que 

es analizada simultáneamente con una estrategia proteómica y genómica. En este caso, considerando el 

papel preponderante del género Weissella, los reportes sobre su capacidad xilanolítica y de formación 

de polisacáridos, el proyecto tiene como objetivo explorar la capacidad bioquímica y genómica de 

diversas cepas de Weissella aisladas del pozol para asimilar total o parcialmente la hemicelulosa y la 

sacarosa, compuestos disponibles en el grano de maíz.  

2. Antecedentes 

2.1 El pozol 

Pozol, viene del náhuatl pozolli que significa espumoso. El pozol es una bebida ácida no alcohólica, 

fermentada a partir de la masa de maíz nixtamalizada. En una revisión del contenido del Chilam Balam 

de Chumayel, se hace referencia al pozol como uno de los componentes culturales más importantes de 

los mayas peninsulares. Era ofrendado a los dioses y a los espíritus como bebida refrescante en 

ceremonias relacionadas con el cultivo y cosecha del maíz. Su uso medicinal para controlar la diarrea y 

la fiebre también está asentado (Wacher, 1993; Vasallo, 2016). 
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En la actualidad, el pozol es elaborado y consumido en los estados de Tabasco, Chiapas, Veracruz, 

Yucatán, Campeche, Quintana Roo, Oaxaca y algunos países de América Central, particularmente por los 

grupos indígenas de estas regiones (Ulloa et al., 1987 en Garibay et al., 1993; Wacher, 1993). Al aumentar 

el valor nutritivo del maíz nixtamalizado, no requerir equipos ni utensilios especiales para su preparación 

y tener un bajo costo de producción, el pozol sigue siendo un alimento de importancia nutricional, 

cultural y económica (Long, 2008). Constituía y sigue constituyendo parte de la columna vertebral de la 

alimentación de las regiones del sur de México y Guatemala, se sugiere como un alimento funcional por 

su alto contenido en fibras y microorganismos benéficos para la salud intestinal.  

El proceso de elaboración del pozol comienza retirando materia extraña de la mazorca de maíz, 

posteriormente los granos son hervidos en exceso de agua conteniendo aproximadamente 1% w/v de 

cal.  En algunas regiones los granos se dejan enfriar y se someten a una segunda cocción, pero en ambos 

casos, los granos son lavados retirando la mayor parte del pericarpio para dejar el endospermo libre. Los 

granos ya nixtamalizados son molidos y la masa resultante es moldeada en forma esférica y envuelta en 

hojas de árbol de plátano (en algunas regiones se ha remplazado la hoja por bolsas de plástico). Las bolas 

de masa nixtamalizada se dejan entonces fermentar a temperatura ambiente por un tiempo que puede 

ser desde unas cuantas horas, hasta 15 días, dependiendo del gusto del consumidor, esta se diluye con 

agua antes de ser consumida (Cañas et al, 1993).  

2.2 Composición del grano de maíz 

El origen del maíz (Zea mays ssp. Mays) se dio a partir de un proceso de domesticación y mejoramiento 

del teosintle (Zea mays ssp. Parviglumis), proceso que se remonta hacia unos 8 000 años A.C. En este 

proceso han estado involucrados los primeros pobladores de Mesoamérica, los grupos indígenas de esas 

regiones y los actuales agricultores (Wang et al., 1999; Chávez, 2004). Es uno de los cereales más 

importantes a nivel mundial debido a su uso para preparación de diversos alimentos. 

La estructura del grano de maíz está conformada por cuatro partes fundamentales: 1) pilorriza 2) 

germen, 3) endospermo y 4) pericarpio (Fígura 1). Su composición química depende de diversos factores 

como el tipo de variedad y el ambiente, sin embargo, lo caracteriza ser rico en carbohidratos (Tabla 1). 
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Figura 1. Estructura y composición del grano de maíz. (Tomada de Hablemos de culturas, mayo 2017. 
http://hablemosdeculturas.com/partes-de-una-semilla/) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1) El pico es una estructura cónica que une al grano con el olote y se compone principalmente por 

hemicelulosa y celulosa. 2) El germen posee un alto contenido de grasa (~33%) y proteína (~18%), pero 

con bajo contenido de almidón (~8%). 3) El endospermo es rico en almidón (~86%), medio en proteína 

(~8%) y bajo en grasas (~1%). El grano de maíz posee dos tipos de endospermo, el harinoso que contiene 

gránulos de almidón sueltos alrededor del germen y el endospermo córneo que está compuesto por 

gránulos de almidón en la periferia. Estos son empaquetados por paredes celulares, las cuales están 

compuestas por ß-glucanos, arabinoxilanos, proteínas y ácidos fenólicos. 4) El pericarpio es la capa 

externa que envuelve al grano, rica en fibra cruda y compuestos fenólicos. La fibra cruda está compuesta 

principalmente por hemicelulosa, celulosa y lignina (Singh et al., 2014). 

Tabla 1. Composición química de las estructuras del grano de maíz 
Componente químico Pericarpio (%) Endospermo (%) Germen (%) 

Proteína 3.7 8.0 18.4 

Fibra cruda 86.7 2.7 8.8 

Cenizas 0.8 0.3 10.5 

Almidón 7.3 86.4 8.3 

Azúcar* 0.34 0.62 10.8 

*Sacarosa es la más abundante (FAO, 1992) 
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2.3 Microbiología del pozol 

Desde hace muchos años se ha tratado de dilucidar la complejidad microbiológica y la fisiología del 

proceso de fermentación del pozol. Tras este objetivo, se ha construido una historia de identificación 

microbiológica robusta. 

Uno de los primeros estudios se realizó por Ulloa en 1974, quien aun con métodos convencionales 

analizó la microbiota en muestras de pozol a lo largo de la fermentación, pudiendo verificar que estaban 

presentes hongos, levaduras y bacterias. Dentro de estas últimas identificó a Achromobacter pozolis, 

Aerobacter aerogenes, Agrobacterium azotophilum, Escherichia coli y Pseudomonas mexicana.  

Un hecho que destaca es el carácter natural de la fermentación de la masa, es decir, la microbiota 

presente es el resultado de la inoculación que ocurre durante la elaboración de la bebida. En este 

sentido, Wacher y col. (1993), identificaron diferentes grupos microbianos en todas las etapas del 

proceso, desde la nixtamalización del maíz hasta la fermentación de la masa. Los resultados mostraron 

la presencia de bacterias ácido-lácticas (BAL), bacterias mesófilas aerobias, enterobacterias, levaduras y 

hongos, a partir del tratamiento alcalino del grano. Los primeros tres grupos aumentaron 

significativamente a partir de las 11 h de fermentación manteniéndose constantes hasta las 30 h. 

Mientras que las levaduras y mohos disminuyeron al inicio de la fermentación de la masa y aumentaron 

a partir de las 30 h de incubación. El grupo de BAL fue el más abundante en todos los puntos de 

fermentación evaluados. 

Más adelante, se realizó un estudio comparativo en muestras de masa envuelta en bolsas de plástico y 

en hojas de plátano, en el que se encontró que la microbiota predominante fueron las BAL e identificaron 

cepas de Leuconostoc mesenteroides, Lactobacillus plantarum, Lactobacillus confusus, Lactococcus lactis 

y Lactococcus rafinolactis (Nuraida et al., 1995). Los hongos y levaduras sólo se desarrollaron en las 

muestras de pozol envuelto en hojas de plátano, que mostró una microbiota en la superficie de la masa 

en dos días. 

Los trabajos anteriores fueron realizados mediante métodos dependientes de cultivo, basados en 

técnicas microbiológicas clásicas y caracterizaciones bioquímicas. El primer artículo que reportó 

identificaciones microbianas en el pozol basadas en métodos moleculares, fue el reportado en 1999 por 

Ampe y col. En efecto, mediante sondas de rRNA cuantificaron grupos y géneros específicos de una 

muestra de pozol evaluada a las 12h y 5 días de fermentación, identificaron los géneros Lactococcus y 
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Leuconostoc, como dominantes en la etapa inicial, pero menos importantes en la etapa final, donde el 

dominio fue por Lactobacillus y sus géneros asociados. Además, la señal dada para las sondas 

correspondientes al género Streptococcus y a eucariontes fue significativa, sin dejar de lado la detección 

de enterobacterias.  

En un estudio con enfoque polifásico a partir de una muestra de pozol de Villahermosa, Tabasco, se 

demostró que mediante una combinación de técnicas dependientes e independientes de cultivo es 

posible detectar un mayor grupo de microorganismos presentes en muestras complejas. En dicho 

estudio se evaluó con microscopía electrónica de barrido la periferia, el centro y el nivel medio de la 

masa fermentada, observándose bacterias, hongos filamentosos y levaduras en la periferia, mientras 

que en el centro y medio de la bola, bacterias y gránulos de almidón fueron evidentes. Los resultados de 

hibridaciones con sondas de RNA, en concordancia con aislamientos con medios de cultivo específicos, 

indicaron que el grupo que incluía Streptococcus, Lactococcus, Lactobacillus, Enterococcus, Pediococcus, 

Leuconostoc y Weissella estaba presente en todas las fases de la fermentación. Los mayores porcentajes 

fueron representados por Leuconostoc y Weissella, seguido por Pediococcus y Streptococcus. Las 

enterobacterias sólo fueron identificadas en la periferia mientras que hongos filamentosos y levaduras 

se detectaron, además de en la periferia, en el centro de la bola, aunque en menor proporción. 

Complementariamente analizaron amplicones de la región V3 del 16S rDNA, mediante electroforesis en 

gel con gradiente desnaturalizante (DGGE). Esto permitió la identificación de las especies Acetobacter 

aceti, Bacillus subtilis, Lactobacillus casei, Lactobacillus plantarum, Streptococcus bovis, Weissella y 

Leuconostoc (Ampe et al., 1999). Bajo el mismo enfoque polifásico se identificó el género Streptococcus 

en un rango de 25-75% del total de la microbiota encontrada. Las BAL se hicieron notorias desde los 2 

días de fermentación, e incluyeron a Lactobacillus fermentum, L. plantarum, L. casei y L. delbrueckii. Una 

vez más, los mohos y levaduras se identificaron en la periferia. Por otro lado, la presencia de 

bibidobacterias, enterococos y enterobacterias sugieren el origen fecal de algunos microorganismos 

importantes en el pozol (ben Omar y Ampe, 2000). 

Por su parte, Wacher y col. (2000), realizaron un análisis microbiológico comparativo entre pozol 

indígena y pozol mestizo, este último diferenciado por una segunda cocción del grano antes de su 

molienda. No hubo gran diferencia entre las muestras de pozol indígena y mestizo, sin embargo, 

Leuconostoc fue más abundante en el pozol mestizo y Candida lo fue en el pozol indígena. Detectaron 
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que en el pozol mestizo el género Leuconostoc es seguido en abundancia por Lactococcus y Pediococcus, 

además de Candida y otras levaduras.  

También mediante el empleo de métodos moleculares, Escalante y col. (2001) construyeron una 

biblioteca génica mediante la clonación de amplicones del 16S rDNA. Las clonas únicas identificadas 

pertenecen a Lactococcus lactis, Streptococcus suis, Lactobacillus plantarum, L. casei, L. alimentarium, L. 

delbrueckii y Clostridium sp.  

Tomando muestras en un espacio más amplio, Bolaños (2004) evaluó 7 muestras de pozol de 7 

productores diferentes del estado de Tabasco en las diferentes fases de la masa (periferia, medio y 

centro). Amplificó la región V3 del 16S rDNA extraído de las muestras y mediante DGGE pudo detectar a 

Streptococcus suis, Weissella spp, Pediococcus urinae y Aerococcus spp. como microorganismos 

constantes. Lactobacillus, a pesar de encontrarse en la mayoría de las muestras recién molidas, tendió a 

desaparecer mientras la fermentación avanzaba, mientras que Leuconostoc y Lactococcus se 

encontraron esporádicamente a lo largo de la fermentación. Los resultados reportados por Bolaños en 

2004, sugirieron la dificultad para asignar una banda a cada microorganismo puro, consecuencia de la 

micro-heterogeneidad debida a la existencia de varias copias del gen ribosomal con variaciones en la 

secuencia. Este problema fue atendido realizando el mismo experimento y número de muestras, pero 

utilizando amplicones del gen de la subunidad ß de la RNA polimerasa rpoB, el cual es reconocido como 

housekeeping. Las muestras analizadas demostraron que Streptococcus infantarius, Weissella confusa y 

Lactococcus lactis están presentes en todo el proceso de fermentación y en todas las fases de las 

muestras. No así, Lactobacillus plantarum, L. fermentum y Leuconostoc mesenteroides, los cuales se 

observaron a partir de las 48 h de fermentación (López, 2006). 

Por otro lado, en sintonía hacia la comprensión de la naturaleza de la fermentación de la masa del pozol, 

se realizó un estudio proteómico que permitiera identificar proteínas y enzimas requeridas para la 

utilización del sustrato presente en el maíz y con ello, asignarlas a un origen microbiano. Las proteínas y 

péptidos encontrados pertenecían a un gran número de organismos, sin embargo, la abundancia relativa 

fue dominada por Lactobacillus y Acetobacter, aunque también se presentaron en menor medida grupos 

microbianos encontrados en otros estudios como: Bifidobacteria, Streptococcus, Weissella y Lactococcus 

además de Gluconacetobacter y Gluconobacter, géneros por primera vez identificados en la masa. En el 

caso de los hongos, Aspergillus es el más representado (Cárdenas et al., 2014). La asignación de proteínas 
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funcionales para metabolizar carbohidratos se está realizando mediante estudios meta-proteómicos por 

el mismo grupo de investigación. 

Considerando que el almidón es el sustrato principal en el grano de maíz, Díaz y col. (2003), eligieron 40 

cepas aisladas del pozol y las caracterizaron en función de su actividad amilolítica. El estudio de 

ribotipificación mostró tres grupos principales Streptococcus, Lactococcus y Enterococcus. Streptococcus 

infantarius fue el más amilolítico y presentó una velocidad específica de crecimiento alta (0.94 h-1). Sin 

embargo, la producción de amilasa (130.7 U/h g células secas) y el rendimiento de esta, relativo a la 

biomasa fue bajo (139 U/g células secas). Estos resultados permiten pensar que el almidón, a pesar de 

encontrarse en mayor proporción, no es el único sustrato asimilable por la microbiota compleja que 

caracteriza a la bebida en estudio.  

En concordancia con lo anterior, Flores (2007) evaluó cualitativamente la actividad xilanolítica de una 

colección de 94 BAL aisladas de diversas muestras de pozol, encontrando que algunas cepas de 

Lactococcus, Lactobacillus, Weissella y Enterococcus, fueron capaces de metabolizar el xilano utilizado 

como sustrato. 

Explorando con mayor detalle la utilización del xilano del grano de maíz por cepas obtenidas de masa 

nixtamalizada, se evaluaron 12 bacterias de los géneros Lactobacillus, Weissella, Lactococcus, 

Leuconostoc, Streptococcus, Enterococcus y otros no identificados al realizar el trabajo. Se verificó la 

hidrólisis de xilano por formación de halos de actividad, demostrando que Lactobacillus, Lactococcus y 

Leuconostoc fueron incapaces de metabolizarlo. Por otra parte, Streptococcus, Weissella y Enterococcus 

presentaron capacidad de hidrólisis en orden decreciente. Para complementar el estudio, se evaluó el 

crecimiento y la actividad enzimática de Streptococcus infantarius 25124, sobre arabinoxilano de maíz 

(aislado del nejayote) y xilano de abedul, encontrando que el crecimiento y la actividad fueron positivos 

sobre ambos sustratos, pero con una notable preferencia por arabinoxilano de maíz. Este hecho pone 

de manifiesto la posibilidad de que el arabinoxilano, presente en los granos de maíz sea un sustrato de 

importancia para los organismos que dan lugar a la bebida fermentada (Cooper et al., en preparación). 

Bajo la misma teoría, López y col. (2018), evaluaron el crecimiento de una cepa de Weissella confusa 

(W.confusa L9) sobre xilano de abedul y sobre xilooligosacáridos, reportando un bajo crecimiento en 

xilano, pero mejor en xilooligosacáridos. Asimismo, realizaron una prueba rápida de utilización de 

distintos azúcares resultando negativa para almidón y positiva para xilosa. 
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Como se ha mencionado, la historia tras la búsqueda de la composición microbiana y la utilización de 

sustratos como fuente de carbono de tales microorganismos ha sido intensa. Sin embargo, aún existen 

múltiples interrogantes. Un hecho que resalta es la frecuencia en la presencia de diversos géneros 

bacterianos, la mayoría de ellos capaces de metabolizar el almidón, lo cual no es de extrañar. No así la 

presencia del género Weissella, el cual se reporta con nula actividad amilolítica (López et al., 2018). En 

este sentido, y bajo la misma hipótesis de utilización de xilano, en el presente trabajo se pretende 

analizar la capacidad de 5 cepas de Weissella aisladas del pozol para metabolizar hemicelulosa y 

sacarosa, que como ya hemos señalado, además del almidón, se encuentran disponibles en el grano de 

maíz.  

