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RESUMEN

El mezcal es una bebida tradicional mexicana que se consume a nivel nacional y su proceso
de elaboracion incluye la fermentacion de azlcares que se encuentran en el Agave. Durante
dicho proceso de fermentacion las levaduras deben responder a cambios en su medio
ambiente debido a fluctuaciones en el pH, la osmolaridad, la concentracién de etanol y
oxigeno disuelto; asi como la disponibilidad de nutrientes y la temperatura. El desempefio
en la fermentacion de las levaduras depende de la capacidad de estas para adaptarse de

manera eficiente y rapida a dichos cambios.

En este trabajo se estudiaran 40 cepas de levaduras que previamente fueron aisladas de
diferentes casas productoras de mezcal en el estado de Oaxaca, éstas ya se encontraban
parcialmente tipificadas y sOlo se trabajard con los grupos que se presume son
representantes de Saccharomyces cerevisiae. Para identificar a nivel especie se llevo a cabo
el método PCR-RFLP de la regién 5.8-1TS de las cepas de Saccharomyces cerevisiae
presentes en los grupos seleccionados. De las 40 cepas utilizadas, 30 se identificaron como

Saccharomyces cerevisiae y 7 como Kluyveromyces marxianus.

Posteriormente se seleccion6 6 cepas que representaban las diferentes casas productoras
para evaluar su capacidad de crecer en condiciones de estrés como lo son el pH,
concentraciones de glucosa o de sacarosa, temperatura y concentraciones de etanol. Se
demostro que las cepas de Saccharomyces cerevisiae seleccionadas pueden tolerar y crecer
en todas la concentraciones de glucosa y de sacarosa, asi como en todos los valores de pH
asignados. Finalmente se observo que la temperatura y el porcentaje de etanol son los dos
factores que presentan mayor impacto celular, pero se encontrd que las cepas seleccionadas

fueron capaces de crecer a 45°C y a 12% de etanol.



1. INTRODUCCION

El mezcal es una bebida mexicana cuyo nombre tiene origen en el nahuatl y se deriva de la
palabra “mexcalli” que significa maguey cocido. Esté se produce en diferentes estados de la
Republica Mexicana como Oaxaca, Guerrero y Jalisco, anteriormente su consumo era
principalmente nacional sin embargo afio con afio sus exportaciones aumentan; por lo cual
el mezcal se ha convertido en un sector en crecimiento econdmico causando un impacto
positivo en las regiones productoras (Salvatierra, 2003). Esta bebida tiene sus raices en la
época precolombina y desde entonces su produccion y consumo se han mantenido como
parte de la cultura de nuestro pais. Sin embargo, a pesar de su larga historia es poco lo que
se conoce sobre la misma; especialmente de su composicion quimica y microbioldgica. Por
lo cual resulta muy interesante el estudio de la comunidad microbiana involucrada y el

papel que desempefia la misma para dar las caracteristicas finales deseadas de esta bebida.

El mezcal es una bebida destilada de mostos fermentados procedentes de pifias de maguey
cocidas y maceradas; su proceso, que es por lo general artesanal, consta basicamente de 5
etapas: jimado, coccion, molienda, fermentacion y destilacion. Dentro de las cuales se
destaca la fermentacion, ya que ésta es sin duda una de las etapas méas determinantes, donde
ocurren una serie de cambios quimicos y microbioldgicos que dan como resultado el perfil
organoléptico final del mezcal. En esta etapa intervienen, bacterias y levaduras, que
producen etanol y otros compuestos quimicos y volatiles como acidos organicos, ésteres,

terpenos y aldehidos que le brindan sabores y olores caracteristicos (Granich et al., 2009).

Dentro de toda la gama de microorganismo es Saccharomyces cerevisiae la levadura que
tiene el papel primordial, ya que es la especie dominante dentro de la fermentacion y la
principal productora de etanol, factor que regula el desarrollo microbiano (Fleet, 2003;
Lappe et al., 2008). Debido a esto, la identificacion y estudio de S. cerevisiae son
fundamentales para tener una mejor compresion de los eventos involucrados en la
fabricacion del mezcal, asimismo, es importante conocer el comportamiento y
supervivencia de esta levadura ante diferentes condiciones adversas, ya que esto repercute

también en el perfil organoléptico final de la bebida.



La identificacion de levaduras se hacia tradicionalmente con base en sus caracteristicas
morfolégicas y fisioldgicas, estos procedimientos requerian de un gran nimero de ensayos,
lo cual implicaba una gran inversién de tiempo y recursos; y por otro lado no siempre se
aseguraba la correcta identificacion. (Barnett et al., 2000) Actualmente los métodos
moleculares ofrecen una alternativa que permite caracterizar a los microorganismos a nivel
de género y especie con menos trabajo y tiempo. Los métodos moleculares mas utilizados
se pueden dividir en dos sub-categorias, aquellos utilizados para la identificacion a nivel
especie y aquellos para la tipificacion a nivel cepa. La reaccién en cadena de la polimerasa
(PCR) es de los métodos méas empleados y ha sido utilizada para amplificar aquellas
regiones como el gen ribosomal 26s, los ITS (Region Espaciadora Intergénica, Internal
Transcribed Spacer), etc., para identificar a nivel especie las levaduras. La técnica
polimorfismo de la longitud de los fragmentos de restriccion del ADN (RFLP) se basa en el
polimorfismo del ADN que ocurre cuando éste es digerido con enzimas de restriccion y los
patrones que aparecen ayudan a diferenciar a las especies por medio del anélisis de patrones
de ruptura. Estos fragmentos polimorficos se generan debido a que los organismos de
diferentes especies, e incluso cepas, difieren en la distancia de los sitios de corte para cada
enzima de restriccion. La similitud de los patrones generados permite establecer
correlaciones entre especies y cepas; Yy la existencia de patrones Gnicos permite la
identificacion (Orbera, 2004., Cova, 2010).

Por otro Saccharomyces cerevisiae, ha sufrido a lo largo de los afios diversos procesos
adaptativos que le permite ajustarse a las diferentes condiciones de fermentacion
involucrados en la produccion de diversos alimentos y bebidas. La resistencia a las
condiciones estresantes de una fermentacion alcohoélica hace que las levaduras presenten
caracteristicas fisiologicas y genéticas que las distinguen del resto de las cepas naturales; en
adicion dichas caracteristicas varian dependiendo de las diferentes bebidas en donde estén
involucradas (Dujon et al., 2004; Fay y Benavides, 2005); por lo cual las levaduras del
mezcal presentan caracteristicas de tolerancia particulares las cuales no han sido estudiadas
y su conocimiento es fundamental para asegurar la supervivencia de las mismas y la

obtencion del producto final con las caracteristicas deseadas.



2. ANTECEDENTES

2.1 Aspectos generales del mezcal

En México existen varias bebidas alcoholicas elaboradas a partir del Agave, entre ellas se
destacan el tequila y el mezcal, estas dos bebidas son consumidas y conocidas tanto en
nuestro pais, como en el mundo. En el caso particular del mezcal, éste es elaborado
principalmente a partir del Agave salmiana y Agave angustifolia; y su proceso es por lo
general artesanal y rudimentario. ElI mezcal representa un sector en crecimiento y afio con
afio sus exportaciones aumentan, teniendo asi un mayor impacto econémico en las regiones
productoras; para el afio 2009 la produccion de mezcal era de alrededor de 1.8 millones de
litros (Salvatierra, 2003).

El mezcal, al igual que el tequila cuentan con denominacion de origen, la regién mezcalera
en México comprende territorios en los estados de Durango, Guanajuato, Guerrero,
Oaxaca, San Luis Potosi, Tamaulipas y Zacatecas. Dentro de estos estados, Oaxaca se ha
destacado en los ultimos afios como el principal productor al generar el 54.4% del total

nacional (Sectorial, 2011).

La region del mezcal de Oaxaca se localiza en los Valles Centrales: distritos de Tlacolula,
Zimatlan, Ejutla 'y Ocotlan 'y en la Sierra  Sur. distritos de
Yautepec, Miahuatlan y Sola de Vega. Esta regidon se encuentra ubicada en un rango
altitudinal de entre 800 y 1800 msnm, con temperaturas medias de 20 a 25°C y
precipitaciones anuales de 450 a 644 mm, por lo cual, el clima que predomina es el
semicalido subhimedo y el calido seco. Actualmente se pueden distinguir dos subregiones
dentro de la zona que estan caracterizadas por su infraestructura y tipo de desarrollo. La
region de Tlacolula y Yautepec, que es una regién mas tecnificada y la region de Valles
centrales y parte de la Sierra Sur donde se preserva la produccion rustica (Granich et al.,
2009).



ESTADO DE OAXACA
DISTRITOS QUE INTEGRAN LA REGION DEL MEZCAL

llustracidn 1. Distritos de la regidn del mezcal en Oaxaca, México. (Granich et al., 2009)

2.1.2 Etapas de la produccion del mezcal

La produccién del mezcal incluye 5 etapas importantes que son: cocimiento, molienda,
fermentacion, destilacion y rectificacion. En el primer paso, se realiza el cocimiento del
maguey en hornos de subsuelo o verticales de mamposteria, hidrolizadores o en autoclaves.
Este proceso permite la hidrolisis de los almidones para obtener glucosa y fructosa. Se le
Ilama mezcal a las pifias cocidas. En segundo lugar, se realiza la molienda para obtener el
jugo llamado mosto y el bagazo. Esta etapa se puede realizar de diferentes formas como son
el macerado a mano o machacado en una tahona. Una vez que se cuenta con el mosto, se
fermenta; y dependiendo de lo rudimentario del proceso, se puede llevar a cabo en tinas de
madera, pilas forradas de madera o en tanques de acero inoxidable. La fermentacion es un
punto critico, es aqui donde se da la conversion de los azlcares contenidos en el mosto en
alcohol. Esta etapa de produccion dura aproximadamente tres dias y el producto final que
se obtiene es el mosto muerto, cuya graduacion alcohdlica va de entre 6% y 7%.
Posteriormente, es en la destilacion cuando se efectla la separacion del alcohol, debido a
los diferentes puntos de ebullicion, obteniéndose asi el mezcal de primera destilacion.
Dicho proceso se puede llevar a cabo en ollas de barro sobrepuestas o en alambiques de

cobre o acero inoxidable. Finalmente, en la rectificacion se le realiza al mezcal una segunda



destilacion para poder elevar su contenido alcohdlico (Granich et al., 2009; Sectorial,
2011).

