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1. INTRODUCCION

Un alimento o bebida fermentada, es aquel en el que la matriz original ha sido
modificada por la accién de uno o varios microorganismos en condiciones de baja
concentracion de oxigeno y que al final del proceso de elaboracidn, tiene caracteristicas
distintas a la materia prima original pero satisfactorias en cuanto a sabor y aroma

debidas, en parte, a la accion de los microorganismos.

A través de las fermentaciones alimentarias ha sido posible preservar y enriquecer
los alimentos asi como acceder a una variedad de nuevas texturas y sabores (Wacher

1993).

Durante muchos afios en México se han producido bebidas fermentadas, originadas
por una microbiota que puede estar constituida por bacterias, hongos y levaduras, de
forma natural o por un cultivo que se adicione, dependiendo el lugar y la region donde
se produzca. Algunas de estas bebidas son: pulque, mezcal, cerveza, tequila, agua miel,

vino entre muchas mas.

En cada una de estas bebidas varia la concentracion y el tipo de la microbiota.

Las bebidas que se utilizaron en este trabajo fueron tequila y mezcal, donde el

estudio de interés fue Saccharomyces cerevisiae. Con la finalidad de determinar si las



cepas puras de Saccharomyces cerevisiae en tequila son iguales a las cepas que

contiene el mezcal.

Lo anteriormente mencionado se realizé con cepas puras de tequila y mezcal a los
diferentes tiempos de fermentacion, para extraer el DNA geondmico y después hacer

la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) de fragmentos delta.

Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR), permite la amplificacion selectiva de
una region especifica de DNA, mimetizando el fenémeno in vivo de replicaciéon de
DNA. Para la reaccién se necesitan los siguientes componentes: una cadena sencilla de
DNA como blanco, iniciadores (secuencia de oligonucleétidos complementaria a los
extremos de la secuencia definida de DNA a amplificar ), desoxinucledtidos trifosfato,

una enzima DNA polimerasa termoestable [6] .

El punto de inicio de la sintesis de DNA se puede especificar adicionando un
iniciador especifico que se alinee, mediante el apareamiento de todas sus bases, a la
secuencia blanco en ese punto. Asi la primera caracteristica importante de la PCR es

que la DNA polimerasa puede ser dirigida para sintetizar una region especifica de DNA

[7].

Para una reaccion de PCR especifica, los iniciadores elegidos son aquellos que

flanquean la regién que va a ser amplificada. Asi las nuevas cadenas de DNA



sintetizadas, que comprenden al iniciador, se extienden hacia la posicién de éste,

localizado en la cadena complementaria.

El resultado neto de una reaccién de PCR, es que al fin de un nimero determinado
de ciclos (n), la reaccién contiene tedricamente un maximo de 2 X n moléculas de DNA
de doble cadena que son copias de la secuencia de DNA presente entre los iniciadores.
Asi la segunda caracteristica importante de la PCR es la amplificacién exponencial de

grandes cantidades de la region especifica de DNA [7].

Al calentamiento para separacion del DNA de doble cadena, al alineamiento
especifico de los iniciadores a la cadena sencilla de DNA blanco y a la extensién de las
nuevas cadenas de DNA, se les denomina como un ciclo de PCR, y los pasos se
denominan: desnaturalizacién, alineamiento y extension, respectivamente. Cada uno de

estos pasos requiere de condiciones de temperatura y tiempo especifico.



2. ANTECEDENTES

2.1 Métodos de tipificacion

En los ultimos afios las metodologias de tipificacién basadas en el polimorfismo del
DNA han tenido grandes avances, lo cual ha permitido discriminar entre cepas de
levaduras, particularmente aquellas que son utilizadas en la industria de bebidas. Esto
ha tenido como consecuencia, una mejor selecciéon de las cepas utilizadas en la

produccién de vinos, cervezas, etcétera. [1]

2.1.1 Campo Pulsado

La separacion de cromosomas, por ejemplo, utilizando la metodologia de electroforesis
en campo pulsado, permite revelar la variabilidad en la constitucion cromosomal de
cepas de levadura. Esto lo hace un método util para la caracterizacion de cepas, por lo

cual es de gran utilidad en cepas de uso en la industria alimenticia.