2.4 El género Weissella y sus nichos ecológicos 

El género Weissella pertenece al filum Firmicutes, clase Bacilli, orden Lactobacillale y familia 

Leuconostaceae. La historia taxonómica de este género es interesante, ya que antes de su designación, 

seis especies del género se encontraban agrupadas dentro del género Leuconostoc, el cual estaba 

dividido en tres: sensu estricto, oenos y paramesenteroides. Este último tenía un subgrupo denominado 

Lactobacilos atípicos. En 1993, Collins y col. realizaron un profundo estudio del género Leuconostoc que 

incluía pruebas fenotípicas, bioquímicas y moleculares. Las bases fenotípicas mostraron una difícil 

diferenciación pues el género Leuconostoc se caracteriza por tener una morfología atípica, es decir, no 

tiene formas bacilares ni cocos sino pequeños bacilos con extremos cónicos, mientras que el género 

Weissella comprende esta morfología atípica, bacilos y cocos. Por su parte, las bases bioquímicas 

mostraron que los lactobacilos atípicos poseían la capacidad para metabolizar arginina, característica 

inexistente en el resto de los Leuconostoc. Finalmente, las pruebas moleculares del gen 16S del rRNA 

permitieron la reagrupación de las especies que se encontraban dentro de los Lactobacilos atípicos: W. 

confusa, W. halotolerans, W. kandleri, W. minor y W. viridescens y la especie que estaba dentro de L. 

paramesenteroides: W. paramesenteroides (Collins et al., 1993). Actualmente el género agrupa a 21 

especies, de las cuales sólo 12 genomas se encuentran publicados.  Las bacterias asignadas a este género 

son Gram-positivas, catalasa negativa, no formadoras de endospora, carentes de citocromo y no motiles 

con excepción de W. beninensis. Son anaerobias facultativas con un metabolismo fermentativo y pueden 
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crecer en temperaturas que oscilan entre los 15 y 37 ºC, sin embargo W. confusa y W. cibaria son capaces 

de crecer a 45 ºC (Padonou et al., 2010). 

Las cepas de Weissella que hasta ahora se conocen, se han aislado de una gran diversidad de nichos, 

como se resume en la Tabla 2. Un ejemplo de ellos son la piel, la leche y las heces, tanto de animales 

como de seres humanos. Se han encontrado especies de Weissella también en frutas, verduras, plantas, 

suelo, carne, pescados y mariscos. Sin embargo, lo que más destaca es la amplia variedad de alimentos 

fermentados de diversa naturaleza, como productos lácteos y cárnicos, frutas, vegetales y cereales, en  

los que cepas de Weissella están presentes. Un dato adicional es que estos alimentos fermentados no 

están en un solo sitio geográfico, si no que se encuentran distribuidos a lo largo de mundo. Tal es el caso  

del kimchi y el Jeotgal de origen coreano, las masas madre europeas y otros alimentos tradicionales de 

Asia y África, además del queso Cotija y el pozol de México, por mencionar solo algunos (Fusco et al., 

2015). 

 

Tabla 2. Especies de Weissella y su fuente de aislamiento 

Weissella spp. Fuentes 

W. fabalis Granos de cacao fermentados 

W. fabaria Granos de cacao fermentados 
W. ghanensis Granos de cacao fermentados 

W. beninensis Yuca fermentada 
W. jogaejeotgali Jeotgal (alimento fermentado de mariscos) 

W. thailandensis Jeotgal,  queso Cotija, carnes y pescado fermentados de Tailandia 
W. paramesenteroides Embutidos fermentados, frutas y verduras fermentados, leche fermentada, queso, 

yuca, masa madre, cereales fermentados, pescado. 

W. hellenica Alimentos fermentados de embutidos, vegetales, leche y carne, queso, bebida 
fermentada de maíz. 

W. bombi Intestino de abejorro 
W. halotolerans Productos cárnicos, mariscos, queso, embutidos fermentados, pantano 

W. ceti Ballena 
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Como puede concluirse de la información recopilada en la Tabla 2, existe una gran diversidad de 

alimentos fermentados de donde se han aislado diferentes Weissella spp., lo cual refuerza la capacidad 

de este género bacteriano para adaptarse a una multitud de ambientes y desempeñar un papel 

importante en los procesos de fermentación. En este sentido se ha puesto especial atención para evaluar 

su posible uso como organismo central en intentos de industrialización de procesos de fermentación de 

alimentos (Fessard y Remize, 2017).  

Ahora bien, si pensamos en el maíz como sustrato de la fermentación del pozol, podemos restringir la 

comparación con microorganismos aislados solo de bebidas y alimentos fermentados a base de cereales. 

En la Tabla 3, se enlistan algunos ejemplos de alimentos a base de cereales de donde se han identificado 

diferentes especies de Weissella. 

 

 

W. viridescens Productos cárnicos, salami seco, kimchi, leche fermentada, queso, sedimentos, 
peces 

W. minor Lodos, frutas y verduras fermentadas, salami seco 
W. uvarum Uvas de vino 

W. diestrammenae Intestino de camello 
W. kandleri Plantas de primavera y del desierto 

W. koreensis Kimchi 

W. cibaria Alimentos de Malasia, muestras clínicas, animales, heces humanas, frutas y 
verduras fermentadas, queso, yuca fermentada, alimentos y bebidas fermentados 
a base de cereales, masa madre, granos de cacao fermentados, embutidos y 
pescado fermentados, pantano, lago, piel, vagina, saliva, pacientes enfermos y 
sanos 

W. confusa Alimentos de Malasia, muestras clínicas, animales, heces humanas, frutas y 
verduras fermentadas, queso, yuca fermentada, alimentos y bebidas fermentados 
a base de cereales, masa madre, granos de cacao fermentados, embutidos y 
pescado fermentados, kimchi, caña de azúcar, harina de trigo para pasta, pantano, 
piel, vagina, saliva, pacientes enfermos y sanos 

W. oryzae Granos de arroz fermentados, bebida a base de cereales 
W. soli Suelo, kimchi, jeotgal, tofú, puerro fermentado, col fermentada, pantano 

 (Fusco et al., 2015; Fessard y Remize, 2017) 
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Tabla 3. Especies del género Weissella spp. reportadas en fermentados a base de cereales 

Fermentos a base de cereal Weissella spp.  identificadas  

Togwa (Alimento a base de sorgo, maíz, trigo) W. confusa 
Gari, Attieke, Lafun (yuca) W. paramesenteroides, W. cibaria , W. confusa 

, W.  beninensis 

Idli batter (Alimento Indù a base de arroz y grano negro) W. confusa , W. cibaria 
Sourdough (Masa madre de trigo, francesa, italiana turca) W. confusa, W. cibaria, W. paramesenteroides 

Pozol (Bebida mexicana, fermentada a base de maíz ) W. paramesenteroides, W. confusa, W. cibaria 

Granos de arroz fermentados W. oryzae 

Chicha (bebida a base de maíz) W. confusa , W. hellenica, W. 
paramesenteroides 

Kunu-Zaki (alimento a base de cereales de Nigeria) W. confusa 
Boza (bebida a base de cereales de Bulgaria) W. confusa , W. oryzae 

Fura (alimento a base de mijo africano) W. confusa 

Borde (bebida de cereal etíope) W. confusa , W. viridescens 
Grano de cacao fermentado W. cibaria, W. ghanensis, W. confusa , 

W.  paramesenteroides, W. fabaria , W. fabalis 

Makgeolli (bebida a base de almidón de Corea) W. confusa, W. cibaria, W. paramesenteroides 

(Fessard  y  Remize, 2017). 

Los datos mostrados sugieren la importancia de estos microorganismos en los alimentos fermentados, 

aunque muchos estudios se han concentrado solo en identificar la presencia de las bacterias a lo largo 

de la fermentación. Tal es el caso del Togwa, del que se hicieron evaluaciones de nueve muestras de 

productores diferentes en Tanzania y determinaron entre otras cosas las BAL presentes durante las 0, 4, 

8, 12 y 24 h de fermentación, reportando concretamente la presencia de W. confusa en muestras de 

todas las horas (Mugula et al., 2003). Por otra parte, en Fura se demostró que W. confusa y Lb. 

fermentum son las especies dominantes, ya que ambas fueron aisladas de ocho sitios de procesamiento 

diferentes en el norte de Ghana, África (Owusu et al., 2012). Otro ejemplo es el del Borde, elaborado a 

base de varios cereales, entre ellos sorgo y maíz, en el que Abegaz (2007) realizó un seguimiento de la 

fermentación durante 48 h con muestras cada 6 h. Las pruebas microbiológicas y genotípicas permitieron 

identificar a W. confusa, W. viridescens, Lb. brevis y P. pentosaceus como especies dominantes durante 

la fermentación.  
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3. Hipótesis 

Weissella spp. dispone del potencial genómico necesario para poder degradar xilano, xilooligosacáridos 

y sacarosa entre otras fuentes de carbono disponibles en el pozol. 

4. Objetivos  

4.1 Objetivo general 

Evaluar la contribución de cepas de Weissella en la fermentación del pozol, en términos del potencial 

enzimático que actúa sobre hemicelulosa y sacarosa. 

4.2 Objetivos específicos 

• Determinar la capacidad de cinco cepas de Weissella aisladas del pozol para crecer sobre xilano, 

xilooligosacáridos y sacarosa, evaluando su actividad hidrolítica y de transglicosidación. 

 

• Analizar a nivel genómico la capacidad de metabolizar diversas fuentes de carbono de las cepas 

de Weissella que resulten con mayor actividad sobre los sustratos estudiados. 

 

• Seleccionar y expresar heterólogamente las enzimas de interés y referirlas al maíz nixtamalizado 

para pozol.   
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5. Materiales y métodos  

5.1 Microorganismos 

Se trabajó con un set de cepas de Weissella, previamente aisladas del pozol por trabajos realizados en 

el grupo que dirige la Dra. Carmen Wacher Rodarte en el Departamento de Alimentos de la Facultad de 

Química de la Universidad Nacional Autónoma de México. Se eligieron 5 cepas, las cuales corresponden 

de acuerdo con la identificación molecular realizada por secuenciación Sanger de la región 16s del rDNA 

realizada en el laboratorio de la Dra. Wacher a Weissella confusa (WcSnc45), Weissella confusa 

(WcSnc40), Weissella confusa (WcL9), Weissella confusa (WcL17) y Weissella paramesenteroides 

(Wp3a). Las cepas se preservaron a -80 ºC en glicerol al 50 % v/v. 

5.2 Cinéticas de crecimiento y actividad enzimática 

5.2.1 Preparación del inoculo 

Se reactivaron las cepas estudiadas, las cuales estaban preservadas a -80 ºC. Se tomó una alícuota al 10% 

v/v para inocular en medio Man Rogosa y Sharpe (MRS) (Difco, USA). Los cultivos se incubaron a 30 ºC 

durante 24 h y posteriormente se transfirió una alícuota al 10% v/v a otro medio MRS que fue incubado 

a 30º por 12 h. y utilizado como inoculo para cada fermentación. 

5.2.2 Evaluación de crecimiento con diferentes fuentes de carbono 

Considerando las fuentes de carbono disponibles en el pozol y tomando en cuenta los estudios que 

demuestran la ausencia de actividad amilolítica en el género estudiado, se realizó una evaluación de 

crecimiento en medio MRS con algunas modificaciones, usando como única fuente de carbono xilano, 

xilooligosacáridos (XOS), glucosa y sacarosa al 1% de manera independiente (López et al., 2018). Aquí 

vale la pena señalar que se realizó un estudio para definir las condiciones de producción de XOS por 

hidrólisis ácida, el cual es descrito en la siguiente sección.  

Los ensayos se realizaron por duplicado, inoculando con 0.6% v/v de pre inóculo. Durante la 

fermentación se tomaron dos mL de cada cultivo, para medir el crecimiento por Densidad Óptica (DO) 

en un espectrofotómetro Beckman DU650, a una longitud de onda de 600 nm tomando como blanco el 

medio de cultivo utilizado, a cada muestra se le midió el pH. Posteriormente la muestra se centrifugó a 



 26 

12 000 rpm durante 10 min a temperatura ambiente, se recuperó el sobrenadante y se trasladó a dos 

tubos Eppendorf de 1.5 mL, uno de los viales se incubó por 10 min en agua en ebullición para inactivar 

las enzimas que pudieran estar presentes. Finalmente, ambos viales fueron almacenados a -4 ºC para 

posteriores estudios. En una primera instancia, el crecimiento y los muestreos se realizaron a las 0, 3, 6, 

12, 24 y 48 h, sin embargo, a partir de los resultados obtenidos en la fermentación con sacarosa, se 

realizaron cinéticas de crecimiento por triplicado con este sustrato, tomando muestras cada 30 min 

durante 6 h, de ahí cada hora hasta las 12 h y posteriormente a las 24 y 48 h de incubación.  

5.2.3 Producción de xilooligosacáridos 

Con la finalidad de verificar, cuál era la mejor estrategia de producción de XOS, se realizó una prueba de 

hidrólisis ácida de xilano de abedul (Sigma, Alemania), siguiendo diversas metodologías reportadas en la 

literatura y resumidas en la Tabla 4.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Los XOS formados fueron analizados por cromatografía en capa fina, como se describe en la sección 

5.2.6. Se eligió la metodología que presentó mejor producción, la cual se repitió con un gradiente de 

tiempo de incubación, correspondiente a 30, 45, 60, 90 y 120 min. El mejor resultado fue elegido como 

metodología a seguir para producir esta fuente de carbono y utilizarla en la preparación del medio de 

cultivo para la fermentación correspondiente, y como sustrato en la determinación de actividad 

xilosidasa. 

Tabla 4. Diversas estrategias exploradas para la producción de xilooligosacáridos a 
partir de xilano de abedul. 

Ácido 
Temperatura 
de incubación 

Tiempo de 
incubación 

Agitación Referencia 

Ácido sulfúrico 0.25 M 100 ºC 30 min s/a Akpinar et al, 2009 

Ácido sulfúrico 0.25 M 120 ºC 10 min s/a Akpinar et al, 2009 

Ácido sulfúrico 0.1 M 100 ºC 90 min 150 rpm Yang et al, 2016. 

Ácido cítrico 0.1 M 100 ºC 90 min 150 rpm Yang et al, 2016.  

Ácido sulfúrico 0.02 M 120 ºC 10 min s/a Lin et al, 2017. 

Ácido cítrico 0.02 M 120 ºC 10 min s/a Lin et al, 2017. 

*s/a = sin agitación  
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5.2.4 Determinación de actividad xilanolítica 

Una unidad de actividad enzimática (U) se definió como la cantidad de enzima necesaria para liberar 1 

µmol de azúcar por minuto. En este sentido, la actividad fue determinada por la velocidad de liberación 

de poder reductor, mediante el método del ácido 3,5 dinitrosalicílico (DNS) propuesto por Miller (1959). 

Se construyó una curva estándar de xilosa a concentraciones de 0, 0.5, 1, 1.5 y 2 g/L. Posteriormente se 

determinó la actividad en tubos Eppendorf de 1.5 mL con un volumen de reacción de 600 µL que 

contenían 300 µL de sustrato (0.5% de xilano de abedul en buffer de acetatos 0.1 M pH 5.3) y 300 µL de 

sobrenadante. La mezcla de reacción se incubó a 50 ºC y 800 rpm durante 6 h. Se tomaron 50 µL de la 

muestra a las 0, 3 y 6 h y la reacción se detuvo con 50 µL de DNS, posteriormente los tubos se incubaron 

en agua en ebullición durante 5 min y se trasladaron a hielo durante 5 min. A continuación, se agregaron 

500 µL de agua y finalmente se midió la absorbancia a una l540 nm en un espectrofotómetro Beckman 

DU650, usando como blanco el tiempo 0 de reacción. 

5.2.5 Determinación de la actividad xilosidasa 

La actividad xilosidasa se llevó a cabo en tubos Eppendorf de 1.5 mL con una mezcla de reacción de 180 

µL de sobrenadante, 180 µL de XOS y 40 µL de buffer de acetatos 0.1 M a pH 5.5. Los tubos se incubaron 

a 50 ºC y 800 rpm durante 5 h. Se verificó la hidrólisis de XOS y la acumulación de xilosa por cromatografía 

en capa fina, como se describe en la sección 5.2.6. Los resultados obtenidos en las placas fueron 

verificados por cromatografía de intercambio aniónico, como se describe en la sección 5.2.7. 

5.2.6 Cromatografía en capa fina 

Para verificar la producción de XOS y el consumo de los mismos a lo largo de la fermentación con esta 

fuente de carbono, se realizaron cromatografías en capa fina (TLC). Para ello se utilizaron placas de 

aluminio cubiertas con gel de sílice 60 (Merck, Alemania), en las que se colocaron 20 µg de las muestras 

correspondientes a cada experimento y se corrieron dos veces usando una fase móvil de etanol, butanol 

y agua a una relación de 15:9:6 (v/v/v). Las placas fueron secadas al aire y reveladas con a-naftol y calor. 

Además de las muestras a analizar, se colocaron 2 µL de un estándar que contenía xilosa (x1) (Sigma, 

US), xilobiosa (x2), xilotriosa (x3), xilotetraosa (x4), xilopentosa (x5) y xilohexosa (x6) (Megazyme, 

Irlanda). 
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5.2.7 Cromatografía de intercambio iónico (HPAEC)-PAD 

Con la finalidad de determinar y cuantificar el consumo de XOS a lo largo de la fermentación y verificar 

los resultados obtenidos de la reacción enzimática descrita en la sección 5.2.5. Los sobrenadantes 

inactivados se centrifugaron y analizaron por cromatografía de intercambio iónico acoplada a un 

detector de pulso amperométrico (HPAEC-PAD) en un equipo Dionex con un detector electroquímico 

(ED50 Dionex), utilizando una columna CarboPac PA-200, equilibrada a 30 ºC con 100 mM de NaOH a un 

flujo de 0.5 mL/min. Los XOS fueron eluídos con un gradiente de acetato de sodio que consistió en 5-100 

mM en 20 min, 100-300 mM en 70 min, de los cuales, los últimos 15 min fueron para restablecer las 

condiciones iniciales. Las muestras analizadas fueron diluidas 1:10 para su óptima detección. Se realizó 

una curva patrón a partir de un estándar preparado a 3 µmoles/mL que contenía (x1), (x2), (x3), (x4) y 

(x6). 