Una de las etapas mas importantes dentro de toda la produccion del mezcal es la
fermentacion. Esta es una fermentacion compleja en la que participan bacterias y levaduras,
las cuales son responsables de la produccion de etanol y de compuestos quimicos y
volatiles como &cidos orgénicos, ésteres, terpenos y aldehidos entre otros que confieren al
producto, sus caracteristicas organolépticas Unicas. En el caso particular de las levaduras es
Saccharomyces cerevisiae la principal productora de etanol. El etanol es el factor que rige
el crecimiento y desarrollo microbiano durante la fermentacion y es por ello que de manera
indirecta, afecta la produccion de metabdlitos y congenéricos que tienen una repercusion
directa en el sabor y olor del mezcal. Esto se debe a que aquellas levaduras no-
Saccharomyces son poco resistentes al etanol y ven limitado su crecimiento y actividad
metabolica; mientras que las levaduras mas resistentes, mantienen su desarrollo y se
convierten en especies dominantes que dirigen la fermentacion (Fleet, 2003; Lappe et al.,
2008).

Tipo de bebida Destilada
Especie de Agave Estado de producciéon
A. salmiana San Luis Potosi
A cupreata .
b ek Michoacan
4. iaeuidens
A angustifolia
A. americana var. oaxacensis :
Y Oaxaca
A. karkwinskii
A marmorata
A. potatorum
A. duranguensis Durango
A. fourcrovdes Yucatan

Substrato Mosto

Bacterias: Lactobacillus pontis, L. kefiri, L. plantarum, L. farraginis

Weissella ctbaria, W. paramesenteroides, Zvmomonas mobilis.

Levaduras: no-Sacchavomyces (Candida spp., C. magnolia,
Microbiota funcional Hanseniaspora guilliermondii, H. uvarum, H. vinae, Pichia caribbica, P.

guilliermondii, P membranifaciens, 1. delbrueckii, Debaryomyces

hansenii, Kluyveromyces marxianus,, T delbrueckii) ¥ Saccharomyces (S

cerevisiae)

Productos de fermentacion Etanol. dcidos organicos. ésteres. terpenos. aldehidos. furanos.

llustracion 2. Caracteristicas generales del mezcal (Lappe et. al., 2008)



2.2 Aspectos generales de género Saccharomyces

Las levaduras que cuentan con la capacidad de llevar a cabo la fermentacion de azlcares se
agrupan, dentro del orden Endomycetales, en la familia Saccharomycetaceae. Dentro de
esta familia se encuentra el género Saccharomyces que incluye tanto especies naturales
como especies de levaduras que se utilizan para la produccion de alimentos y bebidas por
medio de fermentaciones industriales y tradicionales. Recientemente se han utilizado para
la obtencion de vitaminas del complejo B, pigmentos, cofactores y biomasa entre otros

productos de interés biotecnoldgico (Arias, 2008).

En la actualidad, se aceptan para el género Saccharomyces 16 especies que estan
clasificadas en dos grupos establecidos por Van der Walt (Rainieri et al., 2003; Kurtzman y
Robnett, 2003; Barnett, 2004). Estas especies se encuentran divididas en dos grandes
grupos, el grupo Saccharomyces sensu stricto donde se incluye S. cerevisiae, y otras
especies con una gran capacidad fermentativa, en presencia o ausencia de oxigeno, para la
produccién de etanol; el segundo grupo es Saccharomyces sensu lato que comprende
aquellas especies méas distantes de S. cerevisiae como S.barnettii 0 S.unispous. La
identificacion y clasificacion de especies dentro del género Saccharomyces siempre ha sido
dificil, ya que comparten muchas caracteristicas y no es posible ver una clara separacion
entre ellas, es por ello que las técnicas moleculares son necesarias para la diferenciacion
del grupo Saccharomyces sensu stricto ya que los grados de homologias existentes entre las
especies de este grupo son: para S. paradoxus Yy S. cerevisiae 46-59% y para S. pastorianus
S.bayanus del 70% (Rainieri et al., 2003).

2.2.1 Caracteristicas de Saccharomyces

El género de las levaduras Saccharomyces se caracteriza por tener una fase vegetativa con
gemacion multipolar como reproduccion asexual. Las células son esféricas, ovoides o
elongadas y pueden formar un pseudomicelio (Arias, 2008). Este tipo de levaduras son no

filamentosas y por lo general son diploides o poliploides.

La caracteristica fisiolégica mas importante es su capacidad para fermentar de manera

eficiente anaerobia o semianaerobiamente uno o mas azlcares para producir etanol, como



D-glucosa, D-fructosa y D-manosa. Adicionalmente, todas las cepas de este género pueden
utilizar D-galactosa de manera aerobia 0 anaerobia, pero no asi lactosa, pentosas, alditoles
ni polisacéridos; otra fuente de carbono que les es imposible utilizar de manera aerdbica es
el citrato. Para el caso de fuentes de nitrégeno, no pueden ocupar nitrato, ni hidrolizar urea.
(Barnett, 2004).

2.2.2 Constitucion genética de levaduras.

Las cepas de Saccharomyces que se utilizan de manera industrial son organismos que han
sido domesticados, es decir que han sufrido de una especializacion gracias a que se han
adaptado a diferentes ambientes creados por actividades humanas. Dicha domesticacion es
responsable de que estas levaduras presenten caracteristicas genéticas particulares. La
mayoria de las cepas que se utilizan en procesos industriales son organismos homotalicos,
mientras que las cepas silvestres y de laboratorio son por lo general heterotélicas (Arias,
2008).

S. cerevisiae; es uno de los eucariotes mas estudiados cuyo genoma fue el primero en ser
secuenciado por completo (Goffeau et al.,, 1996). S. cerevisiae presenta un genoma
relativamente pequefio, con un gran nimero de cromosomas, poco DNA repetitivo y genes
sin intrones en su mayoria. Cuando se trata de una cepa haploide ésta cuenta con 12-13
megabases de DNA nuclear, distribuidos en 16 cromosomas, y que varian en tamafios
desde 250 a 2000 kb (Barre et al., 1992; Pretorius, 2000). Como ya se habia mencionado
existen diferencias entre las cepas industriales, las cepas de laboratorio y las cepas
silvestres. Por ejemplo, la gran mayoria de cepas de laboratorio son haploides o diploides y
poseen la longitud de los cromosomas bien definidas; por otro lado, las industriales son
principalmente diploides, aneuploides o poliploides (Codén y Benitez, 1995). Dicha
caracteristica otorga ventajas adaptativas a ambientes variables o también puede ser una
manera de incrementar la dosis génica de algunos genes importantes para la fermentacion
(Bakalinsky y Snow, 1990). La diversidad genética se ve influenciada tanto por factores
genéticos, ambientales y poblacionales. Los estudios de variabilidad genética nos permiten
comprender mejor la generacion, mantenimiento y eliminacion de la misma variabilidad,
asi como conocer mejor la historia de las poblaciones y ayudar a la reconstruccion

filogenética de la especie.



2.3. Métodos moleculares

Las pruebas de identificacion utilizadas anteriormente de manera tradicional, se basan
principalmente en las caracteristicas morfoldgicas y fisiologicas de las especies
microbianas. Dichas pruebas presentan ciertos inconvenientes como que son laboriosas,
complejas y consumen tiempo (Esteve-Zarzoso et al., 1999). Entre los parametros que se
estudian estan la morfologia de la colonia, la morfologia del estado asexual y sexual y la
presencia de homo y heterotalismo, entre otras; no obstante dichas caracteristicas solo
permiten la identificacion hasta el nivel de genero. Para el caso de la identificacion de las
levaduras, las principales pruebas fisioldgicas utilizadas son la fermentacion y asimilacion
de fuentes de carbono, la asimilacion de compuestos nitrogenados, los requerimientos
vitaminicos, la resistencia a cicloheximida y la termotolerancia. Sin embargo, estas
pruebas no siempre resultan estables ni reproducibles ya que dependen de una serie de
aspectos como las condiciones del cultivo, el estado fisiolégico de la levadura o, para el
caso de las fuentes de carbono y nitrégeno, que en ambos casos se pueden metabolizar por
rutas comunes y en ocasiones su metabolismo es controlado por varios genes haciendo asi
que los resultados obtenidos, presenten mayor incertidumbre (Boekhout et al. 1996).
Dentro de las pruebas bioquimicas prevalecen la electroforesis de proteinas, el analisis de
los patrones de isoenzimas y de resonancia magnética nuclear, el nimero de unidades de
isopreno en la coenzima Q y la cromatografia de &cidos grasos de cadena larga de la pared
celular. Estas técnicas también dependen del estado fisiologico de las cepas y como
principales desventajas en los resultados, estan la  presencia de ambigiiedades e
incorrecciones debido a que las caracteristicas morfologicas y fisiologicas estan
fuertemente influenciadas por las condiciones de cultivo (Boekhout et al. ,1996; Esteve-
Zarzoso et al., 1999).

Alrededor de la década de los sesenta, se estudiaba la variabilidad genética comparando
patrones de movilidad electroforética de proteinas entre individuos y poblaciones. Tras el
avance del tiempo, con el descubrimiento y estudio del DNA, se desarrollaron diferentes
técnicas basadas en el estudio del DNA y el RNA. Existen diversas técnicas moleculares
para estudiar la variacion genética de Saccharomyces. Se pueden clasificar de diferentes

maneras, ya sea por el ADN que se utiliza para la técnica como ribosomal o mitocondrial o



por el nivel de identificacion las cuales se pueden dividir en dos sub-categorias aquellos

utilizados para la identificacion a nivel especie y aquellos para la identificacion a nivel cepa.

Mencionando algunos ejemplos, para el caso de los primeros se cuenta con el analisis de las
regiones ribosomales que puede ser PCR-RFLP y secuenciaciones; la electroforesis en gel
desnaturalizante (DGGE). Para la identificacion de la cepa, existen aquellos basados en el
PCR como la amplificacion aleatoria de DNA polimérfico (RAPD), el andlisis de DNA
mitocondrial y la eletroforésis en campo pulsado (PFGE) entre otros (Orberd, 2004, Cova,
2010).

2.3.1 Métodos basados en el andlisis de regiones ribosomales

En Saccharomyces cerevisiae asi como en todos los hongos existen cuatro regiones de
ADN ribosomal, 5S, 5.8S, 18Sy 26S, estas regiones se encuentran agrupados en tandems
o0 arreglos de cabeza a cola, formando asi una unidad de transcripcion que se repite en el
genoma de 100 a 200 veces. En cada una de las unidades de transcripcion existen los ITS
(espaciadores de transcripcion interna) y ETS (espaciadores de transcripcion externa),
dichas son secuencias no codificantes. Las partes codificantes se encuentran separadas por
espaciadores intergénicos conocidos como NTS (espaciadores no transcritos); el gen 5S no
cuenta con este arreglo pero si con el numero de repeticiones ((Fernandez-Espinar et al.
2006). La region 5.8S es codificadora y conservada, y muestra baja variabilidad
intraespecifica por lo que no permite la delimitacion entre cepas de la misma especie. Por
otro lado, los ITS que como se habia mencionado con anterioridad, son regiones no
codificadoras e hipersensibles que permiten el reconocimiento a nivel interespecifico
(Orbera, 2004).