2.1.2 Interdeltas (deltas)

Por otro lado tenemos el uso del protocolo PCR basado en amplificacion de region
interdelta, la cual fue inicialmente propuesta en 1993. Elementos delta del flanco LTR,
transposén TY1 y TY2 son encontrados en levaduras [5]. El genoma de S. cerevisiae

contiene secuencias repetidas de DNA entre las cuales las secuencias d estdn asociadas



con el transposén Tyl. El nimero y la localizacién de estos elementos en el genoma de
S. cerevisiae tienen una variabilidad intra especifica que sirve como una huella que
permite diferenciar a cepas de S.cerevisiae [1].

Pero pueden también ser encontrados y separados de estos retrotransposones y ser

llamados s6lo elementos delta.

Cerca de 300 elementos delta, semejantes descritos en el genoma S288C, son buenos

candidatos blancos para la identificacién polimérfica.

La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), por otra parte, permite amplificar estas
secuencias o repetidas, con la ayuda de cebadores especificos, lo cual nos deja obtener, en
electroforesis de gel de agarosa, un perfil de estas secuencias con un gran poder
discriminativo para el andlisis de cepas de interés comercial. La tipificacion, utilizando la
metodologia de la PCR-fragmentos delta, tiene un poder de discriminacion parecido al
campo pulsado. El poder discriminativo de la PCR basado en interdeltas de cepas de

S.cerevisiae depende del par de cebadores que se use.

El método de interdeltas es utilizado con frecuencia para andlisis de rutina de cepas

puras de levaduras.



2.1.3 Microsatélites

Por otro lado los microsatélites o secuencias simples repetitivas (SSR-Simple Sequence
Repeat) son secuencias pequeias de 1 a 4 nucledtidos que se repiten en bloque. En los
genomas de los organismos eucaridticos; estas secuencias simples son més frecuentes, bien

distribuidas y presentan loci genéticos altamente polimérficos [2].

Este tipo de secuencias varia entre animales y vegetales. Por ejemplo, en mamiferos
las secuencias mas comunes son (GT)n y (CA)n, donde “n” representa el nimero de veces

que se repite la secuencia; en plantas, las secuencias mas comunes son (AA)n y (AT)n.

Los microsatélites pueden ser amplificados individualmente via PCR, utilizando un
par de “primers” especialmente disefiados (de 20-30 bases), complementarios a las
secuencias unicas que limitan (flanquean) los microsatélites. Los segmentos amplificados
son separados por electroforesis en un gel de agarosa y visualizados, después de la tincién

con bromuro de etidio, en una pantalla con luz ultravioleta [2].

Las bases moleculares de polimorfismo radican en la diferencia del nimero de

unidades repetitivas en los diferentes loci de microsatélites. Cada segmento, de tamafo

diferente representa un alelo diferente de un locus.
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Las ventajas que ofrecen los microsatélites via PCR son:

1. Su alto polimorfismo.

2. Son codominantes, lo que permite diferenciar individuos homocigotos y
heterocigotos

3. Disponibilidad de una buena coleccién de diferentes microsatélites, algunos de los
cuales ocurren en alto ndmero de copias.

4. Estan ligeramente dispersos a través del genoma

5. Latécnica puede ser automatizada.
Por estas caracteristicas, los microsatélites son ideales para el mapeo genético y

mapeo fisico de genomas, para la identificacién y discriminacién de genotipos y para

estudios de genética de poblaciones.

2.2 Tequila y Mezcal

El Agave es una planta que tiene su origen en México (Granados Sanchez 1993) y que se

ha utilizado desde los primeros pobladores para obtener una variedad de productos basicos,

entre los que destacan algunas bebidas de bajo contenido alcohdlico que posteriormente

dieron origen a destilados como el tequila y el mezcal.
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2.2.1 Tequila

Existen diferentes versiones acerca del origen de la palabra Tequila:
“Tecuilas” o Ticuilas”, nombre que recibia una tribu indigena, cuyos integrantes elaboraban

rudimentariamente el “Tequila”.

Una segunda version menciona que la palabra “Tequila”, proviene del vocablo

ndhuatl “tequilitlam”, que significa “lugar donde son abundantes los tributos”.