5.2.8 Determinación de actividad glicosiltransferasa 

Se evaluó la actividad enzimática de los sobrenadantes correspondientes a las fermentaciones con 

sacarosa como fuente de carbono, mediante el método del ácido 3,5 dinitrosalicílico (DNS) propuesto 

por Miller (1959) y descrito en el apartado 5.2.4. La reacción se llevó a un volumen de 260 µL de los 

cuales 150 µL fueron buffer de acetatos 50 mM a pH 6.0, 60 µL de sobrenadante y 50 µL de sacarosa al 

60 %. La reacción fue detenida a los tiempos 0, 10, 20 y 30 min. El tiempo 0 min se usó como blanco en 

la medición por absorbancia. Para esta determinación se generó una curva patrón con soluciones 

equimolares de glucosa y fructosa a concentraciones de 0, 0.5, 1, 1.5 y 2 g/L. 

5.2.9 Cromatografía líquida de alta resolución (HPLC) 

Para cuantificar los azúcares liberados tras la fermentación con sacarosa, los sobrenadantes inactivos se 

analizaron por cromatografía líquida de alta resolución (HPLC) en un equipo Ultimate 3000 Dionex con 

un detector de índice de refracción, usando como fase estacionaria una columna Prevail Carbohydrate 

ES (250 x 4.6 mm) a 30 ºC y como fase móvil acetonitrilo:agua a una relación 75:25 (v/v) y un flujo de 1 

mL/min. Se realizó una curva patrón, usando un estándar de 10 mg/mL con fructosa, glucosa y sacarosa.  

5.2.10 Cromatografía de permeación en Gel (GPC) 
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Para comprobar si había producción de polímero durante la fermentación con sacarosa, los 

sobrenadantes inactivados previamente, se centrifugaron a 13 000 rpm durante 10 min y se analizaron 

por cromatografía de permeación en gel (GPC) en un equipo Ultimate 3000 Dionex, con un detector por 

índice de refracción, dos columnas de Ultrahydrogel Linear (7.8 x 300 mm) y de Ultrahydrogel 500 (7.8 x 

300 mm), empleando como fase móvil nitrato de sodio 0.1 M a un flujo de 0.8 mL/min y 35 ºC. 

5.3 Análisis genómico 

5.3.1 Extracción de DNA 

Para atender el segundo objetivo de este trabajo y como se describe en los resultados, se seleccionaron 

dos cepas, una que presentó la mayor actividad glicosil hidrolasa (Weissella paramesenteroides (Wp-3a) 

y otra que presentó mayor consumo e hidrólisis de XOS (Weissella confusa (WcL17)). 

La extracción del DNA cromosomal de las cepas seleccionadas se realizó utilizando un kit de extracción 

comercial UltraClean Microbial DNA Isolation (MO BIO, QUIAGEN) siguiendo las especificaciones del 

fabricante. La calidad y cantidad de DNA extraído se verificó en un espectrofotómetro Nanodrop a 260 

nm. 

5.3.2 Secuenciación de los genomas 

Se realizó la secuenciación de los genomas de las cepas seleccionadas en la Unidad de Secuenciación 

Masiva del Instituto de Biotecnología de la UNAM, en una plataforma Illumina NextSeq500, se 

secuenciaron ~ 5 millones de lecturas de 2 x 75 pb y un inserto de 550 pb.  

5.3.3 Ensamble y Anotación de genomas 

Los datos generados por la secuenciación se utilizaron para ensamblar y anotar los genomas 

secuenciados. El tratamiento de los datos se realizó en el servidor del Centro de Ciencias Genómicas 

(CCG) chichen.ccg.unam.mx. 

5.3.3.1 Limpieza de lecturas y reporte de calidad 

El primer paso fue verificar que todos los datos presentaran una calidad adecuada para posteriores 

tratamientos. En este sentido, se realizó una limpieza ejecutando TrimGalore, una herramienta 
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bioinformática rápida y eficaz, que permite recortar (trimear) secuencias de baja calidad en los extremos, 

así como la eliminación de adaptadores. Este programa permite diversas indicaciones: se especificó que 

realizara un reporte de calidad, que reconociera secuencias pareadas y que eliminara adaptadores 

universales de Illumina. Una vez realizada la limpieza, se comparó la calidad reportada tras la limpieza y 

la reportada en la secuenciación para corroborar que la calidad hubiera aumentado (Krueger, 2015). 

5.3.3.2 Ensamble de genomas 

El ensamble de genomas es un proceso computacional que tiene como objetivo unir lecturas cortas 

procedentes de la secuenciación, para formar secuencias contiguas más largas (contigs) y finalmente 

reconstruir una secuencia completa.  

Se realizó un ensamble de novo que si bien es más complejo y más tardado que el ensamble por genoma 

de referencia no delimita el proceso de ensamblaje a una referencia, que pudiera ocasionar pérdida de 

información. Los ensambladores que se utilizaron están basados en la teoría de De Brujin Graph, la cual 

consiste en la extracción de lecturas, a partir de las originales, llamadas k-mer. Con este algoritmo se 

genera un grafo en el que los nodos son los k-mers que son conectados por adyacencia y solape, es decir, 

por la coincidencia exacta entre ellos. Las lecturas resultantes de la conexión entre k-mers, son 

denominados contigs. Un concepto importante en el ensamble de genomas es el del valor de N50, el 

cual se refiere a la longitud del contig más pequeño dentro del grupo de contigs largos, cuyas longitudes 

combinadas representa el 50% del ensamble. 

Se realizaron ensambles con tres ensambladores diferentes y especificaciones variables, para determinar 

el más eficiente en función de dar como resultado el menor número de contigs y el mayor valor de N50. 

El primer ensamble se ejecutó con VelvetOptimiser, el cual utiliza dos programas independientes pero 

complementarios. Velveth, que construye la estructura de los datos requeridos para el ensamble y 

Velvetg que construye el grafo de De Brujin a partir de los parámetros indicados en línea de comandos, 

en donde se especificó el tamaño de los k-mers a utilizar para dicha construcción. Este programa 

determina el mejor tamaño de k-mer y la cobertura adecuada (Zerbino, 2010). 

El siguiente ensamblador fue IDBA-UD que requiere la previa ejecución de un script escrito en python 

llamado interleave_fastq.py, que permite la integración de las lecturas paired-end y arroja un solo 

archivo fastq. Este ensamblador, solo reconoce los formatos fasta, por lo que se convirtió el archivo fastq 
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generado por Interleave a fasta. Hecho esto se ejecutó la línea de comandos correspondiente para 

realzar el ensamble, especificando el tamaño mínimo y máximo de k-mer y el rango de elección de ellos 

(Peng et al. 2010).  

El tercer y último ensamblador fue SPAdes, en el que como en los otros ensambladores, se especificó el 

tamaño de k-mers a evaluar (Bankevich et al., 2012). 

Una vez realizados los ensambles, se compararon con el programa QUAST que permite la entrada de 

múltiples ensambles y evalúa cada uno, para ser comparado (Gurevich et al., 2013). Se tomaron los dos 

mejores ensambles para realizar un refinamiento ejecutando el programa Metassembler, el cual fusiona 

varios ensambles generando un menor número de contigs y mayor calidad de estos (Wences y Schatz 

2015). 

5.3.4 Predicción y anotación de genes 

La anotación de genes se hizo ejecutando Prokka que es una herramienta bioinformática rápida para la 

anotación de genomas procariotas y genera archivos listos para subirse a bases de datos (Seemann, 

2014).  

5.3.5 Verificación de las cepas 

Para verificar la naturaleza de las cepas secuenciadas, ensambladas y anotadas, se extrajo la secuencia 

correspondiente al marcador 16S para verificar con un BLAST el género y especie correspondiente.  

5.3.5.1 Inferencia filogenética  

Con el fin de evaluar la naturaleza de las cepas secuenciadas y ubicarlas en un punto evolutivo dentro 

del género estudiado, se construyeron dos filogenias de máxima verosimilitud, basadas en alineamientos 

múltiples de secuencias realizados con los software Muscle (Edgar, 2004), para predecir el modelo 

filogenético se utilizó PROTTEST (Darriba et al., 2011) y RAXML (Stamatakis, 2006) para armar la filogenia. 

En esta última, la fiabilidad estadística se determinó con un análisis de Bootstrap usando 100 iteraciones.  

El primer árbol se construyó con todas las proteínas ribosomales de todas las especies de Weissella 

depositadas en la página de genomas de referencia de NCBI tomando sólo el genoma representativo de 

cada especie (Tabla 3) y de los genomas obtenidos en este trabajo. Con los mismos datos se extrajeron 

las secuencias de los genes housekeeping D-Ala-D-Ala ligasa (dll), fosfoglucomutasa (pgm), glucosa 6-
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fosfato dehidrogenasa (g6pd), RNA polimerasa subunidad beta (rpoB), RNA polimerasa subunidad alfa 

(rpoA) y fenilalanina tRNA sintetasa (pheS) para armar la segunda filogenia. 

El estudio filogenético fue reforzado con un cálculo del promedio de identidad de nucleótidos (por sus 

siglas en inglés ANI) mediante pyani.py. Este es una aproximación bioinformática a los experimentos de 

hibridación DNA-DNA en donde se parte del supuesto de que, al comparar dos o más genomas, un valor 

ANI mayor a 96% es un indicativo de que se trata de la misma especie (Richter y Rosello, 2009). 

5.3.6 Búsqueda de genes codificantes para enzimas degradadoras de carbohidratos (CAZy) 

Los genomas secuenciados en este trabajo y los genomas de referencia utilizados en los análisis 

filogenéticos (Tabla 5) se re-anotaron como se describe en la sección 5.3.4. Las secuencias de 

aminoácidos de cada uno de los genomas se mapearon contra la base de datos de dominios conservados 

de enzimas que actúan sobre carbohidratos (CAZy), mediante el programa HMMERscan y el pipeline 

propuesto por la dbCAN (Yin et al., 2012).  
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Tabla 5. Características generales de los genomas representativos del género Weissella y los genomas secuenciados en este trabajo 

Nombre No. de acceso Refseq  
Características 

Aislamiento Lugar de 
aislamiento 

Fecha de 
publicación Autores Tamaño 

(Mb) 
# 

contigs N50 Cobertura 

W. bombi GCF_900094835.1 1.82 30 114,246 759 X N/D N/D 40816 Joint Genome Institute 

W. cibaria GCF_001308145.2 2.57 1 - 102 Alimentos 
fermentados 

India 81015 Institute of Himalayan 
Bioresource Technology 

W. confusa LBAE GCF_000239955.1 2.28 71 63,653 N/D Masa madre de 
trigo 

Francia 221211 Laguerre, S. 

W. confusa DSM GCF_001436895.1 2.21 82 96,695 100x Embutidos 
fermentados 

China 52214 University Inner Mongolia 

W. confusa MBF8 GCF_001884305.1 2.18 44 84,171 28x Productos se soya Indonesia 201016 University of Otago 

W. confusa AB3E41 GCF_900166935.1 2.25 54 146,189 250x Mosto dulce de 
cerveza africana 

Costa de 
marfil 

230217 Micalis Institute 

W. halotolerans DSM  GCF_000420365.1 1.35 8 325,056 N/D Salchicha Alemania 90713 Joint Genome Institute 
W. hellenica GCF_900095015.1 1.81 33 99,337 795 X N/D N/D 40816 Joint Genome Institute 

W. jogaejeotggali GCF_001932615.1 2.14 1 - 497.3 X Fermentado de 
mariscos coreano 

Corea del sur 191015 University Kyung Here 

W. Kandleri DSM GCF_001438705.1 1.33 36 96,380 100 X Embutidos 
fermentados 

China 52214 University Inner Mongolia 

W. koreensis KACC GCF_000219805.1 1.44 1 - N/D Kimchi Corea 280611 University Chung-Ang 

W. minor DSM GCF_001437425.1 1.76 50 123,342 100x Embutidos 
fermentados 

China 52214 University Inner Mongolia 

W. oryzae GCF_000691805.2  
2.12 72 148,611 2000x Granos de arroz 

fermentados 
Japón 10514 National Institute of 

Livestock and Gassland 
Science 

W. paramesenteroides  GCF_000160575.1 1.98 36 106,888 11x Humano N/D 1110 Baylor College of Medicine 

W. soli KACC PRJNA343417 1.68 1 - 439 Kimchi Corea  91916 National Institute of 
Agricultural  

W. viridescens DSM GCF_001437355.1  1.53 34 86,165 100x N/D N/D 52214 University Inner Mongolia 
          

W. confusa WcL17  2.31 30 155975 402.8x Pozol Chiapas Este trabajo UNAM 

W. confusa Wcp-3a  2.22 45 119794 498x Pozol Tabasco  Este trabajo UNAM 
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5.4 Selección de genes 

A partir de la anotación genómica de las cepas secuenciadas, se hizo una búsqueda de genes codificantes para 

las enzimas de interés, es decir glicosiltransferasas para la cepa Wcp-3a y xilosidasas para la cepa WcL17. 

5.4.1 Electroforesis en gel desnaturalizante (SDS-PAGE) 

Para poder seleccionar un gen correspondiente a cada actividad enzimática de interés, para posteriormente 

aislarlo, caracterizar la actividad bioquímica de la enzima para la que codifica y referirla a la estructura de la 

masa de maíz nixtamalizado, se realizaron zimogramas de actividad mediante electroforesis desnaturalizante 

en geles de poliacrilamida (SDS-PAGE). En estos, se permite ver bandas de actividad enzimática 

correspondientes a la actividad de una enzima expresada por un gen particular, ubicada en el gel de acuerdo 

con su peso molecular.  

Los geles fueron preparados al 10% y las muestras fueron corridas en una cámara de electroforesis Hoefer 

Mighty Small II a 10 mA durante 4 h aproximadamente. En cada gel, se cargaron muestras por duplicado, 

separadas por un carril que contenía 4 µL de marcador de peso molecular PageRuler #26616 de Thermo 

Scientific, un carril de muestra se utilizó para corroborar la actividad y el otro para teñir las proteínas presentes. 

Para la detección de actividad glicosiltransferasa se cargaron 430 µg de proteína provenientes de un 

sobrenadante de fermentación con sacarosa de la cepa Wcp-3a. Para verificar la expresión del gen codificante 

para esta actividad, se cargaron 150 µg de fracción soluble de una lisis celular (ver apartado 5.4.2) de E.coli BL21 

tras su inducción (ver sección 5.5.5)  

Para la detección de actividad ß-xilosidasa de la cepa WcL17, se cargaron 250 µg de proteína provenientes tanto 

de sobrenadantes como de fracciones solubles e insolubles de células lisadas tras una fermentación con XOS 

(ver apartado 5.4.2).  

Una vez terminada la corrida electroforética, el gel se dividió en dos fragmentos, el que contenía el carril 

correspondiente al marcador de peso molecular y un carril con la muestra. El primero se tiñó con una solución 

GelCode Blue Stain de Thermo Scientific por 2 h, y posteriormente se lavó con agua durante toda la noche. El 

fragmento que contenía las muestras se lavó 3 veces por 20 min con una solución de Tween 80 al 1% (v/v) en 

buffer de acetatos 50mM y pH 6.0 para la actividad glicosiltransferasa, mientras que para la actividad ß-

xilosidasa la solución se lavó con buffer fosfatos 50mM a pH 7.0. Posterior a los lavados con Tween, los geles se 

se lavaron 2 veces con el buffer correspondiente, posteriormente se incubaron con el sustrato requerido para 

cada actividad.  
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Para la detección de glicosiltransferasa los geles se incubaron en sacarosa al 10% en buffer acetatos 50 mM pH 

6.0 durante 4 h a 30 ºC, después del periodo de incubación los geles se lavaron con una solución de etanol al 

70% durante 20 min. Posteriormente, los geles se incubaron en una solución de ácido peryódico al 0.7% más 5% 

de ácido acético al 5% durante una hora, realizando el último lavado con una solución de ácido acético al 5% 

con metabisulfito de sodio al 0.2% hasta obtener un fondo claro. Finalmente, el gel se incubó con reactivo de 

Schiff durante 20 min. Este, al entrar en contacto con el polímero formado, por acción de la enzima, se torna de 

color morado y de esta manera se puede visualizar la banda donde esta presente la actividad glicosiltransferasa. 

Para la detección de ß-xilosidasa los geles se incubaron en buffer fosfatos 50 mM pH 7.0 a 37 ºC durante 20 min. 

Posteriormente, el buffer fue retirado y se añadieron 1.5 mL de una solución de p-nitrophenol xilopiranosido 5 

mM en buffer fosfatos pH 7.0 y se dejó reaccionar a 37 ºC durante 30 min. El p-nitrophenol libre es amarillo, 

pero unido a una molécula de xilosa es incoloro, sin embargo, al entrar en contacto con una enzima capaz de 

hidrolizar este tipo de enlaces, se torna de color amarillo. Es así que puede visualizar la actividad del éster por 

acción de una enzima de este tipo. 