NTS NTS
ETS ITS1 ITS2 ETS NTS
|l -y b molR2 | |
issssU olESRE |1 26SLsU el
1700 bp 158 bp 3300 bp 120 bp

llustracion 3. Estructura del DNA ribosomal nuclear (Fernandez-Espinar et al., 2006)
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2.3.1.1. Reaccién en cadena de la polimerasa (PCR)

La reaccién en cadena de la polimerasa es una técnica molecular in vitro que es utilizada
comunmente para amplificar regiones especificas de DNA que se encuentran dentro de dos
areas de una secuencia conocida. La técnica fue descrita por Kary Mullis en 1983. Para esta
técnica, se requiere de varios componentes como los dNTP (desoxirribonucléosidos-
trifosfato) que actian como unidades formadoras del DNA, los primers u oligonucleétidos,
que son cadenas cortas de ADN que se alinearan a secuencias complementarias de ADN
muestra que ya ha sido desnaturalizado durante la amplificacion. Otros componentes de
esta reaccion son los iones divalente que por lo general es el Mg*?, los cuales act(ian como
cofactor de la enzima; una solucion buffer o amortiguadora, que mantendra el pH adecuado
para llevar a cabo la reaccion y la polimerasa, que es la enzima de la reaccion. Dichos
fragmentos ya amplificados pueden ser separados y visualizados por medio de un gel de
agarosa. Esta técnica presenta ventajas como su rapidez, sensibilidad y reproducibilidad
(Hoff , 2012).
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¥
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lustracion 4. Representacion de un ciclo de la reaccién de PCR (Andrade 2006).



2.3.1.2 Polimorfismo de longitud en los fragmentos de restriccion del rDNA/rRNA

(RFLP)

Esta técnica se basa en la diferenciacion de los organismos por el anélisis de los patrones de
ruptura que se generan en un sitio especifico del genoma cuando éste es cortado por
enzimas de restriccion (endonucleasas). Los patrones obtenidos presentan diferentes
tamanos dependiendo de los cortes que genere cada una de las enzimas utilizadas y pueden
ser observados en un gel de electroforesis. Cada uno de los fragmentos polimdrficos
obtenidos se deben a que los organismos de diferentes especies, e incluso de diferentes

cepas, difieren en la distancia de los sitios de clivaje o corte para cada enzima de restriccion.

Cuando se encuentran similitudes en lo patrones generados, se pueden establecer
correlaciones entre las especies y las cepas, y la existencia de patrones Unicos permite su
identificacion. Esta técnica ha sido ampliamente utilizada en estudios de identificacion y
filogenia de levaduras de interés industrial utilizando principalmente la region del rDNA
5.8S y los espaciadores internos ITS1 e ITS2 (Orbera, 2004; Hoff , 2012).

Adicionalmente, se utiliza el PCR-RFLP que es béasicamente una combinacion de ambas
técnicas mencionadas en el cual, primero se realiza la amplificacién de ADN deseado y

luego se realizan las restricciones con las enzimas deseadas.

Dentro de las regiones ribosomales que mas se utilizan, se encuentra 1TS1-5.8S-1TS2
empleada para identificar 191 levaduras relacionadas principalmente con alimentos y
bebidas. (Fernandez-Espinar et al. 2006). En dicho caso, para obtener los patrones de
restriccion se utilizaron las enzimas Haelll, Hinfl, Cfol y Ddel ya que éstas generan un
patron especie-especifico, no obstante en especies muy cercanas, las diferencias no son
notables. Actualmente dicha informacion esta disponible en un sitio web (http://yeast-
id.com) para facilitar la consulta y poder comparar los resultados por medio de cepas de
referencia. Este método ha sido utilizado por varios autores como Ramos et al. 1998;
Fernandez-Espinar et al., 2000; Cadez et al., 2002; Esteve-Zarzoso et al., 2003; Naumova
et al., 2003. para la identificacion de especies en una amplia gama de productos (Arias,
2008).
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El andlisis de restriccion de la region ribosomal NTS, NTS-18S y NTS-ITS ha sido
utilizado para identificar especies pertenecientes al género Saccharomyces sensu stricto.
Sin embargo, no se cuenta con una base de datos disponible por lo que los resultados
obtenidos no se pueden generalizar (Fernandez-Espinar et al. 2006). Algunos de los autores
que han utilizado esto son Baleiras Couto et al. (1996); Nguyen y Gaillardin (1997);
Pulvirenti et al. (2000); Nguyen et al. (2000); Caruso et al. (2002); Romero et al. (2005).

2.3.1.3 Polimorfismo de la longitud de los fragmentos amplificados (AFLP)

Esta técnica se basa en la amplificacion selectiva por PCR de fragmentos de restriccion del
DNA genético, en otras palabras consiste en cortar el ADN con enzimas de restriccion, una
de corte frecuente y otra de corte poco frecuente. A los fragmentos obtenidos de dichos
cortes se les amplifica por PCR, probando diferentes combinaciones de complementariedad
del oligonucleotido con el sitio de restriccion, con ello se puede disminuir o aumentar el
namero de bandas amplificadas y comparar el polimorfismo generado (Arratia, 2009). La
técnica se ha utilizado para identificar la variacion genética en cepas vinicas comerciales
aisladas de vifiedos, asi como para identificar cepas industriales de Saccharomyces spp.
(Arias, 2008).

2.3.1.4 Polimorfismo del DNA aleatoriamente amplificado (RAPD)

El RAPD es una técnica basada en la amplificacion por PCR simultanea del DNA
gendmico en presencia de un Unico cebador de pocos oligonucle6tidos. El uso de esta
técnica, permite obtener las diferencias del numero y tamafio en los fragmentos del DNA
amplificado, sirviendo como huellas digitales ya que son especificas de las especies e
incluso de las cepas. La técnica ha sido utilizada para estudios de control de calidad de
indculos para fabricacién de bebidas como la cerveza, pues la comparacion del cultivo
original con las lineas subcultivadas, permite identificar facilmente cualquier contaminante
(Hoff , 2012).
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2.4 Adaptacion a los ambientes fermentativos y respuestas a estrés de las levaduras

Las levaduras del género Saccharomyces han sufrido a lo largo de la historia cambios en
sus procesos adaptativos para adecuarse a los diferentes procesos donde son utilizadas. Uno
de los principales cambios es la resistencia a condiciones estresantes que ocurren dentro de
una fermentacion alcohdlica. Las levaduras que se utilizan hoy en dia para este tipo de
procesos son levaduras que presentan caracteristicas fisioldgicas y genéticas que las
diferencian de las cepas de ambientes naturales (Dujon et al,. 2004; Fay y Benavides,
2005). Con el avance en las técnicas moleculares se han podido descubrir mecanismos

involucrados en la adaptacion a dichos ambientes.

Dentro de los ambientes fermentativos se destacan una serie de factores que producen
estrés para las levaduras y que afectan su capacidad de supervivencia. Dentro de los
principales se encuentran: el estrés osmotico que se presenta al inicio de la fermentacion
gracias a la alta concentracion de azucares, el pH acido del medio, la concentracion de
etanol al final de la fermentacion, el agotamiento de nutrientes como fuentes de nitrégeno y
carbono y cambios drésticos en la temperatura (Bauer y Pretorius, 2000; Querol et al.,
2003). Dos de los factores determinantes en el dafio que provoca el estrés como la respuesta
de la levadura al mismo, son el tipo y grado del estrés y el estado de desarrollo de la
levadura en el momento del estimulo. No obstante, las condiciones de estrés afectan
principalmente a las estructuras celulares, como membranas, Yy a las macromoléculas
modificando su estructura y con ello dafiando su funcién, en particular a lipidos, proteinas y
acidos nucleicos (Folch-Mallol et al. 2004).

Como ya se menciond previamente Saccharomyces cerevisiae es un hongo ascomiceto que
ha sido ampliamente estudiado; est4 estrechamente relacionado con diversos procesos
fermentativos siendo uno de ellos, la produccion mezcalera. Este microorganismo presenta
cinco fases de crecimiento cuando se cultiva en un medio liquido, utilizando la glucosa
como fuente de carbono. La primera fase, es la fase lag que consiste en un periodo de
adaptacion en el cual, la células se preparan para dividirse. La fase logaritmica es aquella
donde las células alcanzan su méxima velocidad de duplicacion y presentan un
metabolismo fermentativo que produce etanol. La siguiente fase, es el cambio diduxico el

cual ocurre cuando existe una disminucion en la concentracion de glucosa; en este punto, la
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division celular se detiene y la célula cambia de un metabolismo fermentativo a uno
respiratorio. Posteriormente en la fase postdiauxica, las células utilizan el etanol
previamente producido como fuente de carbono e incrementan su resistencia gradualmente
al estrés. En la fase estacionaria, los nutrientes del medio se han agotado y ya no ocurre
division celular; la pared se vuelve mas gruesa, se presenta la acumulacion de carbohidratos
de reserva, como la trehalosa y el glucdgeno, y se alcanza el maximo de resistencia al nivel

de estrés (Werner-Washburne y Johnston, 1993).

2.4.1 Respuesta general al estrés: proteccion cruzada

Una de las respuestas méas rapidas de las levaduras a las condiciones de estrés, es la sintesis
de moléculas que permite aminorar o reparar el dafio que dicha condicién ocasione. Las
moléculas mejor estudiadas son conocidas como proteinas de estrés. Los estudios
realizados sobre éstas muestran que para la supervivencia celular es importante la
transduccion de sefiales y factores de transcripcion involucrados en las respuestas (Folch-
Mallol et al., 2004).

Un factor principal que contribuye a la supervivencia celular y a la respuesta al estrés
mismo, es la induccion previa a dicho tipo de estrés, ya que se ha demostrado que esto a su
vez, conlleva a la tolerancia de otros tipos de estrés. Este tipo de respuesta se conoce como
proteccion cruzada. La teoria de proteccion cruzada es apoyada gracias a estudios
moleculares donde se demuestra que al existir estrés nutricional, ocurre un incremento en la
transcripcion de genes de respuesta a estrés por calor (HSP Proteinas de Choque Térmico
Heat Shock Proteins) (Werner-Washburne et al., 1989) o si existe estrés de tipo térmico, se
da la expresion de genes relacionados con la respuesta a condiciones hiperoxidantes. Una
explicacion a la proteccion cruzada es que, al inducir diversas respuestas de estrés se genera
una serie de mecanismos de defensa; se establece un metabolismo basal que disminuye asi
el gasto energético y la tasa de crecimiento; dicha integracion de respuestas determina la
capacidad adaptativa y la supervivencia de la misma.