El origen de la bebida tiene un relato magico, el cual narra que un rayo cayé sobre
unos agaves, los cuales con la descarga dejaron al descubierto el corazén del maguey, que
éste luego ardié y gener6 un liquido cristalino de buen sabor, proceso que fue recreado por

los indigenas.

En 1750 se fabrica de manera industrial por primera vez el Tequila en Amatitlan

Jalisco.

El tequila hace referencia a una bebida alcohdlica regional obtenida por destilacién
y rectificacién de mostos, preparados directa y originalmente del material extraido, dentro
de las instalaciones de la fabrica, derivado de la molienda de las cabezas maduras de Agave
Tequilana Weber var azul, previa o posteriormente hidrolizadas o cocidas y sometidas a
fermentacion alcohdlica con levaduras cultivadas o no, siendo susceptible a ser enriquecido

por otros azucares hasta en un 49%. Tales carbohidratos pueden ser: azucar de cafa o

12



sacarosa, piloncillo, melazas de cafia, jarabe de maiz e inulina; esta ultima no es
directamente fermentable, pero se transforma en fructosa y glucosa por hidrélisis acida

durante la coccidn.

En teoria cualquier tipo de azicar fermentable por las levaduras puede emplearse

para la formulacién del mosto.

Cuando se trata de un tequila 100% agave, la tnica fuente de carbohidratos (CHOs)

es la inulina.

2.2.2 Mezcal

El mezcal es un licor que se obtiene de la destilaciéon de jugos fermentados de diferentes
clases de Agave; su origen es mixto pues la bebida fermentada es obtenida a partir de
agaves cocidos que se preparaban desde la llegada de los espaifioles, quienes introdujeron la

destilacion.

La palabra mezcal viene del ndhuatl metl e ixcalli, que significan “agave cocido al
horno”; se tiene conocimiento (Luna 1957; Blomberg 2000, Clavijero 1978) de que el
corazén del Agave cocido era utilizado en tiempos prehispanicos para preparar una bebida
de bajo contenido alcohdlico y también como golosina, sin embargo no es hasta que los
espaioles introducen la destilacion que el mezcal se produce como tal, por ello se dice que

el origen del mezcal es mixto.
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Aunque el mezcal se produce en diferentes estados del pais, el estado de Oaxaca es
el lugar en donde se concentra la mayor cantidad de productores. A pesar de la importancia
que tiene la industria mezcalera en el pais el método de elaboracién sigue siendo
rudimentario; el proceso de fermentacién no se controla y los microorganismos que
participan en la fermentacién no han sido precisamente identificados. Hasta el momento no
se han encontrado reportes en la bibliografia acerca de la cuantificacién de compuestos
genéricos en el mosto, ni de la influencia de los mismos en la calidad de la bebida, por otro
lado tampoco existen referencias en relaciéon con la caracterizacion de las levaduras
presentes en las plantas de agave, en las melazas o en los mostos de los que se obtiene el

mezcal.

2.2.3 Diferencias entre el Tequila y el Mezcal

El Mezcal se diferencia del Tequila en el proceso de elaboracién, que en el caso de este
ultimo se encuentra mds modernizado y adaptado a normas de calidad internacionales. La
principal diferencia entre ambos es la materia prima con la cual se elabora, pues el tequila,
por norma, sOlo puede obtenerse del A. tequilana weber (agave azul), mientras que el
mezcal puede prepararse con diferentes especies de agave, entre las que se encuentran: el A.
salmiana otto (maguey verde), A. weberi cela (maguey de mezcal), A. espérrima jdcobi

(maguey de cerro), A. potatorum zucc (Tobald) y el A. angustifolia haw o maguey espadin.
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Figura 1. y 2 Planta A. tequilana weber (agave azul) y las pifias ya sin hojas.

El proceso de fermentacion del mezcal es abierto y espontdneo a diferencia de la
elaboracion del tequila, en donde se utilizan indculos (Saccharomyces cerevisiae). La
adicion del indculo es clave, ya que a partir de éste depende en buen medida el rendimiento

del proceso y la calidad del producto.

En la industria se pueden tener diferentes fuentes de la cepa Saccharomyces cerevisiae:
e (Cepas puras de coleccion
e Cepas puras de la destileria o cultivos mixtos
e Levaduras de panificacion con caracteristicas de alta leudacion.

e Levaduras secas preparadas para vino, cerveza y whisky.