5.4.2 Lisis celular 

Para poder verificar la actividad ß-xilosidasa mediante zimogramas de actividad, se recuperaron por 

centrifugación las células de un cultivo de 12 h de WcL17 con 50 mL de MRS-XOS y se lavaron con buffer fosfatos 

50 mM pH 7.0. Éstas fueron re-suspendidas en 5 mL del mismo buffer, e incubadas posteriormente a 4 ºC con 

lisozima a una concentración de 1 mg/mL durante 30 min. Tras la incubación se congelaron y descongelaron 3 

veces y se sonicaron en frio por cuatro ciclos (10 s encendido / 30 s apagado) a 70% de amplitud, mediante un 

sonicador 130-Watt Ultrasonic Processor Modelo CV18. Finalmente se centrifugaron a 13 000 rpm durante 20 

minutos a 4 oC, el sobrenadante fue separado de los restos celulares y se analizó por separado. 

Otro método de lisis probado fue mediante la adición de urea. En este caso las células recuperadas se re 

suspendieron en 5 mL de una solución del mismo buffer con urea 8M y se incubaron a 25 oC durante una hr. 

Posteriormente se centrifugaron a 13 000 rpm durante 10 min a 4 oC, la fracción soluble se dializó contra el 

buffer fosfatos 50 mM pH 6.0 a 4 oC durante 24 h y la fracción celular se re-suspendió en el mismo buffer para 

llevar a cabo las pruebas de actividad. 

5.4.3 Búsqueda de genes similares a las glicosiltransferasas de Wcp-3a 

Los zimogramas realizados para detectar la actividad glicosiltransferasa mostraron que los dos genes 

codificantes en la cepa Wcp-3a eran activos, por lo que no hubo elementos suficientes para seleccionar un solo 
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gen para ser caracterizado. En este sentido, se realizó un BLAST en la plataforma en línea UniProt 

(http://www.uniprot.org/blast/) para verificar con que proteínas ya caracterizadas tenían mayor porcentaje de 

identidad los genes de Wcp-3a, codificantes para esta actividad.  

5.5 Expresión heteróloga de los genes seleccionados 

Se seleccionó el gen denominado Dsr_Wcp_02205 codificante para la actividad glicosiltransferasa, el cual esta 

codificado en el genoma de la cepa Wcp-3a, mientras que para la actividad ß-xilosidasa, se seleccionó el gen 

denominado Bxl_W17_01258 codificado en el genoma de la cepa WcL17.  

5.5.1 Amplificación de genes seleccionados 

El DNA de ambas cepas fue extraído como se describe en la sección 5.3.1. Para la amplificación de los genes se 

diseñaron oligos con un sitio de restricción BamHI en los oligos sentido y un sitio XhoI en los oligos antisentido 

(mostrado en negritas). Para el gen Dsr_Wcp_02205 se utilizó el par: sentido ATT GGA TCC ATG GAA AAG ATT 

AAA GAA CAT TAT AAG y antisentido TAT CTC GAG CTA ATC TTT TTT ATG CTT TTT ACT CG y para el gen 

Bxl_W17_01258 se utilizó el par: sentido CGT ATC GGA TCC ATG ACC CAG CAA CTC ACA CAC G y antisentido CGT 

ATC CTC GAG TTA ATG CAT CGT CTG ACT ACC GG. Las amplificaciones se desarrollaron con la enzima Phusion 

High-Fidelity DNA Polymerase (Thermo Scientific). Las condiciones de reacción fueron: Desnaturalización inicial 

de 2 minutos a 94 ºC; hibridación de 30 ciclos 30 s a 94 ºC, 40 s a (62 ºC para Dsr y 70 ºC para Bxl)  y 5 min a 68 

ºC; extensión final de 10 min a 68 ºC. Los productos de la amplificación se purificaron con el sistema High Pure 

PCR product purification kit (Roche)  

5.5.2 Clonación de genes codificantes 

El gen Dsr_Wcp_02205 se clonó en el vector pJET 1.2-blunt (Thermo Scientific). Los plásmidos pJET-

Dsr_Wcp_02205 y pET-22b (+) (Novagen) se digirieron con las enzimas BamHI y XhoI (Thermo Scientific) durante 

toda la noche a 37 oC, de igual forma se digirieron los productos de amplificación.  

Para clonar los productos de amplificación en el vector de expresión pET-22b(+), este se trató después de la 

digestión con una fosfatasa (Thermo Scientic) durante 1 hr a 37 ºC. Posterior a la defosforilación del vector 

linearizado, los genes fueron clonados usando el kit Rapid DNA Ligation (Thermo Scientific), la relación 

inserto:vector fue de 3:1 y se incubó a 4 ºC durante toda la noche. 

5.5.3 Transformación de células 
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Se transformaron células electro competentes de E. coli DH-5a con 10 µL de cada construcción, estas se 

recuperaron en 700 µL de medio SOC previamente calentado y se incubaron a 37 ºC durante 1 h. Posteriormente 

fueron seleccionadas en cajas Petri con agar Luria-Bertani (LB) adicionadas con 200 µg/mL de ampicilina.  

5.5.4 Selección de clonas 

Se seleccionaron colonias aleatoriamente y se incubaron en 3 mL de medio LB con ampicilina durante 14 h a 37 

ºC y 200 rpm. Se extrajo el DNA plasmídico (Miniprep) de cada colonia mediante el método propuesto por 

Sambrook et al., 1989. Posteriormente se verificaron mediante digestiones como se describe en la sección 5.5.2 

y por PCR como se describe en la sección 5.5.1. Las colonias positivas se volvieron a incubar bajo las mismas 

condiciones y se realizó un Miniprep con el kit GeneJET Plasmid Miniprep Kit Purification (Thermo Scientific). El 

gen en el DNA extraído se secuenció en la Unidad de Síntesis y Secuenciación del Instituto de Biotecnología de 

la UNAM. Los ensayos de secuenciación se realizaron en ambos sentidos. 

5.5.5 Expresión de genes y obtención de extracto enzimático 

Para producir las enzimas recombinantes se transformaron células de la cepa E. coli BL21 con el plásmido 

correspondiente a cada clona positiva, la transformación se realizó como se describe en el apartado 5.5.3. Se 

seleccionó una colonia de cada clona y se incubaron por separado en 5 mL de medio LB con ampicilina durante 

16 h a 370 oC y 200 rpm. Posteriormente se inocularon en 50 mL de medio YT2X y se incubaron a 37 oC y 200 

rpm hasta alcanzar una DO600=0.6. Una vez alcanzada la DO esperada se realizaron inducciones con 0.2 mM y 1 

mM de IPTG, con el objetivo de verificar si había un efecto en la concentración de inductor sobre la expresión 

enzimática. Después de la inducción los cultivos fueron incubados a 18 oC y 200 rpm durante 8 h y 18 h 

respectivas a la concentración de IPTG. Pasado el tiempo de incubación, las células fueron colectadas mediante 

centrifugación a 12 000 rpm durante 15 min y se lavaron con buffer acetatos 50 mM pH 6.0. Las células de cada 

cultivo fueron re-suspendidas en buffer acetatos 50 mM pH 6.0 y se lisaron con lisozima, choque térmico y 

sonicación, como se describe en la sección 5.4.2. 

Para verificar que las construcciones realizadas fueran funcionales, se cuantificó la actividad enzimática como 

se describe en la sección 5.2.8 y mediante zimogramas de actividad como se describe en la sección 5.4.1. 
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6. Resultados y discusiones 

6.1 Fermentaciones  

En esta sección se describe el análisis del comportamiento de las 5 cepas de Weissella aisladas del pozol y 

seleccionadas para este estudio. La caracterización se hace en términos de la velocidad de crecimiento y el 

consumo de los dos sustratos analizados de acuerdo con la estrategia planteada en la introducción: los xilanos 

y la sacarosa.  

6.1.1 Fermentaciones control 

Con el fin de monitorear el crecimiento en el medio de cultivo óptimo para este tipo de microorganismos, se 

realizaron pruebas de crecimiento en caldo MRS-Modificado añadiendo 1% de glucosa. Estos experimentos 

sirvieron como control positivo de crecimiento. La Figura 2, muestra gráficamente los resultados obtenidos.  

 

Figura 2. Crecimiento de 5 cepas de Weissella en MRS-glucosa. Cada cepa se describe con un símbolo 
específico. Color azul, la evolución de la DO en medio MRS comercial; color guinda, la evolución de la DO en 
MRS-Glucosa y color verde, la caída de pH a lo largo de ambas fermentaciones. Las líneas verticales, indican 
los valores de la desviación estándar en cada punto, de dos replicas. Cada símbolo corresponde a una cepa.  
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Todas las cepas evaluadas crecieron eficientemente en ambos medios y, como puede apreciarse, no hubo 

crecimiento diferencial entre el conjunto de microorganismos.  Esperadas diferencias se observaron al 

considerar el contenido de glucosa en el medio, ya que se dio un mayor crecimiento en MRS comercial, el cual 

contiene ~2% de glucosa, que en MRS con 1% de glucosa. Se observó además un decremento en los valores de 

pH de 6.5 a 4.5. Esta variación es característica de las BAL, debido a la producción natural de ácidos orgánicos 

(Rondón et al, 2011). 

6.1.2 Fermentaciones con xilano 

Una vez que se comprobó la viabilidad de las cepas, se estudió su crecimiento en xilano de abedul. El uso de 

este polisacárido por el género Weissella sugeriría la importancia de la hemicelulosa en la fermentación de la 

masa nixtamalizada.  

 

Figura 3. Crecimiento de Weissella spp. en medio MRS-Xilano. Color azul, la evolución de la DO. Color verde, la 
actividad xilanolítica a lo largo de la fermentación. Las líneas verticales, indican los valores de la desviación 

estándar. Cada símbolo corresponde a una cepa. 

De la Figura 3 se infiere que hay un escaso crecimiento de las cepas estudiadas en xilano de abedul. La evaluación 

de pH no reveló ningún cambio a lo largo del muestreo, manteniéndose en 6.5 para todos los casos. Derivado 

del mismo resultado, la actividad xilanolítica fue escasa en todos los puntos. Sin embargo, en los sobrenadantes 
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de WcL17 se observó un valor de actividad enzimática de 0.061 U/mL que, si bien es extremadamente bajo, fue 

significativamente mayor al que mostraron el resto de las cepas, en las que se alcanzaron valores a penas de 

0.005 U/mL.  

La pobre o nula utilización de este sustrato puede deberse a diversos factores. Primeramente, al tipo de xilano 

utilizado, ya que, en las paredes celulares que envuelven los gránulos de almidón de maíz se encuentran 

arabinoxilanos, que son polímeros de xilosa decorados con arabinosas y/o ácido glucorónico, mientras que el 

xilano de abedul, es un polisacárido más complejo y con muchas y diversas ramificaciones (Singh et al., 2014). 

Otro de los factores es que las cepas estudiadas pueden no poseer de actividad endoxilanasa codificada en su 

genoma y requieran de un primer procesamiento del polisacárido. Por esta razón, se procedió a analizar el 

mismo comportamiento en XOS. 

6.1.3 Fermentaciones con xilooligosacáridos (XOS) 

Considerando la suposición anterior, con la idea de explorar la contribución de Weissella en la fermentación del 

pozol, partiendo de la base de que no posee actividad amilolítica, pero que si son capaces de metabolizar xilosa, 

nos propusimos verificar su capacidad para consumir xilooligosacáridos (XOS).  

6.1.3.1 Producción de (XOS) 

Se realizaron fermentaciones con este sustrato como única fuente de carbono. Estos compuestos son 

sumamente costosos, y se comercializan a nivel de mg (Megazyme, Irlanda). Por tal motivo, exploramos diversos 

estudios en los que se describe la obtención de XOS mediante la hidrólisis de xilano, ya sea por métodos 

enzimáticos o ácidos. En un trabajo previo en el laboratorio de la Dra. Wacher (López- Hernández et al., 2018), 

se realizaron ambos tipos de hidrólisis, demostrando que W. confusa L9 tenía preferencia por XOS obtenidos 

por hidrólisis ácida, más que por los obtenidos mediante hidrólisis enzimática.  

Tomando en cuenta este antecedente, se decidió producir XOS por vía de una hidrólisis ácida. Con la finalidad 

de obtener una buena producción de estos, se probaron tres condiciones de hidrólisis ácida, cada una con dos 

variaciones. Los resultados de estos tratamientos fueron verificados por cromatografía en capa fina (TLC), donde 

la eficiencia del proceso se evalúa en términos del número y la intensidad de las manchas (XOS). En la Figura 4 

se muestran los resultados obtenidos. 
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Figura 4.  A) Producción de xilooligosacáridos mediante hidrólisis ácida en diferentes condiciones. Carril 1. 
estándar de XOS. Carril 2. xilosa. Carril 3. xilano. Carril 4. Método 1.1 Carril 5. Método 1.2. Carril 6. Método 2.1. 

Carril 7. Método 2.2. Carril 8. Método 3.1. Carril 9. Método 3.2. B) Producción de xilooligosacáridos con el 
método 1.1 a diferentes tiempos de incubación. Carril 1. estándar de XOS. Carril 2. xilosa. Carril 3. xilano. Carril 

4. 60 min, Carril 5. 30 min. Carril 6. 45 min. Carril 7. 90 min. Carril 8.120 min.  

La TLC mostrada en la Figura 4-A, muestra la distribución de XOS obtenidos por hidrólisis de xilano en 

condiciones diferentes. Se eligió el proceso de acuerdo con aquellas condiciones de menor obtención de xilosa 

y mayor producción de XOS a partir de 2 moléculas de xilosa (xilobiósido). El carril 4 muestra el método elegido, 

el cual consiste en el tratamiento con ácido sulfúrico a 0.25 M incubado a 30 oC, de una muestra con 2 % de 

xilano durante 30 min.   

Una vez elegida la condición óptima de producción, se evaluó el efecto del tiempo de incubación en la 

generación de XOS, para ello, se incubaron las muestras a 100 oC, durante 30, 45, 60, 90 y 120 min. En el carril 

indicado con el tiempo 3 (45 min) de la Figura 4-B, se observa el tiempo de incubación seleccionado por mostrar 

cualitativamente mayor producción de XOS con una mínima acumulación de xilosa y mayor remoción de xilano.  

Estos resultados permitieron tener una idea de la disponibilidad de XOS en el medio de cultivo. A pesar de no 

ser un método cuantitativo, se puede inferir globalmente la concentración por la intensidad de las bandas. Es 

evidente que a partir de los 60 min de incubación aumenta la acumulación de xilosa, y antes de los 45 min aún 

existe xilano sin hidrolizar. 



 42 

6.1.3.2 Evaluación de crecimiento en XOS 

Teniendo claro el método a seguir para la producción de XOS, se realizaron las fermentaciones correspondientes 

a la utilización de este sustrato como única fuente de carbono. 

Las fermentaciones con XOS permitieron diferenciar el grupo de cepas evaluadas. Con la cepa WcL17 se obtuvo 

el mayor crecimiento con una DO de 0.92 + 0.004 a las 24 h de crecimiento, seguido de WCL9 con una DO de 

0.85 + 0.005. Mientras que la menor fue de 0.48 + 0.001 unidades de absorbancia. En comparación con los datos 

obtenidos en las fermentaciones sobre xilano, todas las cepas crecieron bien. Sin embargo, el crecimiento sigue 

siendo bajo relativo a los crecimientos control con glucosa. La siguiente pregunta consistió en dilucidar si el 

crecimiento mostrado era consecuencia de la utilización de la xilosa disponible tras la hidrólisis de xilano o si 

estos microorganismos tienen la posibilidad de degradar XOS. En consecuencia, se analizó la evolución de los 

XOS a lo largo de la fermentación por TLC. El consumo de XOS mostrados en la TLC confirma que el crecimiento 

no se dio solo por la utilización de xilosa, si no también por la degradación de XOS, cuya concentración disminuye 

durante el proceso. 

 

 Figura 5. Crecimiento de las cepas de Weissella spp. en XOS como fuente de carbono. Color verde, la DO 
alcanzada. Color morado, la caída de pH a lo largo de la fermentación. Las líneas verticales, indican los valores 

de la desviación estándar de tres replicas. Cada símbolo corresponde a una cepa.  
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Figura 6. Cromatografias en capa fina (TLC) del consumo de XOS por cepas Weissella a lo largo del cultivo 
descrito en la Figura 5. 

En la Figura 6 puede observarse que todas las cepas tienen mayor preferencia por XOS de cadena corta, 

consumiendo casi en su totalidad la xilosa (X1), X2, y X3. La concentración de otros XOS de mayor peso molecular 

permanece casi constante, con excepción de X4 en el que se percibe una escasa disminución de la intensidad 

de la banda a través del tiempo. Es evidente que, desde las 3 h de incubación los XOS de cadena corta ya han 

sido metabolizados casi en su totalidad. En particular, la cepa WcL17 no presenta un consumo tan acelerado, 

requiriendo de 6h para degradarlos casi en su totalidad. Sin embargo, esta es la cepa que presentó mayor DO, 

aunque a tiempos más largos. Los resultados obtenidos demuestran que el grupo de las cinco bacterias 
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evaluadas, tiene similar preferencia para metabolizar xilosa, xilobiosa y xilotriosa, aunque no fue posible 

cuantificar la cantidad consumida de cada xilosido.  

6.1.3.2 Evaluación de la actividad xilosidasa 

Para tener una mayor comprensión de la forma en la que los XOS son consumidos por este grupo de organismos, 

se realizó un ensayo de actividad enzimática como se detalla en la metodología. Los resultados de este 

experimento, también fueron verificados por TLC y se muestran en la Figura 7. 