Uno de los mecanismos de coordinacion que permite integrar las funciones en situaciones

adversas, es la secuencia consenso que regula la expresion en los promotores de varios
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genes de respuesta a diferentes condiciones de estres, dicha secuencia es conocida como
STRE (AGGGG) por sus siglas en ingles Stress Responsive Element (Elemento de
Respuesta a Estrés). EI STRE permite a la levadura no sélo proteger y mantener sus
funciones bésicas sino también convertirse en un organismo bioldgicamente eficiente
(Kobayashi y McEntee, 1990). Dentro de los controles centrales de esta respuesta general a
estrés se encuentra los niveles de AMP ciclico, los cuales a través de la proteina-cinasa A
(PKA) advierte de cambios en el medio ambiente, por ello la via PKA participa en la
percepcion de la situacion nutricional y la respuesta a estrés (Folch-Mallol et al., 2004).
Otra estrategia para la coordinacién del sistema complejo conformado de elementos que
participan en diversas funciones utilizados por las células, es presentar blancos comunes en
genes que codifican para dichas funciones diversas. Estos blancos son posibles gracias a la
intervencion de factores transcripcionales, capaces de captar varios estimulos que coinciden
en proteinas que activan estos factores, los cuales a su vez activan la transcripcion de
diferentes genes y por ende la expresion de las proteinas a las que codifican (Folch-Mallol
et al., 2004)

La expresion de genes mediada por el elemento STRE es muy baja en medios con glucosa
como fuente de carbono y resulta lo contrario en medios con fuentes no fermentables de
carbono y en fase diauxica o estacionaria. El elemento STRE es reconocido por los
factores de transcripcion Msn2p y Msn4p que en condiciones normales de crecimiento, se
encuentran en el citoplasma, lo que impide que estos factores activen los genes banco; pero
cuando se tiene una situacion de estrés estos factores son transportados al ndcleo para que

comience la respuesta (Martinez-Pastor et al., 1996).

2.4.2 Estrés osmdtico: sacarosa y glucosa

En muchos procesos comerciales de produccion de bebidas alcohélicas, como es el caso del
mezcal, el medio de fermentacion es una mezcla compleja de diferentes azucares. Por ello
se espera que S. cerevisiae pueda ser capaz de percibir, resistir y adaptarse al estres
hiperosmotico. El estrés hiperosmético se define como una disminucién del potencial
hidrico del ambiente, en el cual, se esta desarrollando un organismo (Folch-Mallol et al.,
2004; Gibson et al., 2007).
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La osmoregulacion en las levaduras es dependiente de su capacidad de censar los estimulos
externos y por ello, realizar cambios fisioldgicos, bioquimicos y de otras funciones
celulares para acoplarse al medio ambiente modificado donde ésta se encuentre. Existen
principalmente dos tipos de respuesta que se pueden obtener de una célula ante los cambios
osmoticos: osmotolerancia y osmoadaptacion. La respuesta y supervivencia de la cepa asi
como la reanudacion del ciclo celular normal dependen del tipo y severidad del estrés, el
fondo genético de la cepa y el estado de crecimiento de la misma (Folch-Mallol et al.,
2004).

La osmotolerancia se puede describir como la capacidad fisiologica innata de resistencia
ante el estrés osmotico como respuesta a una exposicion crénica de presion hiperosmética y
éste representa un mecanismo mediante el cual, la célula mantiene su viabilidad en la
presencia de elevada concentracion de solutos. Algunos aspectos que permiten la
osmotolerancia son: contar con una estructura de membrana superior, una vacuola en
correcto funcionamiento y presentar trehalosa que protege a la membrana contra la
desecacion y la desnaturalizacién proteica; pero principalmente se debe a la abundancia en
macromdleculas osmoprotectoras que no solo permiten estabilizar la membrana celular, las
enzimas, ciertas proteinas e inclusive acidos nucleidos sino también no presentan efecto en

el potencial de agua intracelular (Gibson et al., 2007).

La osmoadaptacion es un proceso de ajuste celular que trata con un sistema refinado y
sensible de censado y respuesta, se basa en adquirir osmotolerancia de manera paulatina 'y a
través de un camino de transduccion de sefiales mediado por la alteracion en los niveles de

ciertas proteinas (Gibson et al., 2007).

En cualquier caso, lo primero que ocurre al presentarse una condicién de estrés osmdtico,
es una respuesta inmediata de salida de agua intracelular, gracias a esta pérdida de agua se
incrementan las concentraciones intracelulares de iones y biomoleculas causando una
disminucion en la actividad celular. Para el caso de S. cerevisiae ésta sufre un cambio en el
volumen celular gracias a la pérdida de agua del citosol, dicho proceso se compensa por la
accion de la vacuola que acumula los iones toxicos en pro del citoplasma y los organelos.
En las primeras fases de adaptacion, la levadura sufre de una reestructuracion del

citoesqueleto de actina, detencion del ciclo celular y reprogramacion del metabolismo y a la
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vez, ocurren cambios involucrados con la resistencia al estrés, como un aumento en la

concentracion del glicerol y la exclusién de iones toxicos (Tao et al., 1999).

Como ya se menciond, la sintesis y acumulacion de glicerol es la principal respuesta en el
mecanismo de osmoregulacion y esta directamente relacionado con el mantenimiento del
turgor celular. La biosintesis del glicerol esta regulada por la via de HOG (Glicerol de Alta
Osmolaridad, High Osmolarity Glicerol); esta es una de las vias de MAP cinasas. Las MAP
cinasas son unidades de sefializacion altamente conservadas y con un papel vital en la
respuesta de factores ambientales, entre otros. Dentro de la via de HOG se destaca la
participacion de una proteina SInlp que actia como un regulador negativo de la via, es
decir si la proteina esta activa la via no y viceversa. La via de HOG esta relacionada con la
activacion de Msn2p y Msn4p por lo que se cree que esta via tiene un efecto regulador de la
via de respuesta cruzada o general. (Schuller et al., 1994).

El glicerol forma parte de un grupo de moléculas conocidas como osmolitos compatibles,
las cuales se acumulan en la célula para contrarrestar los efectos de la deshidratacion
causada por el estrés y no afectan el funcionamiento celular (Folch-Mallol et al., 2004). Las
principales ventajas de los osmolitos compatibles son que pueden incrementar el potencial
osmotico intracelular sin la necesidad de producir proteinas estabilizantes y que pueden ser

facilmente asimiladas una vez que el factor de estrés sea removido (Gibson et al., 2007).

2.4.3 Estrés acido

En la industria alimenticia y en la mayor parte de las fermentaciones alcohdlicas se
presentan condiciones &cidas para el desarrollo de las levaduras, ya sea por la adicién de
acidos organicos, que funcionan como conservadores en la mayoria de los casos, o por la
produccién de metabolitos secundarias de otros microorganismo; las levaduras han

demostrado presentar un alta capacidad de tolerancia y adaptacion a estos ambientes.

Para el estrés generado debido a pH acido se presentan diversos escenarios, principalmente;
un ambiente acido generado por acidos fuertes y aquel generado por &cidos débiles (Folch-

Mallol et al., 2004). Recientemente se ha demostrado que si las cepas sufren una pre-
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adaptacion a medios &cidos, éstas no son sélo capaces de sobrevivir sino que ademas
presentan un ciclo celular normal en condiciones de estrés y crecen sin sufrir alteraciones
(Mira y Sa-Correia, 2010).

Tratandose del primer escenario y que en el medio solo éste presente acidos fuertes, se
genera una elevada concentracion de protones extra-celular, dichos protones afectan la
estructura de la pared celular, principalmente actuando sobre las proteinas de la membrana
plasmatica. Sin embargo, los protones son dificilmente acarreados a traves de dicha
membrana, que es una bicapa hifrofébica, y no son capaces de acumularse interiormente y
por ello presentan un potencial de inhibicion menor que el caso de los acidos débiles. (Mira
y Sa-Correia, 2010). Dentro de los mecanismos para contrarrestar esta situacion se
encuentra la sintesis de macromoléculas protectoras de membrana y pared, ademas se
conoce que los procesos productores de energia situados en la membrana, pueden revertir y
bombear protones al interior de la célula para que las reacciones enzimaticas puedan
llevarse a cabo en las condiciones adecuadas. Por ello, dos de los factores que deben ser
regulados son el flujo de protones entre el interior y el ambiente y la concentracion interna
de H" (Brown y Mayes, 1980).

Para el caso de que se presenten acidos débiles, el dafio de este tipo de &cidos depende de
sus caracteristicas quimicas, en particular de su hidrofobicidad, volatilidad y su pK, Si
existe en el medio un valor de pH menor al pK,del acido, éste se encontrara en forma no
disociada (RCOOH) y permeara la membrana plasmatica a través de difusion simpe. Una
vez que esto ocurra, el cido débil se disociara en el citosol -que practicamente es neutro- y
con ello afectara no sélo el pH interno de la célula, sino también la organizacion lipidica, la
funcién de las membranas celulares, la sintesis de ADN y ARN vy la actividad metabdlica.
En adicion, una vez que las proteinas de membrana estan dafiadas, se afecta la
permeabilidad a iones y se permite el paso de protones y otros metabolitos por difusion
pasiva causando asi un mayor descenso de pH intracelular y afectando el potencial electro-
quimico que es vital para el transporte secundario (Mira y Sa-Correia, 2010).

Para evitar la modificacién interna del pH, las levaduras dependen de la estimulacion de la

actividad de H*-ATPasa de la membrana plasmatica (PM- H*-ATPasa), Pmalp que en
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conjunto con hidrélisis de ATP, permite la expulsion de protones; y también de la H*-
ATPasa de la vacuola (V-ATPasa) que regula el pH intracelular secuestrando protones del
lumen de la vacuola para recobrar el pH citosélico y contrarresta la disipacion tras-
membranal del potencial. El correcto funcionamiento de V-ATPasa ayuda también a la
endocitosis, a colocar las nuevas enzimas lisosdmicas generadas, a la produccion de
proteinas y al paso de Pmalp por la membrana plasmica (Carmelo et al,. 1997; Mira y Sé-
Correia, 2010).