15



Compuestos quimicos que estdn presentes especificamente:

Tequila: 4,9-decadien, 2 amino, Nbutil

Mezcal: 5-metil-2-furancarboxialdehido

El 4cido acético y 2-feniletil éster, son compuestos que estan presentes en el mezcal pero no

en el tequila.

El tequila tiene “denominacién de origen”, la cual corresponde al estado de Jalisco;
con 124 municipios por ejemplo Tlajomulco, Zapopan, Atoyac, Tequila, entre muchas
otras.

En el estado de Guanajuato lo producen 7 municipios; en el estado de Michoacan

30, en tanto que el estado de Tamaulipas 11 y 8 municipios para el estado de Nayarit.

El mezcal también tiene “denominacion de origen”; en el estado de Oaxaca existe
una regién denominada “Regién del Mezcal”, la cual comprende los municipios de: Solé de
Vega, Miahuatldn, Yautepec, Tlacolula, entre otros. Guerrero, Durango, Zacatecas y San
Luis Potosi, son otros estados de la Republica Mexicana que también tienen “denominacién

de origen”.

16



De acuerdo a las especificaciones de la NOM del Tequila y Mezcal:

Tequila Mezcal
Contenido alcohdlico (20°C) | Minimo Maximo Minimo Maximo
35 55 36 55
Extracto seco g/l 0.0 5 0.2 10
Alcoholes superiores
mg/100mL 20 500 100 400
Metanol mg/100mL 30 300 100 300
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3. OBJETIVOS

3.1  Objetivo General
e Determinar por medio de la amplificacion de los fragmentos delta, si hay diferencia
entre cepas puras de Saccharomyces cerevisiae precedentes de fermentaciones de

tequila y mezcal.

3.1.1 Objetivos Particulares

e Determinar con que concentraciéon de DNA (20ng, 50ng y 100ng) se obtienen las
mejores amplificaciones, por medio de la reaccion en cadena de la polimerasa, de
los fragmentos delta de S.cerevisiae.

e Determinar qué par de primers (61-62), (812-821) o (82-612) da mejor resultado en

la reaccion en cadena de la polimerasa.
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4. HIPOTESIS

Si se encuentran diferencias en los patrones de los fragmentos deltas amplificados por la
PCR a partir de cepas puras de S.cerevisiae, entonces hay diferencias entre las cepas que

fermentan de manera natural los mostos para producir tequila y mezcal

19



5. MATERIALES Y METODOS

5.1 Obtencién de Cepas

Las cepas de tequila que se utilizaron fueron aisladas y caracterizadas a los diferentes

tiempos de fermentacién de un proceso industrial.

Las cepas de mezcal fueron aisladas y caracterizadas de mostos de agave Potatorum

a los diferentes tiempos de fermentacion en el monitoreo de la produccién del mezcal.

5.2 Cultivo, Purificacién y Conservacion de cepas.

Las cepas de tequila y mezcal fueran cultivadas y purificadas en cajas Petri con medio
extracto de malta YM (agar, 2 % glucosa, 0.5% peptone, 0.5% extracto de levadura y
0.5% extracto de malta), e incubadas ~ a 30°C hasta obtener crecimiento. Posteriormente
pasarlas a tubos de ensayo con rosca que también contenian medio YM soélido; a partir de

estas cepas se realizo la extraccién de DNA.

En el medio YM pueden crecer hongos, bacterias y levaduras.

La conservacién de estas cepas se llevé a cabo cultivdandolas en medio YM liquido

por 24hrs a ~30°C; después de este tiempo se puso en tubos Ependorff 0.7mL del medio

con crecimiento y 0.3mL de glicerol estéril al 100% y se guardaron a —20°C y —80°C.