 

Figura 7. Cromatografía en capa fina (TLC) del perfil de oligosacáridos modificado por la actividad xilosidasa en 
reacciones con los medios de cultivo de cada una de las cepas estudiadas. Las letras B y R indican el tiempo 0 y 
5 h de reacción respectivamente. 
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En la Figura 7 se observan las evaluaciones de actividad enzimática en el sobrenadante. Una vez más, se puede 

apreciar que la cepa WcL17 se diferencia de las demás. Esta conclusión se obtiene de observar cualitativamente 

la disminución de la intensidad en las bandas correspondientes a X2 y X3 en comparación con el blanco (B) que 

corresponde a los tiempos iniciales de la reacción, aunado a la acumulación de xilosa al final de la reacción (R).  

6.1.3.3 Perfiles de consumo y actividad xilosidasa de WcL17 

Los resultados presentados, es decir, el perfil de consumo de XOS a lo largo de la fermentación y el perfil de 

degradación de estos por la actividad enzimática presente en el sobrenadante de cultivo, justifican la elección 

de la cepa WcL17 para futuros experimentos. Con el fin de contar con más detalle sobre el comportamiento de 

la cepa, se analizaron con mayor detalle las muestras obtenidas de la fermentación y de la reacción enzimática, 

empleando para ello cromatografía de intercambio aniónico HPAEC-PAD. Los resultados de las Figuras 6 y 7, 

específicos para la cepa WCL17 se analizan entonces en las Figuras 8 y 9. 

 

Figura 8. Perfil de consumo de XOS durante el cultivo de la cepa WcL17, analizado mediante HPAEC-PAD. Las 
líneas: Amarilla) estándar; Azul) 0 h de cultivo; Naranja) 3 h de cultivo; Verde) 6 h de cultivo; Morado) 12 h de 

cultivo y Gris) 24 h de cultivo. 
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En la Figura 8 se corrobora la utilización preferencial por X1, X2 y X3. Con esta técnica es más evidente la 

utilización de X4, hecho que no podía observarse claramente por TLC. Se muestra además un pico pegado a la 

xilotetraosa, que puede tratarse de la banda observada en la TLC, la cual enmascaraba el resultado de X4, dando 

la impresión de que había muy poca degradación. Esto podría indicar que la hidrólisis de xilano, da lugar a XOS 

de diferente conformación. Para esto sería necesaria la presencia de una enzima con alta especificidad de 

sustrato, como las xilosidasas reportadas que catalizan la endohidrólisis de enlaces 1,3-beta-D-xilosídicos (EC 

3.2.1.32), de enlaces 1,4-beta-D-xilosídicos (EC 3.2.1.8) o incluso las que hidrolizan los enlaces alfa xilosídicos 

(Falck, et al., 2016). La xilotetraosa utilizada como estándar tiene uniones entre xilosas de tipo 1,4-ß-D-

xilosídicos, por tanto, WcL17 puede tener en el genoma un gen que dé lugar a una ß-xilosidasa EC 3.2.1.8. Como 

sea, los perfiles mostrados ponen de manifiesto la capacidad de WCL17 para metabolizar XOS de cadena corta, 

obteniéndose una reducción a las 24 h de incubación para X2 de un 91.9%, X3 de un 99.8% y X4 de un 88.8%, 

además de la xilosa que se redujo un 70% a las 12 h. Como consecuencia de la hidrólisis de los XOS (X2, X3 y X4), 

la concentración de xilosa aumenta a las 24 h. 

Como se mencionó anteriormente, el perfil de los productos derivados de la actividad xilosidasa sobre los XOS 

también fue evaluado. En la Figura 9 se muestra por HPAEC-PAD la degradación de XOS derivada de la reacción 

enzimática con el sobrenadante de cultivo tomado a las 3, 6 y 12 h. El cambio en la concentración de XOS se   

expresa en porcentaje y se reporta la acumulación de xilosa tras 5 h de reacción con los tres sobrenadantes. Se 

observa, además, una reducción de X2, X3 y X4.  

El mayor porcentaje de hidrólisis de XOS medido por la acumulación de xilosa se dio en las reacciones con la(s) 

enzima(s) producidas a 6 h de cultivo, aumentando un 50% con respecto al inicio de la reacción. Por otro lado, 

las disminuciones más fuertes de X2, X3 y X4 se observaron en las reacciones con los sobrenadantes de 12 h de 

incubación. Con todo esto, también puede inferirse que la actividad enzimática es más fuerte a medida que el 

microorganismo crece. Y que el bajo crecimiento y actividad se deben a un problema de concentración de XOS 

en el medio de cultivo, pues recordemos que el tratamiento de hidrólisis de xilano no fue caracterizado en 

términos de pureza y concentración. 
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Figura 9. Perfil de actividad xilosidasa de WcL17, evaluada en sobrenadantes de diferentes tiempos de cultivo 
en XOS. Los tiempos de fermentación se indican con una F en: A) 3 h, B) 6 h y C) 12 h. Los colores verde, azul y 

morado obscuros corresponden al tiempo 0 h de reacción (Rxn). Los colores verde, azul y morado claros 
corresponden al tiempo 5 h de reacción (Rxn). 

Con todos los experimentos mostrados se pone de manifiesto que Weissella confusa WcL17, es capaz de 

metabolizar XOS de cadena corta, pero no xilano, o al menos con muy baja especificidad. Al pensar en la 

fermentación del pozol y la frecuencia en que este género se ha encontrado a lo largo de las investigaciones 

sobre la microbiología de esta bebida, se puede inferir que otros microorganismos presentes podrían ser los 

responsables de hidrolizar el xilano de la hemicelulosa del maíz liberando XOS que son metabolizados por otros 

organismos, incluyendo a Weissella confusa L9 y L17, estudiadas hasta el momento. Otra opción es que el 

tratamiento de nixtamalización genere dichos productos a partir de la hemicelulosa. Dada la complejidad 

microbiana en el pozol, no es difícil pensar en este hecho. Hay estudios, en otros alimentos fermentados, que 

comprueban un comportamiento similar por el género Weissella spp. Como las aisladas de verduras y alimentos 

fermentados indúes (batido Idli y el fermentado de repollo) en donde se demostró que 4 de 6 cepas estudiadas, 

eran capaces de utilizar XOS como fuente de carbono, preferencialmente X2 y X3, mientras que no podían 

hidrolizar el xilano. No sólo los estudios microbiológicos y bioquímicos confirman este comportamiento. En el 

trabajo referido, se realizó una búsqueda de genes xilanolíticos en las especies de Weissella, que hasta ese 

momento estaban secuenciadas y disponibles en las bases de datos NCBI-genome (Benson et al., 2005) y CAZY 



 48 

(Cantarel et al., 2009). En la exploración realizada, encontraron genes con potencial para codificar exo xilanasa 

(EC 3.2.1.156), que actúa sobre el xilano oligomérico, para ß-xilosidasa, endo-xilanasa, y un gen para una enzima 

arabino específica. Si bien, no todas las especies de Weissella presentaron en su genoma estas actividades, el 

correspondiente a W. confusa y W. cibaria si contienen algunos de ellos (Patel et al., 2013). Por otra parte, un 

hecho interesante es que los XOS son considerados prebióticos por ser metabolizados por la microbiota 

intestinal con resultados benéficos para la salud humana, lo que refuerza la idea de que el género en estudio es 

probiótico. Esta aseveración ya ha sido demostrada en un trabajo en el que se aislaron 8 cepas de Weissella de 

las especies cibaria y confusa de heces humanas. En este trabajo, el potencial probiótico de dichos organismos 

fue evaluado resultando algunas de ellas positivas (Lee et al., 2012).  

6.1.4 Fermentaciones con sacarosa 

La evaluación del crecimiento en sacarosa de las cinco cepas en estudio se realizó con la finalidad de abarcar 

otro aspecto relacionado con el papel de Weissella en la fermentación del pozol. Se trata de la producción de 

polisacáridos, característica de muchas especies del género, considerando que este sustrato está disponible en 

el grano de maíz. Por lo tanto, se realizaron fermentaciones en medio MRS-Sacarosa. La Figura 10 muestra los 

resultados obtenidos. 

 

Figura 10. Cultivo de 5 cepas de Weissella aisladas del pozol en medio MRS-Sacarosa. Color verde, evolución 
de la DO. Color marrón, la caída de pH a lo largo de la fermentación. Las líneas verticales, indican los valores 

de la desviación estándar de dos replicas. Cada símbolo corresponde a una cepa.  
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La Figura 10 pone en evidencia la capacidad de todas las cepas para crecer en este sustrato. También puede 

observarse que tres cepas crecieron con mayor eficiencia en sacarosa que las dos restantes, curiosamente 

WcL17 y WcL9, las cepas que mostraron mayor capacidad para crecer en xilooligosacáridos. La Densidad Óptica 

alcanzada fue mayor (5.34+0.067 para WcSnc45 a las 6 h de cultivo) que la observada en los cultivos control con 

glucosa, donde el valor más alto de DO fue de 2.77+0.012 por WcL9 a las 12 h de incubación. Se monitoreó 

también la actividad enzimática en todos los puntos muestreados. Una unidad de actividad enzimática fue 

definida como la cantidad de enzima necesaria para liberar 1 µmol de glucosa o fructosa por minuto. Así, se 

obtuvo la mayor actividad a las 3 horas de fermentación como se resume en la Tabla 6 con una caída drástica 

de actividad a partir de las 6 h en todos los casos. Es probable que la pérdida de actividad este asociada a la 

caída de pH, que también se observó a partir de la 3ª hora de cultivo, como también se documenta en la Tabla 

6. 

Tabla 6. Actividad glicosiltransferasa y pH a las 3 y 6 h de cultivo en sacarosa de cinco cepas de Weissella spp. 

aisladas del pozol  

Cepa analizada U/mL (3h) pH (3h) U/mL (6 h) pH (6 h) 

WcSnc45 0.33+0.06 5.2 0.079+0.010 4.8 

WcL17 0.15+0.03 5.0 0.043+0.010 4.6 

WcSnc40 0.25+0.09 5.3 0.118+0.004 4.9 

WcL9 0.074+0.022 5.0 0.069+0.005 4.6 

Wcp-3a 0.516+0.025 5.2 0.182+0.008 4.9 

A partir de estos resultados se decidió estudiar detalladamente el comportamiento de las tres cepas que 

mostraron mayor crecimiento y actividad enzimática. Para ello se realizaron cinéticas de crecimiento, actividad 

enzimática, cuantificación del consumo de sustrato y verificación de producción de polímero, mismas que se 

reportan en la Figura 11. 
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Figura 11. Cinéticas de crecimiento, consumo de sustrato y formación de polímero.  a) W. confusa Snc45, b) W. 
confusa Snc40 c) W. paramesenteroides. A) Cinéticas de crecimiento, determinación de pH y actividad 
enzimática sobre sacarosa. Las líneas verticales indican la desviación estándar de tres réplicas biológicas. B) 
Cuantificación por HPLC del consumo de sacarosa y, evolución de glucosa y fructosa a lo largo de la 
fermentación. C) Detección de formación de polímero por HPLC-GPC en sobrenadantes de fermentación desde  
0 h a 6 h y 12 h de cultivo.   



 51 

En la Figura 11 puede observarse el crecimiento de las tres cepas seleccionadas. La fase exponencial termina a 

las tres horas de crecimiento, comenzando la fase pre estacionaria. La fase de latencia termina transcurriendo 

una hora de incubación para Snc40 y Wp, mientras que para Snc45 se observa que termina rápidamente, 

iniciando el crecimiento a las 0.5 h. Un hecho interesante es que la mayor actividad enzimática sigue 

obteniéndose a las 3 h de fermentación permaneciendo casi constante en el resto de la fermentación (se incluye 

únicamente el valor a las 3h). Lo mismo ocurre con el pH, el cual deja de disminuir a las 3.5 h.  

Los resultados obtenidos en estas cinéticas concuerdan con el ensayo general de las fermentaciones con las 5 

cepas (Figura 10), en donde las tres cepas seleccionadas mostraron el mayor crecimiento y actividad enzimática. 

Coincide también que Wp es la cepa con mayor actividad enzimática (0.4 U/ml) y la cepa Snc45 la menor (0.08 

U/ml). Las mediciones de actividad en esta segunda etapa del experimento son más precisas que las efectuadas 

cuando se seleccionaron las cepas, en términos de número de réplicas las cuales en este caso fueron 3. 

 De forma complementaria a la medición de actividad, se llevó a cabo la medición de la evolución del consumo 

de sacarosa, y de la presencia de glucosa y fructosa en el medio de cultivo, mismos que se reportan en la Figura 

11. Para las tres cepas de Weissella se observa que el nivel de sacarosa, aunque no se consume en su totalidad, 

decrece considerablemente durante la fase exponencial de crecimiento y se termina a las 6 horas de cultivo, 

cuando las bacterias en los tres cultivos se encuentran en fase estacionaria de crecimiento. Un dato interesante 

es que, con excepción de la cepa Snc45, se observa la acumulación de fructosa al medio desde la primera hora 

de incubación y hasta la 3ª hora, a partir de la cual a disminuye hasta su consumo total a las 12 h de cultivo.  

La liberación de este azúcar corrobora la actividad glicosiltransferasa de la enzimática evaluada (acumulación 

de fructosa y consumo de glucosa, resultado de emplear la glucosa tanto como fuente de carbono del 

microorganismo, así como monómero del polisacárido, presumiblemente dextrana), liberando entonces la 

fructosa al medio. Por otra parte, dado el consumo preferencial de glucosa, la fructosa se acumula, hasta que 

empieza a ser consumida por las bacterias una vez agotada la sacarosa, por lo que disminuye al paso del tiempo. 

Otra característica son los niveles de glucosa, pues la concentración de este azúcar en el medio de cultivo se 

agota antes de terminarse la sacarosa. Como se señaló, la glucosa de destina tanto al crecimiento, como a la 

síntesis del polímero. Para corroborar esta hipótesis, se demostró la presencia del polímero por Cromatografía 

de Permeación en Gel (GPC), como también se muestra en la Figura 11-C, se evaluó en sobrenadantes de 0, 1, 

2, 3, 4, 5, 6 y 12 h de cultivo. Se observa en todos los casos la formación de polímero, exceptuando el tiempo 0 

h (línea negra), de acuerdo a la señal la cual eluye después de 14 min y con base en los estándares, corresponde 
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a polímero de más de 668,000 Da. Los resultados de cuantificación de consumo de sacarosa y liberación de 

fructosa al medio para después metabolizarse (Figura 11-B), sugieren que el polímero sintetizado por estas 

bacterias, es un glucano. Aunque deberá comprobarse de qué tipo de glucano se trata, cabe la posibilidad de 

que sea tipo dextrana ya que el género Weissella ha sido reportado como dextrano positivo (Schmid et al., 

2015). 

Una característica que llama la atención, es que durante el crecimiento de la cepa Wp, el polímero sintetizado 

durante la reacción enzimática confiere al medio de reacción una alta viscosidad, impidiendo su fácil 

cuantificación.  

 

Figura 12. Formación de polímero por Wp en medio de reacción con sacarosa. 

En la Figura 12 se presenta una evidencia del aspecto del polímero, y el hecho de que su viscosidad le impide 

fluir en tubos puestos de cabeza. Esta reacción se llevó a cabo con los sobrenadantes del cultivo de la cepa 

crecida en un medio con sacarosa. Este comportamiento en conjunto con los valores de actividad 

glicosiltransferasa permitió seleccionar la cepa Wp para continuar con el análisis a nivel genómico. Los 

resultados presentados en este apartado sugieren además de la glucosa, la utilización de XOS y sacarosa como 

fuente de carbono por estos microorganismos. Sustratos que se encuentran disponibles en el maíz 

nixtamalizado, aunque en bajas proporciones (González, 2018). Se decidió secuenciar la cepa Wp y WcL17 para 

su análisis genómico en busca de genes codificantes para actividades hidrolíticas y así esclarecer más el papel 

de este género en la fermentación del pozol.  



 53 

6.2 Análisis genómico 

6.2.1 Extracción de DNA cromosómico y datos de secuenciación generados 

Se secuenciaron los genomas de las cepas WcL17 y Wcp en la plataforma Illumina NextSeq500. La Tabla 6 

describe las características del DNA utilizado y de los datos generados. 

Tabla 6. Características generales de las muestras de DNA de las cepas del género Weissella seleccionadas 
para su secuenciación genómica y de los datos generados por Illumina NextSeq500 

Cepa 
Concentración 

de DNA (ng/µL) 

Relación 

260/280 

µg entregados para 

secuenciación 

# de lecturas 

generadas X2 

Tamaño del 

genoma 
Profundidad 

WcL17 100 1.89 2.6 6,204,472 2.3 Mb 402X 

Wcp 149.7 1.91 3.8 7,394,234 2.2 Mb 498X 

6.2.2 Limpieza de los datos 

Las lecturas generadas por la plataforma de secuenciación fueron limpiadas para evitar tener datos de mala 

calidad o de adaptadores. Las Figuras 13 y 14 exponen el promedio de la calidad de las lecturas generadas por 

la plataforma de secuenciación y tras la limpieza realizada con TrimGalore.  