Un factor importante a considerar es la expulsion activa de los aniones, la cual seria un
gasto de energia inGtil si éstos pudieran reingresar a un ritmo similar, por lo que existe un
restriccion en la difusion pasiva y una decremento en la porosidad de la pared celular; se
cree que en este proceso, se encuentran relacionadas dos proteinas de membrana Pdrl2 y
Hsp30, la cual también esta relacionada con el estrés por calor (Mira & Sa-Correia, 2010).
En adicion, Pdr2 trabaja en conjunto con H*-ATPasa, esto se debe a que Pdr 2 cataliza la
expulsion de aniones de acidos organicos y H*-ATPasa ayuda a la expulsion de cationes
con lo cual bajan los niveles de acidez intracelular. Por desgracia, todos estos procesos
requieren un alto gasto energético ya que se calcula que por cada molécula de acido débil

que penetra en la célula, se requieren 2 ATPs para contrarrestar el efecto (Warth, 1991).

2.4.4 Estrés por calor

Los cambios abruptos en la temperatura estan entre los principales factores de estrés que
deben sufrir y soportar las levaduras en los diferentes procesos de produccién de alimentos
y bebidas. Se conoce que cuando una S. cerevisiae sufre de un aumento de 10 a 15°C por
arriba de la temperatura 6ptima de crecimiento, se presenta una respuesta a dicho estrés que
estd principalmente guiada por la sintesis de un grupo de proteinas conocidas como HSP
(Proteinas de Choque Térmico; Heat Shock Proteins) (Folch-Mallol et al., 2004).

Dentro de los principales dafios debido al calor se encuentran la acumulacion de proteinas
desnaturalizadas o mal plegadas; ademas el calor aumenta la permeabilidad de la membrana

permitiendo asi que haya una disminucion en el pH intracelular (situacion que se explicd
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previamente) y se afecten las rutas metabolicas y las estructuras de los organelos celulares.
(Piper, 1993).

Cuando la levadura sensa que existe dafio proteico, se da un cambio en la expresion génica
y la sintesis de las HSP, que son un grupo de proteasas chaperonas moleculares gue estan
involucradas en: impedir la desnaturalizacién e inducir la re-naturalizacion de proteinas, la
degradacion de proteinas mal plegadas y la disgregacion de agregados proteicos. Otro
factor importante es que la sintesis de otras proteinas, se detiene para evitar que éstas sufran
de dafios. El factor génico mas importante que se une al elemento regulatorio HSE
(Elemento de Choque Térmico; Heat Shock Element) es Hsflp, dicho factor esta codificado
por un gen Unico y esencial para S. cerevisiae. Una proteina estrechamente relacionada con
la termotolerancia es Hsp7 la cual actia como sensor o termémetro del medio y regula la
actividad de Hsfl y de las HSP. (Wiederrecht y Parker, 1988). Como ya se habia
mencionado, los mecanismos de respuestas al estrés estan interrrelacionados por lo que se
ha demostrado que la ATPasa de membrana plasmatica también estd relacionada con la
sintesis de HSP, ya que si ésta sufre una reduccion en su actividad, se reduce la induccion
de HSP (Piper, 1993)

Otro mecanismo de termoadaptacion, es la produccion y acumulacion de trehalosa que
funciona como protector ya que permite la estabilizacién de membranas y proteinas. Para
poder generar trehalosa se da un aumento en la concentracién de glucosa intracelular y una
inhibicién parcial en la glucolisis, esto ocurre para evitar problemas de toxicidad al no
presentarse una glucosa totalmente fosforilada (Piper, 1993). Otro factor relacionado con la
produccion de trehalosa, es la proteina cinasa A AMP-dependientes (CAMP-PK) que afecta
la termotolerancia pues en cultivos que estan en proliferacion se presentan altos niveles de
cAMP-PK vy baja termotolerancia y en cultivos estacionarios pasa lo inverso; esto ocurre
porque al perder sub-unidades libres y activas de cAMP-PK, se da la produccién de

glucdgeno y trehalosa (Thevelein, 1992).
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2.4.5 Estrés por etanol

La produccidon de etanol a partir de azucares fermentables y la produccion de compuestos
con sabores particulares, es el principal objetivo de la industria de fermentaciones, en
especial de la industria de bebidas alcohdlicas. Sin embargo, a medida que la fermentacion
avanza, la concentracion de etanol es cada vez méas elevada y se puede llegar a presentar

niveles tdxicos para las levaduras (Gibson et al., 2007).

El efecto dafiino del etanol depende de la concentracion del mismo, en concentraciones
bajas éste inhibe la division celular, disminuye tanto el volumen celular como el ritmo de
crecimiento; cuando se trata de concentraciones elevadas, afecta el metabolismo, causa la
desnaturalizacion de proteinas en especifico las enzimas glucoliticas, favorece la pérdida
del gradiente electro-quimico, inhibe los procesos de transporte y la accion de la H'-
ATPasa, ademas aumenta la permeabilidad de la membrana causando un descenso en el pH
intracelular e induce a la formacion de mutante con deficiencia respiratoria. Los principales
sitios de accion del etanol son las membranas celulares, las proteinas hidrofobicas e

hidrifilicas y el reticulo endoplasmico (Stanley et al., 2010).

Dentro de los principales mecanismos relacionados con la tolerancia al etanol, se encuentra
la composicion de la membrana plasmatica, ya que al existir presencia de niveles toxicos de
etanol, se dan cambios como el incremento en el indice de instauracion en ella para evitar o
reducir su fluidez y permeabilidad. Los &cidos grasos mono insaturados predominantes
mono-UFAs (Acidos Grasos mono Insaturados; mono Unsaturated Fatty Acids) en dicha
membrana son palmitoleico (16:1) y el oleico (18:1) y son obtenidos de la de-saturacion del
acido palmitico y estearico respectivamente, dicha reaccion es catalizada por una enzima de
de-saturacion de membrana regida en S. cerevisiae por el gen OLE1. Otras modificaciones
que ocurren en la membrana, ademas del incremento del contenido de &cidos grasos
insaturados sobre los saturados, es el aumento en la longitud de cadenas carbonadas de los
acidos grasos. En adiccién, se da una modificacion en la composicion lipidica de las
membranas ya que éstas se enriquecen de esteroles como ergoesterol y lanoesterol (Gibson
et al., 2007) Al modificarse la permeabilidad de la membrana, se tiene un comportamiento
similar al causado por el estrés acido o térmico que involucra la accion de la H*-ATPasa

para contrarrestar el flujo de protones (Leao y Van Uden, 1984). Para el caso de la
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membrana mitocondrial, se ha observado una elevacion en la composicion de
ergoesterol/fosfolipidos para evitar la induccion de células con deficiencias respiratorias.
Otro factor significativo en el mantenimiento de la integridad de la membrana y la
reduccion de permeabilidad de protones, aniones y nucle6tidos, son los iones de Magnesio,
ya que al aumentar la biodisponbilidad de Mg antes o durante la exposicion al etanol, se

aumenta la viabilidad de la célula (Salgueiro et al., 1988).

Se ha demostrado que el estrés térmico y el del etanol presentan efectos y respuestas muy
similares en la célula. Ya que en ambos casos, se da la sintesis de HSP donde la mas
importante en estrés por etanol, es la Hspl04 que actla como agente remodelador en la
disgregacion de proteinas desnaturalizadas (Stanley et al., 2010). Otro factor en comdn
entre ambos es la acumulacién y mayor produccién de trehalosa. Por otro lado, estos dos
tipos de estrés presentan un efecto sinérgico, ya que se conoce que en temperaturas
elevadas los efectos toxicos del etanol se potencializan y se tiene un disminucién en el
glucdgeno celular y en la accion de la alcohol deshidrogenasa, por otro lado existe un

aumento en las mutaciones petit (Gibson et al., 2007).

Por ultimo, se ha demostrado que el someter a las levaduras a bajas dosis de estres resulta
en que éstas presentan una mayor tolerancia a diferentes factores estresantes en
tratamientos posteriores. Esto se debe a la proteccion cruzada y al hecho de que las
respuestas de estrés de los diferentes factores, estén interrelacionadas. Dentro de las
respuestas cruzadas mas comunes esté la produccion de HSP y la acumulacion de trehalosa.
Sin embargo, también se ha demostrado que aunque parte de las respuestas al estrés sean
comunes, existen mecanismos especificos de cada factor, un ejemplo es que las levaduras
sometidas a un leve shock térmico, no result6 en la adquisicién de una mayor resistencia a

estrés osmatico (Stanley et al., 2010).
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3. JUSTIFICACION

La levadura predominante en las fermentaciones de mezcal es Saccharomyces cerevisiae,
quien es la responsable del perfil organoléptico de esta bebida tradicional mexicana (Fleet
et al. 2008). Es por ello que su estudio, identificacion y determinacién de sus tolerancias a
una serie de condiciones de estrés son importantes para poder predecir su comportamiento,
sobrevivencia y adaptacion a lo largo de la fermentacion. Y asi poder utilizar esto como

criterio de seleccion dependiendo de las condiciones de trabajo.

El resultado de esta investigacion servird como base para realizar posteriores pruebas de
fermentacion para determinar las cepas con mejor produccién de etanol y congenéricos, y
con todos estos estudios en conjunto, seleccionar de manera fundamentada a la cepa mas

adecuada para la produccion de mezcal.

24



4. OBJETIVO
4.1 OBJETIVO GENERAL

Identificar las cepas de Sacchararomyces cerevisiae aisladas de mezcal mediante PCR-
RFLP y evaluar las diferencias existentes dentro de esta especie en su capacidad para

tolerar y crecer en diversos parametros de estrés.

4.2 OBJETIVOS PARTICULARES

+ Caracterizar las cepas de S. cerevisiae utilizando el método de PCR-RFLP de la
region ITS1-5.8S-1TS2

¢ Evaluar el crecimiento de las cepas de S. cerevisiae en:
« Concentraciones de glucosa de 200, 250 y 300 g/L
« Concentraciones de sacarosa de 100, 150 y 200 g/L
«pH2.8,3.0y3.2,
« Temperatura de 37, 42 and 45°C
« Concentraciones de etanol a8, 10, 12 y 15%

5. HIPOTESIS

Si el habitat y las condiciones de fermentacion del mezcal seleccionan a las cepas de
Saccharomyces cerevisiae, entonces cepas del mismo habitat y proceso tenderan a
presentar los mismos niveles de tolerancia a diversos factores de estrés. Mientras que estos
niveles de tolerancia seran diferentes al ser comparados con cepas aisladas de otras

condiciones y habitats diferentes.
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6. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

En la lHustracion 5 se plasma la metodologia experimental general que se siguid en este
trabajo.