20



5.3 Extraccion de DNA

Se tom6 una asada de cada una de las cepas puras de tequila y mezcal, las cuales se
incubaron toda una noche durante aproximadamente 18hr en tubos de centrifuga que
contenian 10mL de medio YM liquido (glucosa, peptona, extracto de levadura, extracto de
malta). Después de ese tiempo se centrifugaron los tubos en el equipo Beckman J2-21M/E
a 10,000 rpm durante 10min; el sobrenadante se desechd, el precipitado se lavd con agua
destilada y se volvié a centrifugar; al precipitado sobrante se le adicionaron 2mL de agua
destilada estéril para resuspenderlo, del cual se tomé 1mL y se colocé en tubos Ependorff
que se centrifugaron en un equipo HERMLE Z160M a 10,000 rpm durante 10min; se
desecho el sobrenadante y al precipitado se le adicionaron 500uL de buffer de lisis (1M
Tris-HCI pH 8.5, 5M NaCl, 0.5M EDTA pH 8, 20% SDS, ddH,0), ademéas de pequenas
perlas de vidrio con didmetro de 0.5mm. (Thomas, USA), para después agitarlo en el vortex
por 3min e incubar por lhr a 65°C; después de haber transcurrido ese tiempo se volvid a
mezclar en el vortex por 1min y se centrifugé por 10min a méxima velocidad (14,000rpm);
el sobrenadante se transfirié a un nuevo tubo Ependorff donde se le adicionaron 700uL de
solucién fenol-cloroformo 25:24:1, se mezcl6 en el vortex y se centrifugé a 14,000rpm
durante 10min; inmediatamente se retira el sobrenadante (NOTA: se obtienen 3 capas).

Se tom6 la primera capa y se colocé en un tubo Ependorff nuevo, adicionando ImL de
etanol frio a una concentraciéon del 96%, se agité suavemente y se centrifugd durante
10min a 10,000rpm; se retird el sobrenadante con micropipeta y se dejo secar el precipitado
obtenido y después se resuspendié en 40uLl. de agua desionizada estéril y se pusieron en un

bafio de agua caliente.
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5.4 Cuantificacién de DNA

Una vez obtenido el DNA de las cepas puras de tequila y mezcal, se procedié a

cuantificarlo de la siguiente manera:

Para determinar la pureza y concentracion del DNA, se tomaron 2ul de DNA y se le
adicionaron 18ul de H,O desionizada estéril; la muestra se colocé en una celda de cuarzo y
se leyo a una longitud de onda de 260 y 280 en un espectrofotémetro ajustado previamente
a cero con agua desionizada; los valores de absorbancia obtenidos a la longitud de onda de
260 se dividieron entre los valores obtenidos a 280. Los valores de la relacion
D0260/D0280, alrededor de 1.8, fueron considerados como de mayor pureza para hacer la

reaccion de PCR.

El DNA se cuantificé tomando en cuenta la relacion de 1 absorbancia = 50ng.

5.5 Amplificacién de los fragmentos delta utilizando la reaccién de la polimerasa en

cadena, a diferentes concentraciones: 20, 50 y 100ng de DNA.

Para la mezcla de reaccién de PCR se utilizé buffer Tris Borato EDTA 10x (Acido Bérico,
EDTA, Trizma), cloruro de magnesio (Mg,Cl 50mM), desoxinucledtidos trifosfato d ntps
10nM, par de primers 25pmol/ul (61-62, 62-612, 812-821), TAG 1.25U/ul, DNAng/uL y

H,O0.
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La mezcla se coloca en el equipo Biometra Tpersonal para iniciar con la
desnaturalizacién a 95°C por 2 min., seguido de 35 ciclos usando el siguiente programa:
95°C por 30seg, 43.2°C por Imin 72°C por 1min seguido de la extensién a 72°C durante

10min. [1].

El producto de amplificacion se separa por electroforesis en gel de agarosa al 2%, a

30 V 240 min. y se revela con bromuro de etidio.
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6. RESULTADOS

TI T2 T3 T4 TS T6 T7 T8 T9 T10

Figura 1. Extraccion de DNA genémico de cepas puras S.cerevisiae aisladas de un
proceso industrial de tequila. Electroforesis en gel de agarosa al 1% a 80 volts 40 min.

Tenido con bromuro de etidio.

Ml M2 M3 M2

Figura 2. Extraccion de DNA genémico de cepas puras S.cerevisiae aisladas de mostos
de agave potatorum mezcal. Electroforesis en gel de agarosa al 1% a 80 volts 40 min.