 

 

Figura 13. Calidad de lecturas de secuenciación de la cepa WcL17 
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Figura 14. Calidad de lecturas de secuenciación de la cepa Wcp 

En dichas Figuras, el promedio está indicado por la línea azul; el eje Y de las gráficas representa la calidad de las 

lecturas, las que a partir de un valor de 30 se consideran de excelente calidad, a partir de 20 de calidad aceptable, 

y con valores inferiores a a 20, de mala calidad.  En el eje X se representa el número de base dentro de la lectura 

generada.  

En términos generales la calidad de las lecturas generadas fue buena. Sin embargo, para tener la seguridad de 

no trabajar con secuencias que pudieran venir de los adaptadores utilizados para secuenciar, se decidió hacer 

la limpieza, tras la cual, se puede observar que la calidad aumentó en las últimas bases de las lecturas. El número 

de lecturas después de la limpieza se redujo de 6,204,472 a 6,185,922 en el caso de WcL17 y de 7,394,234 a 

7,340,348 en el caso de Wcp. 

6.2.3 Ensamble de genomas 

Una vez hecha la limpieza de las lecturas, se realizaron diversas versiones de ensambles para cada genoma, 

utilizando tres ensambladores VelvetOptimiser (Zerbino y Birney, 2008), SPAdes 3.6.0 (Nurk et al., 2013) e IDBA-

UD. La diferencia entre versiones fue el tamaño de k-mer y el número de pasos.  

Un buen ensamble está determinado por el número de contigs, los que deben reducirse al menor número 

posible, como consecuencia de una mayor cantidad de lecturas ensambladas. Otro parámetro para determinar 

si un ensamble es de buena calidad o no, está determinado por el valor de N50, el cual indica el tamaño del 
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contig más pequeño dentro del grupo de los contigs más largos, cuyas longitudes combinadas representa el 50% 

del tamaño del genoma. Así, mientras más elevado es el valor de N50 mayor es el tamaño del 50% de los contigs, 

consecuencia de más bases ensambladas. 

Las características generales de los ensambles llevados a cabo con los tres programas se muestran en las Figuras 

15 y 16.  

 

 

Figura 15. Características generales de los ensambles realizados para el genoma de WcL17. 

 

En la Figura 15 se muestran versiones de ensambles para el genoma de WcL17. tres con el programa SPAdes, 

una versión con VelvetOptimiser y una versión más con IDBA-UD. A partir del valor del N50, se eligieron los dos 

mejores ensambles de las versiones mencionadas, los cuales corresponden a spades_v3 y VelOpt cuyo número 

de contigs generados fueron 80 y 90 con valores de N50 de 103 701 y 174 136 respectivamente. 

Una vez elegidos los dos mejores ensambles, se refinó cada uno con el programa SSPACE_Standard_v3.0_linux, 

el cual genera scaffolds a partir de contigs, es decir, une contigs tomando como datos de unión de las lecturas 

limpias.  

Al tener los dos mejores ensambles refinados se generó un nuevo ensamble con el programa Metassembler, el 

cual mapea los ensambles de entrada contra las lecturas limpias con la finalidad de buscar lecturas que coincidan 

entre los contigs de los ensambles e ir llenando gaps, para finalmente generar un ensamble con un menor 

número de contigs (Wences et al., 2015). El resultado de este proceso se muestra en la Figura 15 con el 
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encabezado EnsMet2, el cual muestra un número de contigs de 39 y una N50 de 119 606. La salida de 

Metassembler muestra una notable mejora en el ensamble, en comparación con los dos mejores ensambles 

elegidos, al reducir el número de contigs y aumentando el valor de N50. Finalmente, la salida de metassembler 

se refinó nuevamente con SSPACE, generando 29 contigs y una N50 de 155 975. Este último ensamble fue curado 

con GapFiller_v1-10_linux-x86_64 el cual mapea la salida de SSPACE con las lecturas para unir los scaffolds 

extendiendo las uniones con bases tomadas de las lecturas y no con N´s, lo cual genera malas anotaciones 

(Boetzer y Pirovano, 2012). El ensamble final para el genoma de WcL17 fue de 30 contigs una N50 de 155 975 y 

0 N´s. 

 

 

Figura 16. Características generales de los ensambles realizados para el genoma de Wcp-3a. 

En el caso del genoma de Wcp-3a se siguió el mismo flujo de trabajo descrito para WcL17. Se seleccionaron los 

ensambles generados por SPAdes con número de contigs de 90 y 103, y valores de N50 de 114 808 y 119 798 

en la versión 1 y versión 2 respectivamente. Tras refinar cada uno y generar un mejor ensamble con 

metassembler, el ensamble se redujo a 49 contigs y una N50 de 114 808. Al refinarse con SSPACE a 37 contigs y 

una N50 de 119 923 pero con un total de 812 N´s. Sin embargo, al curarse con GapFiller el ensamble final quedó 

en 45 contigs, N50 de 119 794 y 0 N´s.  

6.2.4 Anotación de los ensambles 
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Los ensambles generados para cada genoma fueron anotados con el programa PROKKA, en la siguiente Tabla 

se enlista el contenido general de los genomas ensamblados. 

Tabla 7. Características generales de la anotación de los genomas de WcL17 y Wcp-
3a 

Cepa WcL17 Wcp 

CDS 2213 2163 

tRNA 117 110 

rRNA 6 14 

Hypothetical proteins 933 909 
 

6.2.5 Identificación taxonómica de las cepas WcL17 y Wcp-3a aisladas del pozol. 

Con la finalidad de corroborar la especie de las cepas secuenciadas, se extrajo la secuencia correspondiente al 

marcador rDNA 16S de cada genoma y se utilizó BLASTN en el portal de NCBI para verificar el estatus taxonómico 

de las cepas (Altschul et al., 1990). Los resultados se muestran en la Tabla 8. 

Tabla 8. Datos generados en BLAST de la secuencia 16S de rRNA de los genomas de las cepas de Weissella 
WcL17 y Wcp . 

Cepa Identidad generada en BLAST Cobertura E valor Identidad 

WcL17 Weissella confusa strain JCM 1093 
Weissella cibaria strain 11-1-59 

95% 
97% 

0.0 
0.0 

99% 
99% 

Wcp-3a Weissella confusa strain JCM 1093 
Weissella cibaria strain 11-1-59 

95% 
97% 

0.0 
0.0 

100% 
99% 

 

Los resultados de los datos generados por el BLAST mostrados en la Tabla 8 muestran el porcentaje de identidad 

y cobertura que arrojó cada BLAST para las dos cepas, indicando que ambas cepas podrían corresponder a W. 

confusa o bien a W. cibaria. Estos resultados no resolvieron con claridad la asignación taxonómica de las cepas 

secuenciadas, por lo que se decidió hacer un estudio filogenético que permitiera robustecer el análisis de 

identificación de las cepas secuenciadas. Para ello se construyeron dos filogenias, una tomando los genes 

ribosomales y otra tomando 5 marcadores housekeeping como se describe en la metodología. Las secuencias 

ribosomales y los genes únicos se extrajeron de cada uno de los genomas secuenciados, así como de los 

genomas representativos del género Weissella (Tabla 5). Los dos árboles filogenéticos fueron construidos a 
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partir de alineamientos múltiples de secuencias de aminoácidos. Estos fueron evaluados por jModelTest 

(Darriba et al., 2012) que para el caso de la filogenia de los genes ribosomales predijo un modelo IWAG y para 

la filogenia de los genes housekeeping un modelo IGM. Los árboles fueron construidos con RaxML (Stamatakis, 

2014) con el modelo predicho y 100 repeticiones bootstrap. Finalmente, ambos fueron visualizados con 

Geneious v11 (Kearse et al., 2012). 

La Figura 17 muestra la filogenia construida con las secuencias de los RNA ribosomales, en la que puede 

observarse un buen soporte de las ramas internas, mientras que las ramas externas están soportadas con 

valores entre 43 y 100. Se puede observar que, a nivel de genes ribosomales, Weissella cibaria se agrupa muy 

cerca de Weissella confusa, lo cual explica los resultados obtenidos con BLASTN en donde el gen 16S del rDNA 

apuntaba tanto para W. confusa como para W. cibaria. Sin embargo, tomando todos los genes ribosomales es 

claro discernir entre una especie y otra. En efecto, la filogenia construida con los genes housekeeping que se 

muestra en la Figura 18, se puede observar un buen soporte de las ramas entre especies. Si recordamos que la 

identificación por sanger (hecha en trabajos previos) de las cepas WcL17 y Wcp-3a indicaba que se trataba de 

W. confusa y W. paramesenteroides respectivamente, con estos análisis filogenéticos se puede corroborar que 

las cepas secuenciadas en este trabajo corresponden a W. confusa. No se descarta que la confusión pudo 

deberse a un mal etiquetado de las muestras, ya sea a la hora de recibir las cepas o a bien a la hora de trabajar 

con ellas en este trabajo.  

Por otro lado, estos análisis ponen en evidencia que el uso de marcadores housekeeping y proteínas ribosomales 

son una alternativa a la ambigüedad que representa la asignación taxonómica exclusivamente por 16S rRNA, 

puesto que a pesar de ser esencial y encontrarse en todas las bacterias, presenta una baja resolución, pudiendo 

resolver el estatus taxonómico sólo a nivel de género (Janda y Abott, 2007).  
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Figura 17. Ubicación de las dos cepas de Weissella aisladas de pozol WcL17 y Wcp, dentro de un árbol 
filogenético de máxima verosimilitud construido con secuencias de rRNA de especies representativas de 

Weissella. 
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Figura 18. Ubicación de las dos cepas de Weissella aisladas de pozol WcL17 y Wcp, dentro de un árbol 
filogenético de máxima verosimilitud construido con secuencias de genes únicos (“housekeeping”) de especies 

representativas de Weissella. 
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Por otra parte, con la filogenia construida a partir de los marcadores housekeeping se esperaba encontrar 

diferencias puntuales que mostraran con claridad la separación de las cepas de W. confusa y pusieran en 

evidencia que, aunque son de la misma especie, se trata de dos cepas diferentes. Sin embargo, no fue posible 

establecer dichas diferencias con este tipo de análisis, por lo que se realizó un análisis de promedio de identidad 

de nucleótidos (ANI por sus siglas en inglés), con la finalidad de posicionar los genomas de las cepas Wcp-3a y 

WcL17 dentro del género Weissella y de discernir diferencias entre las cepas secuenciadas a nivel de genoma 

completo (Figura 19). 

 

 

Figura 19. Análisis basado en el promedio de identidad de nucleótidos (por sus siglas en inglés ANIm). 
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Análisis de identidad de nucleótidos del genoma de WcL17, Wcp y todos los genomas representativos de 
especies de Weissella hasta el momento reportados.  

Los análisis de ANIm son una aproximación bioinformática a las técnicas de hibridación DNA-DNA (DDH, por sus 

siglas en inglés) para hacer asignaciones taxonómicas. Siempre que los valores de ANI entre genomas sean 

mayores a 96% se pueden considerar miembros de la misma especie (Richter y Rosselló, 2009). Este tipo de 

análisis se ha convertido en una herramienta ampliamente utilizada como patrón de oro de próxima generación 

para la delimitación de especies bacterianas sustituyendo a las técnicas de DDH (Kim et al., 2014).  

El mapa de calor que se muestra en la Figura 19 representa las asignaciones taxonómicas de especies de 

Weissella. Se observa una fuerte cercanía de Weissella cibaria con el grupo de genomas de Weissella confusa. 

De hecho, el porcentaje ANIm fue de entre 86.90% y 87.78% respecto al grupo. De esta forma puede explicarse 

la identidad que mostraba el marcador 16S de los genomas secuenciados con el par cibaria/confusa. Por otra 

parte, dentro del grupo formado por los genomas de Weissella confusa se reveló un valor ANIm que oscila entre 

97.72% y 98.57% mientras que entre WcL17 y Wcp-3a el porcentaje fue 97.93. Estos valores refuerzan los 

resultados obtenidos con las filogenias mostradas en las Figuras 17 y 18, donde se ubica a las cepas secuenciadas 

dentro de la especie W. confusa. Finalmente, el valor obtenido de ANIm entre WcL17 y Wcp-3a pone de 

manifiesto que se trata de cepas diferentes. 

6.2.6 Búsqueda de genes codificantes  

Una vez resuelta la asignación taxonómica de los genomas de WcL17 y Wcp-3a y, con el fin de evaluar las cepas 

con respecto al tema central de este proyecto, es decir su capacidad genómica para degradar carbohidratos, se 

realizó un análisis de genoma completo contra la base de datos de enzimas activas sobre carbohidratos (CAZy). 

Esta base de datos deriva de la base de datos de dominios conservados de la misma plataforma, pero con un 

archivo construido con modelos ocultos de Markov (por sus siglas en inglés HMM) para representar la firma de 

cada una de las 308 familias CAZyme. Estas familias están divididas en 5 grupos: glicosil hidrolasas (GH), 

esterasas de carbohidratos (CE), liasas de polisacáridos (PLS), módulos de unión a carbohidratos (CBM) y 

glicosiltransferasas (GT) (Yin et al., 2012).  

Con esta poderosa base de datos, es factible realizar una búsqueda de dominios conservados en genomas y 

metagenomas completos, para poder hacer una inferencia del potencial de las bacterias para degradar 

carbohidratos complejos.  Como resultado de este análisis, en la Figura 20 se muestra el potencial génico para 

degradar carbohidratos de las dos cepas seleccionadas en este trabajo comparado con el potencial total del 

género definido a partir de los genomas de referencia descritos en la Tabla 5. 
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Figura 20. Perfil del potencial del género Weisella para degradar carbohidratos complejos y en particular, el de 
las dos cepas seleccionadas en este trabajo: WcL17 y Wcp. Elaborado con base en la información obtenida del 
genoma de las cepas hasta ahora secuenciadas y la base de datos CAZy.  

En la Figura 20, el número de genes de cada familia CAZy en cada genoma está representado por la intensidad 

de color como se muestra en la clave de color (color key). El color negro indica ausencia génica mientras que el 

rojo más intenso indica la presencia de un máximo de 9 genes. Así, la intensidad intermedia de rojos indica un 

menor número de genes proporcionalmente menor a 9. Las familias CAZy agrupadas en la banda de color 
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amarillo indican el grupo de familias que actúan sobre almidón, mientras que las que están agrupadas en la 

banda verde actúan sobre hemicelulosa y celulosa. Finalmente, las que actúan sobre sacarosa se indican con la 

banda azul. 

En el mapa de calor puede observarse que el grupo de las cepas de W. confusa y W. cibaria poseen una batería 

de genes CAZy más abundante que el resto de las especies. El mayor número de genes los contienen las cepas 

MBF8 y AB3E41 con 29, WcL17 con 27, Wcp y W. cibaria con 26, DSM20196 y LBAE con 24; mientras que los 

genomas que menor cantidad de genes CAZy poseen son W. kandelri y W. viridescens con 4 y 3 respectivamente. 

Esta diferencia puede explicarse debido a la fuente de aislamiento, pues como se muestra en las Tablas 4 y 5, 

las especies W. kandelri y W. viridescens se han aislado mayoritariamente de productos cárnicos (Fusco et al., 

2015). Por lo que al no ser una fuente rica en carbohidratos complejos no es un medio en el que las cepas 

hubieron podido evolucionar para poder actuar sobre carbohidratos para su supervivencia.   

Otro aspecto que destaca es la cantidad de CAZymes que actúan sobre hemicelulosa, en donde nuevamente el 

par W. confusa/cibaria posee el mayor número. W. cibaria y W. confusa AB3E41 contienen 19, WcL17 y MBF8 

contienen 17, LBAE contiene 16, Wcp y DSM20196 contienen 15. Sin embargo, otras especies también poseen 

un número considerable de genes que actúan sobre este sustrato, tal es el caso de W. jogaejeotgali, W. 

paramesenteroides y W. hellenica que contienen 14, 11 y 9 respectivamente. Mientras que el resto de las 

especies poseen entre 5 y 2 genes. Nuevamente, lo anterior puede relacionarse con la fuente de aislamiento, 

ya que las especies que muestran un mayor contenido de estos genes han sido aisladas en su mayoría de 

alimentos fermentados a base de cereales y vegetales. En este sentido la hemicelulosa, al formar parte de la 

estructura de la pared celular de estos alimentos, puede ser una fuente de carbono importante para el 

desarrollo bacteriano que requiere de una amplia diversidad de actividades. Ante la existencia de una amplia 

batería de CAZymes que actúan sobre este sustrato, es muy probable que el papel funcional de estas especies 

esté relacionado con la degradación de la hemicelulosa presente en los alimentos fermentados a base de 

cereales y vegetales.  

Por otra parte, la familia GH32 que actúa sobre sacarosa está presente en casi todas las especies, con la 

excepción de W. viridescens, W. kandleri y W. koreensis mientras que GH70 sólo se encuentra en el par W. 

confusa/cibaria siendo MBF8 y Wcp-3a las cepas que mayor contenido génico de esta familia poseen. No es de 

extrañar que esta familia se encuentre en las especies mencionadas, los reportes existentes de 

glucosiltransferasas del género Weissella se han atribuido a ellas. 