Seleccion de 40 cepas
aisladas de
fermentaciones de

mezcal
Sy
Identificacion de las xﬂCR -RFLP region 5.8S-
cepas por PCR-RFLP '\ ITS

Seleccion de 6 cepas de
S. cerevisiae

Evaluar las tolerancias ﬁ olerancia ap}% gl‘i‘msa >
. .. sacarosa, erano
a diferentes condiciones = ’ Y
d , temperatura (choque
¢ estres térmico)

[lustracion 5. Estrategia experimental



7. MATERIALES Y METODOS

7.1 Reconstitucion de cepas

Las levaduras con las que se realizO este trabajo fueron previamente aisladas de
fermentaciones de mezcal de los tres municipios mezcaleros del estado de Oaxaca
presentados en la tabla 1 y se mantenian a -80°C en una solucion de glicerol al 30%.

Tabla 1. Municipios de la regién mezcalera de Oaxaca donde se tomaron las muestras

Distrito Municipios

San Luis
Matatlan
San Dionisio
Guelavila
Coyul

Yautepec Reforma
Majadas
Minas
Chichicapan

Tlacolula

Ocotlan

La region D1 y D2 del gen ribosomal 26S de estas levaduras fueron amplificadas y se les
realizd una restriccion con las enzimas Cfol, Haelll y Hinfl. Con estos resultados se les
agrupo en 16 patrones de los cuales los patrones 3 y 5 presentan la mayor frecuencia de
aislamiento en las casas productoras (Nolasco, 2011 en proceso). Los patrones 3 y 5 fueron
seleccionados por ser aquellos que podian comprender un mayor nimero de cepas de S.
cerevisiae. Las cepas elegidas se resembraron en agar YPD (Agar de Extracto Levadura,
Peptona y Dextrosa; Yeast Extract Peptone Dextrose Agar) utilizando las siguientes
concentraciones: 1% de extracto de levadura, 2% de peptona, 2% de glucosa y 1.5% de
agar. Las cajas inoculadas se incubaron de 24 a 48 horas a 28°C para su utilizacion

posterior.



7.2 Extraccion de ADN de levaduras

El método empleado fue PCI (Fenol:Cloroformo : Alcohol Isoamilico). Para ello, se coloca
150uL de buffer TE (ImM EDTA y 10mM TRIS a pH 8) en un microtubo de centrifuga de
rosca; posteriormente se tomo con una punta amarilla estéril una colonia. Se agregan a
continuacidn alrededor de 0.3g de perlas de vidrio estériles de 425-600um (Sigma-Aldrich,)
y 150uL de PCI (Fenol:Cloroformo : Alcohol Isoamilico 25:24:1, saturado con 10mM Tris
a pH 8 y 1ImM EDTA de la marca Sigma-Aldrich). Posteriormente se llevé la mezcla a un
disruptor de células (Disruptor Genie SI-D236) durante 40s. Después se centrifugd durante
15 minutos a 14000rpm en una microcentrifuga (Eppendorf), se recuper6 el sobrenadante y

se le almacend en congelacion.

7.3 Cuantificacion utilizando un método espectrofotométrico del ADN de levaduras

Para determinar la pureza y la concentracion del ADN se cuantificé la absorbancia a dos
longitudes de onda: 260 y 280nm. La relacion de las absorbancias [A260/A280] permite
estimar el grado de pureza del ADN; en el caso de preparaciones puras de ADN la razon de
esta relacion debe ser 1.8 y 2.0.

Para determinar la concentracion del ADN se utilizé un espectrofotometro UV/VIS GBC-
Cintral con una celda de micro-volumen (150pL) con lcm de trayecto oOptico. La
concentracion de ADN se calculd a partir de la ecuacion de Lambert-Beer: (Azs0)=cCA,;
despejando C=(Azs0)/ €. Donde: Ajgo es la absorbancia a 260nm, € es el coeficiente de
extincion molar =1/50=0.02, C es la concentracion [ADNug/ml] y A es el espesor de la

celda=1.
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7.4 ldentificacion de las cepas

Se utilizé el método de PCR-RFLP de la region:

*|TS1-5.8S-ITS2 (Esteve-Zarzoso et al., 1999).

Para esta reaccion se emplearon los termocicladores Gene Termal (Perkin Elemer),
(Biometral T-Personal, Thermal Cycler Piko 24, Thermo Scientific); utilizando los
siguientes reactivos:

1. Cebadores [0.5uM] (Invitrogen)

ITS1 (5’TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3") y
ITS4 (5’TCCTCCGCTTTTAGATATGC-3”)

2. ADN templado [~50ng/uL], 3. dNTPs [10uM] (Invitrogen), 4. Taq polimerasa
recombinante [1U] (Invitrogen), 5. Buffer [1X] para PCR (Invitrogen) 5. MgCl,
[1.5mM] (Invitrogen). El volumen final fue de 50puL.

El programa de temperatura utilizado fue:

Tabla 2. Condiciones de amplificacion para la regiéon 5.8S-ITS

Cebador Programa de temperatura
s 1 Desnaturalizacion inicial de 5min a 95°C y después 35 ciclos de: 1min de
TS 4 desnaturalizacion a 95°C, 2min de alineamiento a 52°C y 2min de extensién a 72°C,

seguidas por una extension final de 10min a 72°C

El producto de amplificacion se separé por electroforesis (Pharmacia Biotech GNA 100) en
gel de agarosa 1% con buffer TBE 0.5X a 100V durante 40 min, utilizando un marcador de
peso molecular de 100bp (Trackit ADN ladder Invitrogen). Los resultados se observaron en
un fotodocumentador (Flour S Multi Imager, Bio-Rad) y las imagenes obtenidas fueron
capturadass y analizadas utilizando el programa Kodak Molecular Imaging Software
Version 5.0.

Para el siguiente paso, el andlisis de restriccion se tomaron alicuotas de 10uL del producto
de PCR, a las cuales se agregaron 2.5uL de buffer de restriccion y 1U de la enzima de
restriccion, el volumen final de esta reaccion fue de 25uL; dicha mezcla de reaccion se
incubd a 37°C por 3horas. Las enzimas utilizadas para la region 5.8S-1TS fueron: Cfol,
Haelll y Hinfl (Roche).
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Los fragmentos resultantes se separaron por electroforesis Pharmacia Biotech GNA 100) en
gel de agarosa 2% utilizando un buffer TBE 0.5X y un marcador de peso molecular de
1Kb (Trackit ADN ladder Invitrogen) a 80V por 60 min. Dichas restricciones se
visualizaron en un fotodocumentador (Flour S Multi Imager, Bio-Rad) analizando las

imagenes obtenidas en el programa Kodak Molecular Imaging Software Version 5.0.
Finalmente, los resultados obtenidos se compararon con yeast-id.com la base de datos de
identificacion répida de levaduras de la Unidad Asociada CECT-IATA de la Universidad

de Valencia.

7.5 Tolerancia a distintos tipos de estrés

Para evaluar la tolerancia a diferentes parametros de estrés que sufren las levaduras durante
la fermentacion alcohdlica se prepar6 medio GPYA (Agar Glucosa, Peptona y extracto de
levadura; Glucose Peptone Yeast Extract Agar) como base con las siguientes
concentraciones peptona 0.5%, extracto de levadura 0.5%, glucosa 2% y agar 1.5%; todos
los medios se incubaron a 30°C. Esta metodologia es reportada por Badotti et al. (2009) y
Belloch et al. (2008). Las modificaciones realizadas al medio base para cada parametro se

muestran en la tabla 3.

Tabla 3. Modificaciones realizadas al medio de cultivo base para cada condicion de estrés.

Modificaciones al medio

Parametro Condiciones
GPYA base
) » _ Concentraciones de glucosa | Se modifico el porciento
Estrés osmotico debido de glucosa agregado para
de 200, 250 y 300 g/L obtener las
a glucosa

concentraciones deseadas
de cada caso

Concentraciones de sacarosa | NO Se agregd glucosa en el
Estrés osmotico debido medio de cultivo sélo se

concentraciones deseadas
de sacarosa para cada caso.

a Sacarosa

No hubo modificacion de

) ) pHde28,3.0y3.2 las concentraciones en el

Estrés por acidez medio, sin embargo el pH

se modifico utilizando
HCI
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No hubo modificacion de
las concentraciones en el
medio, sin embargo justo
Temperaturas de 37, 42 y des_pués de la inocu_lacién
Estrés térmico se incubaron las cajas por
45°C tres horas a las
temperaturas establecidas
y posteriormente se
incubaron de manera
regular a 30°C

Concentraciones de etanol a Se prepar6 el medio
) GPYA y posterior a la
Estres por etanol 8,10, 12y 15% esterilizacion, se adicion6

el etanol para evitar su
evaporacion.

Peptona 0.5%, extracto de L
No hubo modificacién de

Control de crecimiento | levadura 0.5%, glucosa 2%y | |as concentraciones en el

agar 1.5% medio.

Para realizar el indculo y evaluar la tolerancia a los diferentes parametros se realizaron en
primer lugar pre-siembras de las cepas aisladas de mezcal en agar GPYA (peptona 0.5%,
extracto de levadura 0.5%, glucosa 2% y agar 1.5% las cuales se incubaron por 48hr,
posteriormente se utilizd una colonia para inocular 5ml de GPYA liquido y se dejaron
incubar por 18 horas a 30°C con agitacion. De manera subsecuente se utiliz6 1ml del
previo GPYA para la inoculacion de 9ml de GPYA liquido ajustando la absorbancia de los
cultivos a 0.3 a 655nm utilizando agua estéril. EI incremento en la absorbancia después la
incubacidn fue un indicativo de su viabilidad. Una vez ajustada la absorbancia se incubaron
dichos tubos con agitacion por 4 horas a 30°C. Transcurrido el tiempo se realizaron 6
diluciones decimales utilizando solucién salina (9g/L). Para la siembra en caja se
inocularon 5uL de cada serie de diluciones a los diferentes medios de estrés con las
condiciones previamente mencionadas. Toda las cajas se colocaron en condiciones
aerobicas a 30°C (excepto aquellas de estrés térmico) y se verificd el crecimiento por 6
dias consecutivos. Para evitar y detectar alguna variacion debido a errores experimentales,

se realizaron por duplicado todas las pruebas.
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8. RESULTADOS Y DISCUSION

8.1 Cepas de estudio

En estudios anteriores, realizados por Nolasco (2011 en proceso), se aislaron diferentes
cepas de levaduras involucradas en las fermentaciones de mezcal. Estas cepas se
encontraban pre-agrupadas en diferentes patrones de bandas, los cuales fueron creados con
los resultados obtenidos del analisis de las subunidades nucleares de rADN (26S). Se
seleccionaron ciertas cepas de cada grupo y se secuencié la region D1/D2 del gen
ribosomal 26S. Los resultados obtenidos indicaron que las cepas DI-14 y LC-14 son
Saccharomyces cerevisiae del patron 3 y PA-16 es Kluyveromyces marxianus del patrén 5.
Para los fines de este experimento se trabajo con 40 cepas que formaban el patron de
bandeo 3y el patron 5.