Tenido con bromuro de etidio.
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TT T2 T3 T4 TS T6 M7 M8 M9 TI0 T11 T12 TI13

Figura 3. Productos de PCR obtenidos después de la amplificacion con el par de
primer 61-62, con una concentracion de 20 ng DNA de cepas puras S.cerevisiae de

tequila y mezcal. Electroforesis en gel de agarosa a 30V 240min.

25



50 50 50 50 5050 50 50 50 50 100 100 100 100 100 100 100

Figura 4. Productos de PCR obtenidos después de la amplificacion con el par de
primer 61-82, con una concentracion de 50 y 100 ng DNA de cepas puras S.cerevisiae

de tequila y mezcal. Electroforesis en gel de agarosa a 30V 240min.

Figura 5. Producto PCR a una concentracién de 50ng de DNA, par 51-52. Electroforesis en gel de

agarosa al 2%, 30V 240min. Tefiido con bromuro de etidio.
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Figura 6. Producto de PCR a una concentracién de 50ng de AND, par (812-521) Electroforesis en gel

de agarosa al 2%, 30V 240min. Teiiido con bromuro de etidio.
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7. ANALISIS DE RESULTADOS

En las figuras 1 y 2 se muestra la extraccion de DNA de las cepas de Tequila y Mezcal
respectivamente, las cuales nos indican que el DNA estd libre de contaminacion, por lo
tanto estd listo para utilizarse en la Reaccion en Cadena de la Polimerasa. En algunos casos
las bandas que muestran la presencia de DNA no se presentaron (7 y 8 Figura 1), pero aun
asi fueron utilizados en la mezcla de reacciéon para PCR y se obtuvieron resultados

positivos.

Una vez que se tiene el DNA puro, se hicieron varias pruebas variando la
concentracion del mismo para ver con cudl se obtenia una amplificacién que permitiera la
distincién de los patrones de amplificacion y no se viera afectada la reaccién por un exceso

del material genético.

La amplificacién de DNA, de acuerdo a lo reportado por Jean-Luc 2003.[5] se
comenzd con una concentraciéon de 20ng de DNA, como se muestra en la Figura 3., en la
cual no fue posible obtener una resolucién adecuada de los patrones, en un gel de agarosa al

2 %. Lo mismo ocurrié a una concentracion de 100ng, Figura 4.

Una vez que ya se sabia la concentracion adecuada de DNA, se determiné con qué

par de primers se obtenian mayor nimero de patrones en la técnica de PCR; los pares de

primer que se utilizaron fueron el par (61-62) a una concentracién de 50ng de DNA, en un
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gel de agarosa al 2 %, como se muestra en la figura 5; el otro par (612-621) a también 50ng

de DNA como se muestra en la Figura 6.
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8. CONCLUSIONES

La concentracion adecuada de DNA para la técnica de PCR-fragmentos delta, donde

se obtuvo una mejor resolucion de los patrones; fue de 50ng en un gel de agarosa al

2%, 30V 240 min.

El par de primer (61-62) da mayor nimero de patrones diferentes que el par (612-
021). Todo lo contrario a lo reportado por la literatura [5]. Por lo tanto se utilizo el

par (81-62) para la Reaccién en Cadena de la Polimerasa.

Al utilizar la técnica de la PCR-Fragmentos delta, a una concentracién de 50ng de
DNA con el par de primer (61-02), se pudieron encontrar diferencias entre los

patrones de las cepas de tequila y mezcal.

Si se encontraron diferencias utilizando la técnica de la PCR-Fragmentos delta para
la tipificacion de cepas puras de tequila y mezcal. Con los resultados obtenidos y lo
revisado en la literatura, podemos decir que los Fragmentos delta son especificos de
cada cepa; nos permiten diferenciar cepas de un producto respecto a otro, aunque
no al 100%; ya que con las mismas caracteristicas hay muchas mds cepas; por lo
tanto, con ayuda de éstos podemos agrupar las cepas de diferentes productos por

grupos: las de tequila, mezcal, vino y asi sucesivamente.
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La importancia de este trabajo radica en que una vez sabiendo que hay diferencias
entre las cepas del genero S.cerevisiae del tequila y el mezcal, podemos ver qué
diferencias tienen estas cepas a nivel metabdlico, qué carbohidratos consumen mds

y cudl es la produccion de alcohol.
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