Un hecho interesante son las familias que actúan sobre almidón o sus derivados, en las que el grupo de W. 

confusa está posicionado a nivel intermedio de acuerdo con el contenido de genes de familias que actúan sobre 
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este sustrato, que corresponde a contar con 1 o 2 genes para cada familia, mientras que las de nivel superior 

correspondería a el mayor número, es decir, 3 genes. Si bien, en este sustrato el grupo de las cepas secuenciadas 

en este trabajo no sobresalen, si es destacable el hecho de la existencia de estos genes en los genomas de W. 

confusa ya que, como se había mencionado anteriormente, no hay reportes de actividad amilolítica en esta 

especie y en las pruebas API que reportan López-Hernández y col. (2018) no se encontró capacidad para 

degradar almidón. Esto sugiere revisar con más detalle experimental la capacidad de las cepas seleccionadas en 

particular, y las cinco analizadas en general, para afirmar o descartar la capacidad para degradar almidón y/o 

sus derivados. 

En lo que al pozol respecta, los análisis CAZymes del metagenoma del pozol realizado por López-Sánchez (en 

proceso), sugieren que a nivel del metagenoma completo analizado a diversos tiempos de fermentación, hay 

genes con potencial de ser activos sobre almidón, hemicelulosa, sacarosa y otros azucares. De manera 

particular, los genomas de WcL17 y Wcp-3a contienen el 25% de las familias que se encontraron en el 

metagenoma del pozol, lo que sugiere el posible papel que las cepas están teniendo en la masa de maíz 

nixtamalizado a través de las CAZymes detectadas. 

Si bien, el gran número de CAZymes detectadas en los genomas de WcL17 y Wcp-3a es interesante, las 

actividades enzimáticas evaluadas en este trabajo se centraron a enzimas xilanolíticas, xilosídicas y 

glucosiltransferasas. En este sentido, la Figura 21 muestra el número de genes encontrados en los genomas de 

las cepas secuenciadas, así como una descripción gráfica de su función. 
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Figura 21. Resumen del número de genes que corresponden a CAZymes dentro de las cepas de Weissella 
WcL17 y Wcp-3a, así como un esquema de su probable función.  

 Se observa en esta Figura que el grupo de enzimas que se requiere para degradar la hemicelulosa está casi 

completo, con excepción de la enzima más importante de este tipo para una eficiente acción:  la endo-1,4-ß-

xilanasa. Por otra parte, se observa la presencia de la exo-oligoxilanasa (GH8) que tiene la capacidad de generar 

oligosacáridos de hasta tres moléculas de xilosa a partir de xilano soluble. Sin embargo, esta actividad no se 

observó en los cultivos en los que las 5 cepas se crecieron en xilano como única fuente de carbono. Una fuerte 

posibilidad, es el que la actividad depende de la fuente de xilano, ya que el empleado (xilano de abedul) tiene 

una estructura de diferente naturaleza al que se encuentra en el maíz.  

La presencia de un gran número de genes con actividad ß-xilosidasa explica el comportamiento que mostraron 

las cepas evaluadas en el crecimiento sobre xilooligosacáridos que, si bien no fue significativo, si mostró 

capacidad de degradación sobre este sustrato.  

Una actividad enzimatica a la cual no se le había prestado atención es la ß-glucosidasa (GH1), que permite a la 

bacteria crecer en celulosa, sustrato que también forma parte de la pared celular de los granos de maíz. Aunada 

a esta familia, se observa una GH8 anotada en el genoma como endo-glucanasa, que podría actuar en conjunto 
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con la ß-glucosidasa para   complementar el complejo enzimático requerido para degradar completamente la 

celulosa.  

En el caso de que estos genes sean funcionales, se podría sugerir que WcL17 y Wcp-3a requieren de otros 

microorganismos que posean estas actividades enzimáticas complementarias, particularmente la endo-xilanasa, 

para actuar de forma sinérgica en el consorcio microbiano que el pozol representa.  

La presencia de las enzimas invertasa (GH32) y glicosiltransferasa (GH70) explican la fácil asimilación de este 

sustrato que se constató en los experimentos descritos en el apartado 6.1.4. También demuestra que  la 

diferencia en el comportamiento observado con la cepa  Wcp-3a con respecto a WcL17 en cuanto a un mayor 

crecimiento y actividad enzimática, probablemente se deba  a que la primera posee un gen extra de la familia 

GH70.  

Si bien, la Figura 21 da un panorama amplio de la capacidad a nivel genómico que tienen las cepas secuenciadas, 

para degradar los sustratos evaluados en este trabajo, es importante recordar que en concordancia con los 

resultados obtenidos en las fermentaciones descritas en el apartado 6.1, se seleccionó a la cepa Wcp-3a por su 

actividad glucosiltransferasa y a la cepa WcL17 por su actividad ß-xilosidasa. Por tal motivo nos centramos en 

seleccionar un gen codificante para cada una de las actividades mencionadas en su respectivo genoma. 

6.3 Selección de genes 

6.3.1 Selección de Glucosiltransferasa 

Atendiendo al objetivo tres de este trabajo, se analizaron los genes codificantes para glicosiltransferasa en el 

genoma de Wcp-3a, el cual fue secuenciado debido a la actividad enzimática mostrada. Se analizó la región 

intergénica de cada gen rio arriba del codón de inicio, para buscar posibles promotores que dieran un indicio de 

posible funcionalidad de ambos genes, explorando la secuencia con el software en línea BPROM de Softberry 

(Soloviev y Salamov, 2011). En sintonía con la verificación de función a nivel de secuencia, se realizó una 

búsqueda de motivos conservados característicos de la familia GH70, los cuales fueron realizados mediante un 

alineamiento de secuencias aminoacídicas basado en ClustalW pero hecho con Geneious v11 (Figura 22). 
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Figura 22. Genes codificantes para glucosiltransferasas y análisis de su secuencia.  
A) Genes codificantes para glicosiltransferasa en Wcp-3a. B) Características generales de las secuencias y 

posibles regiones promotoras. C) Alineamiento de las secuencias e identificación de motivos conservados.  

En la Figura 22-A se muestra una representación del genoma completo de Wcp-3a: los anillos exteriores 

representan la cadena sentido (azul) y anti-sentido (rojo) del cromosoma, los anillos intermedios representan 

el número de contigs del ensamble y el anillo central representa el contenido de GC. Los genes de interés en 

este trabajo se encuentran marcados de acuerdo con su posición en el genoma. Se observa que esta cepa posee 

dos genes codificantes para glicosiltransferasa mientras que la cepa WcL17 posee sólo uno. Esta diferencia 

podría explicar el comportamiento de ambas cepas en presencia de sacarosa, donde Wcp-3a destacó 

notablemente en comparación con WcL17 (sección 6.1.4). En la Figura 22-B se indican las características 

generales de las secuencias codificantes. El software BPROM de Softberry encontró una posible región 

promotora rio arriba del codón de inicio del gen Wcp_00664 y dos rio arriba del codón de inicio del gen 

Wcp_02205. Ambos genes corresponden a la familia GH70 de CAZy, familia que codifica para enzimas 

glucosiltransferasas, que se ha reportado pueden ser del tipo dextransacarasas, alternansacarasas, 

reuteransacarasas o a-4,6-glucanotransferasas, dependiendo de la estructura del glucano sintetizado, su 

tamaño y su grado de ramificación (Cantarel et al., 2008). A pesar de codificar para el mismo tipo de actividad, 

se observa también que la longitud de su secuencia difiere y por ende el peso molecular de la enzima que 

codifica. En la Figura 25-C se muestra el alineamiento de las secuencias y en este la identificación de los motivos 

conservados, los cuales se encuentran distribuidos dentro del dominio A de la secuencia, que codifica para el 

dominio catalítico de proteínas pertenecientes a esta familia. Dentro del motivo II se encuentra el residuo 
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nucleófilico y el catalizador ácido/base en el motivo III, mientras que el residuo estabilizador del estado de 

transición se encuentra en el motivo IV. El residuo dentro del motivo 1 que corresponde al subsitio -1 y el subsitio 

+1 también se localiza en el motivo II (Moulis et al., 2006). 

Si bien, los análisis in silico, permiten dar una idea de la función que estos genes pueden poseer, no son 

suficientes para poder seleccionar un gen para cada especificidad, con el fin poder estudiarlo. Por este motivo 

una estrategia de selección fue realizar zimogramas de actividad como se describe en la sección 5.4.1, con la 

finalidad de observar las bandas que presentaran actividad enzimática y poder diferenciarlas de otras proteínas 

sin actividad. En la Figura 23 se muestra el zimograma que muestra la actividad glicosiltransferasa de las 

proteínas producidas por Wcp-3a. 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 

 
Figura 23. Zimograma de actividad glicosiltransferasa de proteínas asociadas a las células y al sobrenadante de 
un cultivo de la cepa de Weissella confusa Wcp. El color morado indica el zimograma de actividad y el color 
azul indica la tinción con comasie. Carril 1) Marcador de peso molecular. Carril 2) células. Carril 3) 
Sobrenadante. Carril 4) Células. Carril 5) Sobrenadante.  

La información que aporta la Figura 23 confirma la función de los genes evaluados, en donde las bandas moradas 

indican la formación de polímero sobre sacarosa. En el fragmento del gel, en el que las proteínas fueron teñidas 

no es evidente (visible) la presencia de las proteínas que corresponden a las buscadas, pero el zimograma 

permite fácilmente confirmar que estas enzimas no sólo están presentes en las células y en el sobrenadante, 

sino que son activas y por ende funcionales.  

Al mostrarse activas las dos glucosiltransferasas codificadas en el genoma de Wcp-3a, tampoco en este caso  fue 

posible tener un criterio de selección de una sola proteína a caracterizar. Por lo tanto, se realizó un BLAST en la 
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base de datos UniProt, con la finalidad de tener una idea de la similitud que las secuencias encontradas en la 

cepa Wcp con otros genes ya caracterizados. La Tabla 9 muestra los resultados.  

Tabla 9. Porcentaje de identidad de glucosiltransferasas de Wcp-3a con glucosiltransferasas de organismos ya 
caracterizados 

Gen consulta Organismos compatibles  Identidad DOI 

Wcp_00664 
Weissella confusa 
Weissella cibaria 
Weissella confusa/cibaria 

99.2% 
99.0% 
98.7% 

https://doi.org/10.1007/s00253-012-4447-8 
https://doi.org/10.1080/10826068.2012.737400 
https://doi.org/10.1111/j.1574-6968.2010.02067.x  

Wcp_02205 
Lactobacillus curvatus 
Lactobacillus sakei 
Leuconostoc mesenteroides 

85.9% 
93.5% 
54.9% 

https://doi.org/10.3389/fmicb.2017.02281 
https://doi.org/10.1016/j.fm.2012.11.002 
https://doi.org/10.1007/s10529-008-9711-8  

 

En dicha Tabla, puede constatarse que el gen Wcp_00664 mostró amplia identidad con genes caracterizados 

provenientes de cepas del mismo género, incluso de la misma especie. Sin embargo, llama la atención el gen 

Wcp_02205 que no mostró identidad con ningún gen proveniente de cepas del mismo género, sino que las 

similitudes más altas fueron con genes de organismos de diferente género y especie, aunque de la misma clase 

y familia como el caso de Leuconostoc mesenteroides. Estas evidencias nos hicieron optar por este último gen 

para llevar a cabo la caracterización, dado que una secuencia similar no ha sido encontrada y caracterizada hasta 

ahora en alguna cepa  del género Weissella. 

6.3.2 Selección de ß-xilosidasa 

Para el caso de la selección de un gen codificante para ß-xilosidasa, que se encuentre en el genoma de WcL17, 

se siguió la misma estrategia explicada en el apartado 6.3.1, con excepción de la búsqueda de motivos 

conservados (Figura 24). 

En la Figura 24-A se puede observar una representación del genoma completo de WcL17:  los anillos exteriores 

representan la cadena sentido (verde) y anti sentido (morado) del cromosoma, los anillos intermedios 

representan el número de contigs del ensamble y el anillo central representa el contenido de GC. Los genes de 

interés en este trabajo se encuentran marcados de acuerdo a su posición en el genoma. Se observa que esta 

cepa posee 5 genes codificantes para actividades xilosídicas, 1 para una a-xilosidasa, 3 para ß-xilosidasa y 1 gen 
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anotado como hypothetical protein, pero que de acuerdo con los análisis de CAZy posee el dominio 

característico de la familia GH120, correspondiente a ß-xilosidasas. Es de destacar que la cepa Wcp-3a contiene 

el mismo número y tipo de genes codificantes para este tipo de actividad (Figura 22-A), resultado que  puede 

dar un indicio del probable papel xilosídico que estas cepas poseen y que están sometidas a una presión de 

selección que les permite habitar en este tipo de ambientes. 

 

 

Figura 24. Genes codificantes para ß-xilosidasa y análisis de su secuencia.  
A) Genes codificantes para ß-xilosidasa en WcL17. B) Características generales de las secuencias y posibles 
regiones promotoras. 

En la Figura 24-B se indican las características generales de las secuencias codificantes. El software BPROM de 

Softberry permitió encontrar una posible región con potencial de ser reconocidos por la RNA polimerasa para 

su transcripción, por lo que se concluye que  pueden ser activos. En la Figura se reporta  también la asignación 

dentro de las familias de glicosil hidrolasas (GH) propuestas por Cantarel et al., 2008. Tales asignaciones 

corresponden a las familias GH120, GH3, GH43 y GH31, todas ellas encargadas de despolimerizar cadenas de 

xilooligosacáridos.  

Teniendo claras las características generales de los genes analizados, se realizó un zimograma de actividad ß-

xilosidasa, que permitiera seleccionar un gen que mostrara actividad bajo las condiciones de ensayo (Figura 25). 
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Figura 25. Zimograma de actividad ß-xilosidasa de proteínas asociadas a las células o del sobrenadante de 
cultivos de la cepa WcL17.  
En los carriles: 1) Células completas. 2) Sobrenadante. 3) Marcador de peso molecular 10-170 kDa. 4) Fracción 
celular de lisis con urea. 5) Fracción soluble de lisis con urea. 6) Fracción soluble de lisis con lisozima. 7) 
Fracción celular de lisis con lisozima. 

La actividad ß-xilosidasa, es visible con bandas de color amarillo por la liberación de p-nitrofenol, tal y como se 

describe en la sección 5.4.1. Como puede observarse en la Figura 25, el carril correspondiente a las células 

completas (1) muestra una ligera coloración amarilla en el borde del gel, mientras que el carril donde se cargó 

sobrenadante de la fermentación (2), no se observa ninguna coloración. Estos hechos indican  que las enzimas 

con actividad sobre XOS, no fueron desnaturalizadas lo suficiente para poder migrar en el gel y que 

evidentemente son intracelulares, lo cual fue corroborado por la ausencia de péptido señal (datos no 

mostrados). En los carriles 4 y 6, correspondientes a fracción celular de lisis con urea y a fracción soluble de lisis 

con lisozima respectivamente, no se observa ninguna banda con coloración amarilla, mientras que en el carril 7 

con fracción celular de lisis con lisozima se observa el mismo fenómeno que en el carril 1, lo cual indica que la 

lisis celular con lisozima no es suficiente para extraer este tipo de enzimas del espacio intracelular de WcL17. 

Contrario a los carriles recién descritos, en el carril 5 puede observarse una banda bien definida que está 

posicionada muy cerca de la banda correspondiente a 70 kDa del marcador de peso molecular. Con estos 

resultados y con base a los datos mostrados en la Figura 27-B se tenían dos opciones:  que el gen que mostró 

ser activo bajo las condiciones ensayadas correspondiera a una GH120 o a una GH3. Por lo anterior,  se realizó 

un BLAST en la base de datos UNIPROT en el que la secuencia aminoacídica de GH120 no mostró homología 
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para ninguna ß-xilosidasa descrita. Por lo antes expuesto, se seleccionó el gen WcL17_01258 (GH3) para su 

caracterización. 

Es necesario mencionar, que todos los ensayos de actividad xilosidasa descritos en la sección 6.1.3.2 fueron 

realizados solo con el sobrenadante de fermentación. En ellos pudo observarse degradación de XOS, lo que 

pudo deberse a la recuperación de una mínima cantidad de este tipo de enzimas al tiempo que se centrifuga y 

se recupera el sobrenadante. Bajo esta premisa, es posible que la capacidad de degradación de XOS por WcL17, 

haya sido subestimada al trabajar con una muy baja concentración de enzima. 

6.4 Expresión de enzimas glucosiltransferasa y ß-xilosidasa 

Los resultados anteriores permitieron seleccionar dos genes codificantes para las actividades enzimáticas de 

interés. Las enzimas para las que codifican fueron expresadas para después ser evaluadas sobre masa de maíz 

nixtamalizado para pozol, determinando el efecto que tienen sobre dicho sustrato. Esto permitirá corroborar si 

las actividades enzimáticas evaluadas en este trabajo tienen injerencia en la fermentación de pozol, y por ende, 

permitirá contribuir a describir el papel que Weissella tiene en la elaboración de esta bebida tradicional 

mexicana. 

6.4.1 Expresión del gen Dsr_Wcp_02205  

Mediante el diseño de oligonucleótidos específicos se logró amplificar el gen Dsr_Wcp_02205, codificante para 

una glucosiltransferasa. La Figura 26 muestra un gel de electroforesis en donde se aprecia el fragmento de 

amplificación correspondiente. 

 

Figura 26. Electroforesis en gel de agarosa al 1% de la amplificación del gen Dsr_Wcp_02205.  
En los carriles: 1) Marcador de peso molecular de 250-10000 pb. 2) Control negativo. 3) Dsr_Wcp_02205 
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El producto de amplificación se logró clonar en el vector pJET1.2 dando como resultado la construcción pJET-

Dsr_Wcp_02205. Al momento de la subclonación en pET22b(+) no se logró recuperar una concentración 

suficiente del inserto, por lo que se decidió clonar directamente el producto de amplificación en el vector de 

expresión pET22b(+). Los resultados se muestran en la Figura 27.  