Tabla 4. Cepas de estudio previamente aisladas de las fermentaciones de mezcal

Patron Cepas
CH-01 DI1-01 FF-07 LC-14
CH-02 .D1-02 FV-06 PA-12
CH-03 DI1-03 FV-10 PA-18
CH-07 DI1-08 FV-11 SI-01
3 DA-12 A DI-10 FV-15 SI-02
DA-16 DI-11 LA-03 SI-13
DH-01 DI-12 LC-11 SI-15
DH-02 DI-14 LC-12 ZA-06
DA-06 PA-10
LC-05 PA-12
> PA-08 PA-16
PA-09 VB-03
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8.2 PCR-RFLP de la region 5.8-1TS

Como ya se habia mencionado las cepas a utilizar, se encontraban previamente separadas
en diferentes patrones, de los cuales el patron 3 y 5 se presumian eran Sacharomyces
cerevisiae gracias a estudios realizados previamente. Sin embargo y segun lo reportado por
Kurtzman y Robnett, 1998, la secuencia de D1/D2 no es un parametro suficiente para la
total identificacion de estos microorganismos, ya que incluso al combinar el anélisis de
18s rADN con las secuencias de D1/D2 es dificil separar e identificar por completo el clado
Saccharomyces debido a que éste presenta homologias con otros géneros como
Kluyveromyces, Toralaspora, Zygosaccharmyces e incluso ciertas cepas de Candida; se
realizd el PCR-RFLP de la region 5.8-1TS de las 40 cepas de estudio, dicho método es
propuesto y utilizado en una gran variedad de articulos como: Verdugo-Valdez et al.
(2011); Fernandez-Espinar et al. (2000); Esteve-Zarzoso et al. (1999).

Al principio se presento cierta dificultad para obtener productos de PCR que no so6lo fueran
facilmente medibles y apreciables en el gel de agarosa, sino ademas que fueran Utiles para
poder utilizarlos para la realizacion de las restricciones. Para ello, era necesario obtener
bandas de las amplificaciones con una buena concentracion en el producto de PCR. Por
esto, previo a realizar el PCR se evallo la pureza y concentracion de los extractos de ADN
obtenidos por medio de PCI. En la mayoria de las ocasiones se realizaban so6lo lecturas de
20 de los 40 extractos ya que si la mitad de las lecturas eran favorables se podia presumir

que la otra mitad cumpliria con la pureza esperada.

El valor esperado para la razon entre 260nm/280nm es entre 1.8 y 2, ya que esto indica que
se cuenta con un ADN puro y sin contaminantes como proteinas las cuales podrian actuar
como inhibidores de la amplificacion o compuestos fendlicos, que interaccionan con
enzimas liticas (Cova, 2010). Como precauciones, para extracciones posteriores se verifico
gue se mantuviera una temperatura de 4°C después de la lisis celular y que sélo se
recuperara la fase acuosa para evitar contaminaciones de la fase organica. Los extractos
eran guardados por un periodo maximo de 2 semanas en el refrigerador y en el caso de que
éstos llegaran a congelarse, que no pasaran por mas de 3 ciclos de congelado-descongelado
ya que esto afecta la calidad del extracto y desnaturaliza el DNA extraido (Corkill et al.,
2008).
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8.2.1 Estandarizacion de la técnica de PCR-RFLP

Primero se estandarizd la técnica: al principio de la experimentacion se presentd el
problema de que la amplificacién no se llevo a cabo. Se estudiaron las posibles causas que
ocasionan esto, entre ellas se encuentran que no se haya colocado la cantidad suficiente de
DNA, que el DNA se encontrara degradado, que la enzima utilizada se haya inactivado, que
los dNTPs o los primers se encuentren degradados o desnaturalizados, que existan
inhibidores interfiriendo con la reaccion y finalmente que la concentracion de MgCl, sea
inadecuada. Se procedio a descartar dichos factores, primero se verificd que los extractos
utilizados contaran con las caracteristicas 6ptimas en cuanto a concentracion y pureza. Una
vez corroborado que la concentracion del DNA era la adecuada, se comenzé a modificar el
protocolo original de Esteve-Zarzoso, el primer pardmetro en modificarse fue la
concentracién de MgCl, utilizada. Se sabe que el Mg*? acttia como cofactor de la enzima
Taq polimerasa afectando su actividad, y que el aumento en la concentracidn tiene el efecto
neto de disminuir la severidad de la unién de los primers y por lo tanto causar una baja
especificidad de la reaccion; por otro lado las bajas concentraciones de este cation pueden
originar una pobre eficiencia de la reaccion. Ademas este cation interfiere impidiendo la
formacioén de dimeros de primer-primer. Sabiendo que la concentracion de Mg*?, debe
calcularse como funcion de la concentracion de nucledtidos y segun lo reportado (Innis, M.,
etal., 1990), debe probarse un rango de [Mg*’] entre 0.5 y 2.5mM por encima de la
concentracion de nucledtidos. Otro factor a considerar es que las soluciones de MgCl,
tienden a precipitar después de los ciclos de congelacion-descongelacion por ello la
solucion stock debe mantenerse a 4°C y afiadirse a la Master Mix justo antes de la
amplificacion. Considerando esto se elevd la concentracion empleada de MgCl, 1.5mM a
2mM. (Riedel et.al., 1992 y Cha et. al., 1993).

Sin embargo, al repetir el experimento con las condiciones modificadas se encontrd una vez
mas con resultados negativos. Por este motivo se realizaron de nuevo modificaciones esta
vez se considerd modificar la concentracion de dNTPs ya que ésta debe estar entre 20 y
200uM para dar resultados de alta especificidad y fidelidad; una baja concentracion de
dNTPs reduce que se acoplen a zonas incorrectas y por ello reduce la posibilidad de
amplificar nucleotidos mal incorporados. Sin embargo concentraciones demasiado bajas

pueden provocar un bajo rendimiento de los productos de amplificacion. Se sabe que para
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el correcto funcionamiento de este componente es necesario que los 4 dNTPs se encuentren
en concentraciones equivalentes ya que esto minimiza errores de mala incorporacion.
Finalmente se elevo la concentracion de dNTPs a 200uM (Innis et.al., 1990 y Cha et. al.,
1993).

Los resultados una vez mas fueron negativos; el ultimo factor a evaluar eran los primers
utilizados, se realizaron varios geles modificando la concentracion de éstos con base en que
si la concentracion de primers es baja puede ocasionar un pobre rendimiento de la reaccion.
Si es demasiado alta puede ocasionar una disminucion de la especificidad que se manifiesta
por un incremento en los productos de amplificacion inespecificos; ademas, puede
favorecer la formacion de dimeros de primer, ambos fenémenos afectan la reaccién de PCR
ya que compiten con el producto que se desea utilizando la enzima, los dNTPs y los
primers restantes, dando como resultado una concentracion muy baja del producto de
interés. (Riedel et.al., 1992 y Cha et. al., 1993).

Como factor final para corroborar que los primers eran la causa de no obtener las
amplificaciones deseadas se observd que en otros estudios donde se realizan
amplificaciones de regiones diferentes del DNA y se emplean los mismos reactivos con
excepcioén obvia de los primers , si se lograban los productos deseados de buena intensidad,
con ello se presume que los primers ITS1 e ITS 4 utilizados en este experimento sufrieron
de una desnaturalizacion (Dan et.al., 1991). Se solicitaron nuevos primers para obtener los
resultados esperados. Una vez que se contaba con los primers nuevos se procedié con el

protocolo original mencionado en Materiales y Métodos.

Una vez que se estandarizd el método se procedio a realizar el PCR-RFLP de la region 5.8-
ITS; para ello se trabajo con 2 lotes de 20 cepas cada uno. En la tabla 5 se muestran las
primeras 20 cepas utilizadas. Esta medida se tomd para facilitar el trabajo experimental.
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Tabla 5. Cepas del primer lote para realizacion de PCR-RFLP

CEPA

1 LC-05 11 VB-03
2 LC-12 12 LC-11
3 ZA-06 13 D1-02
4 CH-01 14 PA-08
5 LC-03 15 PA-12
6 DI-08 16 PA-15
7 CH-07 17 PA-16
8 FV-13 18 PA-18
9 D1-14 19 DH-2
10 DI-12 20 DH-I

NOTA: Para todos los geles realizados se siguié la numeracion de las cepas presentadas en

la Tabla 5; es decir en todas las ocasiones en el carril 1 se colocaba la cepa LC-05 y asi

sucesivamente.

En la Figura 1 se puede observar el tamafio de amplicon para 17 de las 40 cepas utilizadas

siguiendo el criterio de numeracién presentado en la tabla 5. En dicha figura se puede

apreciar que no en todos los casos se cuentan con un amplicon de ~850pb esperado para

Saccharomyces cerevisiae segun lo reportado por Verdugo-Valdez et al. (2011);

Fernandez-Espinar et al. (2000); Esteve-Zarzoso et al. (1999); con lo cual se indica que no

solo se esta trabajando con cepas de Saccharomyces cerevisiae sino también, con otros

microorganismos agrupados dentro de los patrones originalmente seleccionados.

36



M 1 2 345 6 7 8 M 91011121314151617

pb

-2072
-1500

-850
-600

-100

Figura 1. Amplificacion de la region 5.8-1TS de 17 cepas aisladas de mezcal siguiendo la
numeracion de la tabla 5. Condiciones de electroforesis: gel de agarosa 1% con buffer TBE 0.5X a
100V durante 40 min. M es el marcador molecular de 100bp de Invitrogen

Posteriormente se realizo el analisis de restriccion utilizando las enzimas Cfol, Hae Il y
Hinfl, las cuales generan un patrén especie-especifico que fue til para identificar a las
levaduras presentes, cabe destacar que, Saccharomyces cerevisiae presenta una elevada
homologia genética con otras especies pertenecientes al grupo de Saccharomyces sensu
stricto y esto dificulta su correcta identificacion (Esteve-Zarzoso et al., 1999). En la Figura
2, 3y 4 se puede apreciar algunos de los resultados de los anélisis para las primeras 17 de

las cuarenta cepas, posteriormente en la Tabla 6 se presentan todos los resultados obtenidos.

o M E 2 3 4 5 6 7 8§ 8 M 10 11 12 13 14 15 16 17 b

2072
1500

2072+
1500+

600~ 600

100- 100

Figura 2. Perfil de restriccion de 17 cepas aisladas de las fermentaciones de mezcal siguiendo la numeracion

de la tabla 5 utilizando la Cfol. Condiciones de electroforesis: gel de agarosa 2% con buffer TBE 0.5X a 80V
durante 60 min. M es el marcador molecular de 100bp de Invitrogen. —
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Figura 3. Perfil de restriccion de 17 cepas aisladas de las fermentaciones de mezcal siguiendo la numeracion de
la tabla 5 utilizando la Hae Il. Condiciones de electroforesis: gel de agarosa 2% con buffer TBE 0.5X a 80V
durante 60 min. M es el marcador molecular.