 

Figura 27. Electroforesis en gel de agarosa al 1% de las construcciones digeridas por enzimas de restricción.  
En A) Carriles: 1. Digestión de pJET-Dsr_Wcp_02205, 2. Construcción pJET-Dsr_Wcp_02205 sin digerir, 3. 
Digestión de vector pET22b(+) vacío y 4. Vector pET22b(+) vacío sin digerir. En B) Carriles: 1. Digestión de vector 
pET22 vacío, 2. Digestión de pET22-Dsr_Wcp_02205, 3. Carril vacío, 4. Construcción pET22-Dsr_Wcp_02205 sin 
digerir. En ambos casos el carril 5 muestra el marcador de peso molecular de 250-10000 pb. 

Para corroborar que la digestión de la construcción pET22-Dsr_Wcp_02205, mostrada en la Figura 27-B carril 2, 

correspondía al gen Wcp_02205, la banda se envió para su secuenciación a la Unidad de Síntesis y Secuenciación 

del Instituto de Biotecnología de la UNAM. Las secuencias entregadas se utilizaron para hacer un BLAST entre 

ellas y la secuencia nucleotídica correspondiente a Wcp_02205. Los nucleótidos de los extremos 5’ y 3’ de la 

secuencia del inserto en el vector, correspondieron 99% con los extremos del gen Dsr_Wcp_02205, según los 

datos de secuenciación.  

Una vez comprobada la construcción pET22-Dsr_Wcp_02205 se transformaron células competentes de E. coli 

BL21-DE3, mismas que  fueron incubadas con 0.2 y 1 mM de IPTG para expresar la enzima codificante en el 

inserto del vector y al mismo tiempo evaluar la influencia de la concentración del inductor. El nivel de expresión 

fue evaluado por medición de la actividad cuantificando azúcares reductores y por un zimograma de actividad. 

Los resultados obtenidos se muestran en la Figura 28. En A carriles 1 y 2 puede apreciarse la banda 

correspondiente a la proteína expresada (~180 kDa), aunque no se observa una sobreexpresión de esta respecto 

a todo el extracto proteíco. Se corroboró su actividad en el fragmento del gel utilizado para hacer el zimograma 
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(Figura 28-A carriles 4 y 5) donde se puede observar la formación de polímero. La diferencia en la concentración 

de IPTG, no influyó en la cantidad de proteína expresada pues en ambos carriles se observa formación de 

polímero y los datos de cuantificación de poder reductor indicaron que en ambas inducciones se obtuvo una 

actividad de 0.06 + 0.019 U por mililitro de cultivo de la cepa recombinante.  

 

Figura 28. Expresión de la enzima glucosiltransferasa de Wcp-3a, verificada mediante SDS-PAGE y zimograma 
de actividad. En A) Carriles 1) Inducción con 0.2 mM de IPTG. 2) Inducción con 1 mM de IPTG. 3) Marcador de 
peso molecular de 10-170 kDa. 4) Zimograma de inducción con 0.2 mM de IPTG. 5) Zimograma de inducción 
con 1 mM de IPTG. En B) Carriles 1) Marcador de peso molecular de 10-170 kDa. 2) Zimograma de inducción 

con 0.2 mM de IPTG. 3) Zimograma de inducción con 1 mM de IPTG. 

En la Figura 28-A carriles 4 y 5 no se puede apreciar una banda de actividad definida puesto que el reactivo de 

shiff reaccionó con todo el polímero difundido en la sección correspondiente. Pero en contraste con esta falta 

de definición, en la Figura 28-B se puede apreciar un perfil de bandeo sin teñir, el cual es más definido. En esta, 

es más evidente que la enzima expresada presenta bandas derivadas de un evento auto proteolítico que no 

interviene en la formación de polímero. Es importante resaltar que este comportamiento ya ha sido reportado 

en este tipo de enzimas (Argüello et al., 2005). 

Con el fin de identificar el polímero que produce la enzima expresada, se realizó una reacción de la enzima con 

sacarosa y el producto se evaluó mediante cromatografía de alta resolución (HPLC) con una columna de 

permeación en gel como se menciona en la metodología. En la Figura 29-a) se observa que Wcp_02205 produce 

un polímero de alto peso molecular de más de 668,000 Da., mientras que en 29-b) se observa un pico 

correspondiente a un peso de 8335.80 Da.  
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Figura 29. Análisis por GPC-HPLC de los polisacáridos sintetizados por la enzima Wcp_02205, correspondiente a 
Weissella confusa Wcp-3a.  
 
Por otra parte, con la finalidad de saber si el polímero sintetizado por Wcp_02205 es una dextrana, el producto 

de la reacción anterior se utilizó como sustrato de una reacción en la que se agregó una enzima con actividad 

dextranasa, enzima capaz de romper los enlaces a-1,6 entre glucosas que forman el dextrano (Figura 30). 

 

Figura 30. Productos de reacción de polímero producido por Wcp_02205 sometido a la acción de una 
dextranasa. A) Placa de Cromatografía en capa fina de productos de reacción. Carriles: 1) Tiempo 0 h de 
reacción. 2) Tiempo 3 h de reacción. 3) Tiempo 6 h de reacción. 4) Estándar de isomaltosa e 
isomaltooligosacáridos. 5) Estándar de glucosa y fructosa. B) Cromatografía HPAEC-PAD de los productos de 
reacción y los estándares utilizados. En morado estándar de glucosa y fructosa, en rojo isomaltosa e 
isomaltooligosacáridos, en azul tiempo 0 de reacción, en verde tiempo 3 h de reacción y en negro tiempo 6 h 
de reacción 
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La Figura 30-A puede observarse el aumento en la intensidad del punto correspondiente a la isomaltosa, un 

disacárido de glucosas, y la generación de otros isomaltooligosacáridos. 

En la Figura 30-B se presenta el mismo experimento, pero observado en cromatografía de intercambio aniónico 

(HPAEC-PAD). En esta se aprecia que el polímero sintetizado por Wcp_02205 tras reaccionar con dextranasa, se 

genera isomaltosa e isomaltooligosacáridos de longitud desconocida. Se observa también una señal que no 

corresponde ni a glucosa ni a fructosa, por lo que se requiere de experimentos más detallados para verificar que 

productos se generan tras la hidrólisis del polímero en cuestión. Sin embargo, con estos resultados se pone de 

manifiesto que el polímero que sintetiza Wcp_02205 es una dextrana de alto y bajo peso molecular. 

6.4.2 Expresión de la enzima ß-xilosidasa 

Uno de los genes codificantes para ß-xilosidasa del genoma de WcL17, se seleccionó con el fin de caracterizar 

su enzima codificante y referirla a la masa de maíz nixtamalizado. Se trata del gen WcL17_01258 que codifica 

para una ß-xilosidasa (GH3), la cual mostró actividad en el zimograma realizado a partir de la lisis de células 

obtenidas tras una fermentación con XOS (sección 6.3.2). Para ello, mediante oligonucleótidos específicos se 

amplificó el gen el cual tiene una longitud de 2142 pb. Una vez aislado el gen, se clonó directamente en el vector 

de expresión pET22b(+), que  contiene un promotor T7 que se caracteriza por ser un promotor fuerte. Contiene 

además una etiqueta de histidinas que se sitúa a un costado del sitio múltiple de clonación y por ende se 

posiciona en el extremo C terminal de la secuencia insertada. Esta etiqueta permite la purificación de la enzima 

expresada en un solo paso, mediante una columna de afinidad a níquel. Para corroborar que la clonación del 

gen WcL17_01258 en el vector pET22b(+) fue exitosa, esta construcción se trató con las enzimas de digestión 

XhoI y BamHI. Estos resultados se ilustran en la Figura 31. 
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Figura 31. Electroforesis en gel de agarosa al 1% de amplificación, clonación y digestión de WcL17_01258 y 
pET22b(+). En A) Carriles: 1 y 3. Amplificación de WcL17_01258, 2. Marcador de peso molecular de 1 kb. En B) 
Carriles: 1. Digestión de vector pET22 vacío, 2 y 5. Construcción de pET22-Bxl_WcL17_01258, 3 y 6. Digestión de 
pET22-Bxl_WcL17_01258, 4. Marcador de peso molecular de 1 kb. 
 

Una vez corroborada la construcción pET22-Bxl_WcL17_01258, se envió a la Unidad de Síntesis y Secuenciación 

de ADN del Instituto de Biotecnología de la UNAM para su secuenciación. Las secuencias entregadas se utilizaron 

para hacer un BLAST contra el gen WcL17_01258, el que mostró un porcentaje de identidad de 99.7 % en los 

extremos 3’ y 5’ (Datos no mostrados). 

Se llevó a cabo la expresión del gen, insertando la construcción pET22-Bxl_WcL17_01258 en el cromosoma de 

una cepa electro-competente de E. coli BL21. La actividad fue verificada mediante cuantificación de liberación 

de p-nitrofenol y mediante zimograma de actividad, tal y como se describe en la sección 5.4.1. Al observar el 

zimograma de actividad de esta enzima se observó un perfil de bandas que no correspondían al tamaño 

esperado, por lo que se realizaron tratamientos adicionales a las muestras con la finalidad de demostrar que la 

expresión fue exitosa. En la Figura 32 se muestran los resultados obtenidos.  
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Figura 32. SDS-PAGE de pET22-Bxl_WcL17_01258 expresada en BL21. a) gel de proteínas teñido con azul de 
coomassie. b) zimograma de actividad. Carriles 1a y 1b. Muestra tratada con ß-mercaptoetanol y urea 8 M en 

el buffer de carga, carriles 2a y 2b. Muestra calentada a 70 ºC durante 10 min, carriles 3a y 3b. Muestra 
tratada con urea 8M en el buffer de carga, carriles 4a y 4b. Muestra sin ningún tratamiento adicional.   

 

Con la Figura 32 se puede corroborar que la expresión heteróloga de Bxl_WcL17_01258 en BL21 fue exitosa, ya 

que se obtuvieron 4.4 + 0.071 U por mililitro de cultivo de la cepa recombinante. Como puede observarse, en 

los carriles 1a y 2a que fueron tratados con ß-mercaptoetanol y urea, y con temperatura respectivamente, no 

se observa la banda de los carriles 3a y 4a. Es de destacar que la banda que se observa en el gel de coomassie, 

ya que se presenta en el zimograma de actividad con un peso molecular de tres veces el correspondiente al peso 

molecular predicho para la ß-xilosidasa GH3 codificante a partir del gen WcL17_01258 (78 kDa), mientras que 

las muestras tratadas con ß-mercaptoetanol, urea y temperatura presentan una sola banda de actividad en el 

peso molecular esperado. Con estos resultados se puede inferir que, al someter la muestra a alta temperatura, 

esta es capaz de separar los oligómeros que conforman el multímero que parece estar formando la enzima, tal 

y como se muestra en los carriles 3 y 4 que no fueron sometidos a alta temperatura.  

Si bien, se ha logrado expresar esta ß-xilosidasa GH3 codificada por el genoma de WcL17, falta corroborar que, 

en efecto, esta sea capaz de hidrolizar xilooligosacáridos presentes en la masa de maíz nixtamalizado, generados 

por esta cepa o por otros microorganismos presentes en esta masa. 
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6.5 Weissella en la metagenómica del pozol 

De manera simultánea a este trabajo y como parte del mismo proyecto, se secuenciaron genomas de muestras 

de pozol tomadas a las 0, 9, 24 y 48 h de fermentación mediante secuenciación de próxima generación (por sus 

siglas en inglés NGS) tanto de las regiones V3 y V4 del marcador 16S del rDNA como por shotgun. Los resultados 

de la secuenciación por shotgun no revelaron la presencia de Weissella spp. aunque pudieran estar presentes 

en las lecturas que fueron asignados al orden Lactobacillales donde no se encontró ninguna asignación 

taxonómica a la clase dentro de este orden. Caso contrario a lo que sucede con la asignación taxonómica de la 

secuenciación de las regiones V3 y V4 del 16S rDNA, donde si se reporta la presencia del género Weissella. En la 

muestra de 0 h encontraron una abundancia relativa del 0.05%, que pasó a 3.89% a las 9 h, 1.89% a las 24 h y 

1.80% a las 48 h. Estos resultados sugieren que Weissella spp. se encuentran desde el inicio de la fermentación, 

llegando al nivel de mayor abundancia a las 9 h; a partir de esta hora, a medida que el tiempo de fermentación 

transcurre, Weissella va disminuyendo. Puede inferirse también que, con estos porcentajes de abundancia 

relativa, Weissella spp. no se encuentran sobre representadas y para este caso el género no es dominante (López 

Sanchéz, en preparación).  

Por otro lado, con los mismos datos metagenómicos se hizo la predicción y anotación genómica, misma que 

sirvió para asignar dominios de proteínas activas sobre carbohidratos (CAZy) y aunque estos análisis no permiten 

afirmar que los genes encontrados sean activos, se puede sugerir su presencia y probable actividad. Los 

resultados de este análisis sugieren entonces que la actividad hidrolítica en la masa fermentada está dominada 

por familias de glicosil hidrolasas (GH), carboxil esterasas (CE) y modulos de unión a carbohidratos (CBM) que 

actúan sobre el almidón, el xilano, los xilooligosacáridos y sacarosa. A pesar de la falta de robustez en estos 

análisis, debido a que sólo se tomó una muestra de cada tiempo de fermentación, los resultados resultan 

interesantes al evidenciar la gran cantidad de GH que actúan sobre hemicelulosa y respaldan la hipótesis del 

papel que el género Weissella pudiera estar teniendo en la fermentación de la masa de maíz nixtamalizado.  
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7. Conclusiones 

Las cinéticas de crecimiento y actividad sobre xilano de abedul de 5 cepas de Weissella aisladas del pozol no 

mostraron crecimiento ni actividad enzimática significativa, probablemente debido al tipo de xilano utilizado 

para estos ensayos. 

Las cinéticas de crecimiento y actividad enzimática sobre xilooligosacáridos mostraron un mayor crecimiento 

respecto a las evaluadas sobre xilano de abedul. Dos de las cinco cepas crecieron más en comparación con el 

resto, de estas, la cepa WcL17 presentó el mayor crecimiento y una notable actividad enzimática por lo que se 

seleccionó esta cepa para su secuenciación y posterior caracterización genómica en términos de capacidad para 

metabolizar carbohidratos disponibles en el pozol. 

Tres de las cinco cepas evaluadas en sacarosa mostraron mayor crecimiento y actividad enzimática sobre este 

sustrato, por lo que se realizaron estudios más detallados sobre estas. A pesar de que Wcp-3a no fue la cepa 

que presentó mayor crecimiento, si fue la que arrojó mayor actividad enzimática y en las reacciones de medición 

enzimática se observó una alta viscosidad. Razón por la cual se seleccionó esta cepa para su secuenciación y 

búsqueda de contenido génico con potencial activo sobre carbohidratos disponibles en el pozol. 

Se secuenciaron, ensamblaron y anotaron los genomas de las dos cepas seleccionadas por su actividad xilosidasa 

(WcL17) y glicosiltransferasa (Wcp-3a). La asignación taxonómica de estas permitió agruparlas en la especie 

Weissella confusa. 

Tras el análisis de los genomas de Wcp-3a y WcL17, en función de su capacidad para actuar sobre carbohidratos, 

se reveló que Weissella confusa es una especie rica en familias CAZy que actúan sobre hemicelulosa, celulosa, 

sacarosa y sobre residuos de almidón. Las cepas analizadas poseen el potencial para degradar carbohidratos 

disponibles en la masa de maíz nixtamalizado para pozol, si bien ambas cepas no poseen las actividades 

principales (endo-ß-1,4-xilanasa y a-amilasa) para degradar xilano y almidón respectivamente, si puede 

metabolizar residuos que queden disponibles tras la acción de este tipo de enzimas secretadas por otros 

microorganismos. 

La expresión heteróloga del gen codificante para glicosiltransferasa GH70 de la cepa Wcp-3a y el gen codificante 

para ß-xilosidasa GH3 de la cepa WcL17, mostró que ambos genes son activos y probablemente funcionales en 

la fermentación del pozol. 
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8. Perspectivas 

Caracterizar las enzimas glicosiltransferasa y ß-xilosidasa, expresadas en BL21 y referir las actividades a la masa 

de maíz nixtamalizado, con el fin de corroborar o descartar el uso de estas enzimas por Wcp-3a y WcL17 en su 

contribución a la fermentación del pozol. 

Aislar, expresar, caracterizar y referir actividad de todas las enzimas que codifican para actividades que actúan 

sobre hemicelulosa, las cuales están en los genomas de Wcp-3a y WcL17, según los análisis de CAZy, con el fin 

de verificar si estos son activos y si lo son, evaluarlos sobre maíz nixtamalizado para pozol. 

Realizar ensayos de crecimiento y actividad de Wcp-3a y WcL17 sobre almidón para corroborar o descartar la 

condición amilolítica que reveló el análisis de CAZy de estas cepas.  

Realizar ensayos de crecimiento y actividad de Wcp-3a y WcL17 sobre celulosa para corroborar o descartar la 

condición celulolítica que reveló el análisis de CAZy de estas cepas.  

Realizar un análisis transcriptómico de WcL17 y Wcp-3a en masa de maíz nixtamalizado para pozol, que permita 

evaluar que genes se expresan y con ello verificar de que manera están contribuyendo estas cepas a la 

fermentación de la masa para pozol. 
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