Figura 4. Perfil de restriccion de 17 cepas aisladas de las fermentaciones de mezcal siguiendo la
numeracion de la tabla 5. utilizando la Hinf 1. Condiciones de electroforesis: gel de agarosa 2% con buffer
TBE 0.5X a 80V durante 60 min. M es el marcador molecular
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Tabla 6. Tamafio (en pb) del amplicon de la region 5.85-1TS y de los fragmentos de restriccion
obtenidos por las enzimas: Cfo I, Hae 111 y Hinf Ide una muestra representativa. Los colores
representan los 4 diferentes tipo de patrones encontrados.

5.8S- FRAGMENTOS DE RESTRICCION
CEPA ;

ITS Cfo | Hae Il Hinf |
1 LC-05 | 610 500 610 300
2 LC-12 | 846 350+322+137.5 317.6+237+183+130 353.8+110.5
3 ZA-06 | 847 355.6+327.8+140.5 317.6+234+179+133 346.2+121.1
4 CH-01 | 838 344.4+322.2+135.1 320.5+233+179+133 353.8+126.3
5 LC-03 | 854 338.9+316.7+135.1 321+234+180+130 353.8+136.8
6 DI-08 | 853 333.3+311.1+135.1 321+234+180+130 346.2+136.8
10 DI-12 | 857 363.2+336.8+144.7 320.5+233+179+133 361.5+131.6
20 DH-1 | 840 369.2+353.8+135.7 307.7+230.8+171.4+135.7 361.5+128.6
21 PA-10 |716.7| 300+192.9+184.6+156.2+105.8 628.6 261.5+200+145.9
22 PA-09 |716.7 298.8+195.6+180+165+100 629.5 292.3+198.9+154.3
23 DA-06 | 750 295.7+196.7+175.3+111 660 257.1+189+125.7
24 FV-11 |866.7 380+330+127.3 310+338.5+190.9+138.2 370+136.4

Con los resultados obtenidos se pudieron identificar 4 diferentes patrones, dichos resultados

se presentan en la tabla 6.

Tabla 7. Clasificacion de las cepas segln su identificacion correspondiente con los patrones
obtenidos de PCR-RFLP de la region 5.8-1TS

Cepas Identificacion

2 LC-12 26  FF-07

3 ZA-06 27 LC-14

4 CH-01 28  SI-02

5 LC-03 29  SI-01

6 DI-08 30 D1-01

7 CH-07 31 CH-03

8 FV-13 32 CH-02

9 D1-14 33 FV-06 Saccharomyces cerevisiae
10 DI-12 34 DI-10

13 D1-02 35 DI-11

18 PA-18 36 DA-16

19 DH-2 37 DA-12A

20 DH-1 38 DI-03

24 FV-11 39 FV-10

25 SI-13 40  SI-15
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Cepas Identificacion
12 LC-11
14 PA-08
15 PA-12
L flac e Kluyveromyces marxianus
17 PA-16
21 PA-10
22 PA-09
23 DA-06 Hanseniaspora spp.
1 LC-05 e
1 VB-03 No identificado

Para el caso del primer grupo identificado como Saccharomyces cerevisiae la enzima Cfol
generd 3 fragmentos de tamafios (~375+335+144bp) que son similares para todas las cepas
dentro de este grupo. Para Hae Il se encontraron 4 fragmentos (~320+230+180+130), se
ha observado que esta enzima es importante para la identificacion molecular dentro del
grupo de Saccharomyces sensu strico ya que permite dividir en dos subgrupos el primero
de ellos presenta s6lo tres fragmentos de (495+230+125) e incluye a S. bayanus/S.
pastorianus y el segundo que genera 4 fragmentos (325+230+170+125) donde se encuentra
S. paradoxus /S. cerevisiae (Fernandez-Espinar et al., 2000). Posteriormente con Hinf | se
obtuvieron dos fragmentos (~365+150bp), en el caso de las tres enzimas los resultados
concuerdan con lo reportado por Verdugo-Valdez et al. (2011), Esteve-Zarzoso et al.
(1999) y Pham et al. (2011); gracias a estos resultados podemos observar que un tiempo de

digestion de 3 horas, es suficiente para que las enzimas actlien de manera correcta.

Como se menciona para el caso de las tres enzimas, se obtuvieron resultados esperados, sin
embargo, en el articulo de Fernandez-Espinar et al. (2000) para el caso de Hinf | se reportan
la presencia de 3 fragmentos (~375+365+110pb), los fragmentos de 375 y 365 son muy
similares en su peso molecular por lo que su medicion es complicada y depende en gran
parte de la corrida del gel, este factor ayuda a explicar porque existen variaciones entre lo

reportado.
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El segundo grupo fue identificado como Kluyveromyces marxianus, ya que se obtuvieron
fragmentos muy similares a los reportados como el amplicon que se esperaria es de 740bp,
aqui se encontr6 de ~720pb. Con respecto a la restriccion, para Cfol se obtuvieron 5
fragmentos, uno mas que lo esperado, no obstante, de los 5 fragmentos
(298.8+195.6+180+165+100pb), 4 presentan correspondencia con lo establecido por
Esteve-Zarzoso et al. (1999) de (285+185+140+100bp), en Hae Il se presentd un solo
fragmento de ~630bp que es similar a (655+80bp), finalmente para Hinf | se obtuvieron 3
fragmentos de (~292.3+198.9+154.3bp) que concuerdan con 3 de los 4 reportados de
(240+185+120+80bp).

Las levaduras identificadas Saccharomyces cerevisiae, y Kluyveromyces marxianus son
comunes en las fermentaciones de mezcal y estos resultados concuerdan con lo reportado
por Verdugo-Valdez et al. (2011) y Escalante-Minakata et al. (2008), ya que ambos
identificaron la comunidad de levaduras presentes en la fermentacion de mezcal a partir de
Agave salmiana, y para ambos casos se tiene la presencia de estas dos especies de manera

predominante.

Posteriormente para corroborar los resultados obtenidos, se utilizé yeast-id.com que es la
base de datos de identificacion rapida de levaduras de la Unidad Asociada CECT-IATA de
la Universidad de Valencia, con la cual se comparan los patrones de bandeo obtenidos con
aquellos pertenecientes a la base de datos de una serie de levaduras, dicho bandeo esta
basado en el andlisis de restriccion de la zona que incluye el gen que codifica el 5,8S rRNA
y las zonas intergénicas transcritas ITS (5,8S-ITS); de esta manera se pueden identificar las
especies de levaduras con las que se estan trabajando. Estos resultados concuerdan con lo
ya mencionado y permiten asi identificar a las cepas segun se indica en las Tablas 6 y 7.

En lo que respecta a los demas grupos, los fragmentos obtenidos se compararon con lo
reportado por Esteve-Zarzoso et al. (1999) y Pham et al. (2011) para poder obtener su
identificacion, en el caso del tercer grupo su identificacion fue un poco méas complicada ya
que los valores obtenidos no presentaban una correspondencia tan cercana con lo reportado.
Sin embargo se piensa que se trata de una levadura del grupo Hanseniaspora ya que el
valor del amplicon corresponde a las 750bp reportadas, por otro lado, los patrones de

restriccion no coinciden perfectamente con ninguna especie siendo la méas cercana
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Hanseniaspora osmophila  con valores para Cfol de (275+185+150+95bp) que
corresponden con (295.7+196.7+175.3+111bp), para Hae Ill se esperan valores de
(460+120+90+80bp) sin embargo so6lo se presentd un fragmento de 660bp que nos lleva a
pensar no se obtuvo un digestion completa; y para HInf | se esperan valores de
(390+360bp) que tampoco corresponden a lo obtenido de (257.1+189+125.7bp). Por otro
lado, de dos cepas no fue posible la identificacién, aunque se piensa que se trata de
levaduras del género Candida. Este resultado se puede deber a una serie de factores como
que se trate de dos cepas aun no reportadas o que el tiempo de digestion no sea suficiente
como se aprecia para el caso de Hae Ill donde no hubo corte alguno. Para fines de este
estudio so6lo se requeria saber cudles eran S. cerevisiae por lo que no se condujo mayor

investigacion con estas cepas y por ello no fue posible identificarlas.

8.3 TOLERANCIAS A DIFERENTES CONDICIONES DE_ESTRES

Una vez que se conocia con seguridad cuales de las cepas de trabajo eran Saccharomyces
cerevisiae, se seleccionaron 6 cepas para realizar la evaluacion de tolerancia a diferentes
parametros de estrés. Esta seleccion se llevd a cabo tomando como base las diferentes
regiones mezcaleras, para asi poder tener una vision global del comportamiento de S.

cerevisiae.

Tabla 8. Cepas seleccionadas para la evaluacion de tolerancias a estrés y la regién mezcalera de
donde provienen.

Cepa Region

CH-02 San Baltazar Tlacolula, Valles Centrales
DI-14 Santiago Matatlan, Tacolula Valles Centrales
FF-07 Las Majadas, Yautepec Sierra Sur

FV-13 San Baltazar Chichicapan, Ocotlan Valles Centrales
LC-14 Santa Catarina Minas, Ocotlan Valles Centrales
PA-18 San Baltazar Chichicapan, Ocotlan Valles Centrales
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Como se mencion0 previamente, la fermentacion alcoholica implica que las células de
levaduras estén bajo diferentes condiciones de estrés las cuales varian durante el proceso.

Se han realizado previamente estudios de tolerancia de levaduras, de diferentes bebidas, a

una serie de factores, sin embargo esto nunca se ha llevado a cabo con levaduras del mezcal.

Se sabe que las cepas aisladas de diferentes bebidas mexicanas como tequila y pulque -que
presentan caracteristicas semejantes- pueden sobrevivir a condiciones extremas, por lo que
se esperaba que las cepas de S. cerevisiae aisladas de mezcal presentaran un
comportamiento similar (Arias, 2008).

En la tabla 9 se muestran los resultados obtenidos. El desarrollo de la colonia esta indicado
con un numero correspondiente a la dilucion donde se presentd crecimiento, es decir el
namero 6 representa crecimiento en la sexta dilucion, el 5 en la quinta y asi sucesivamente.

En el caso de que la cepa no tolere la condicion de estrés se marca 0 sin crecimiento.

Tabla 9. Tolerancia a diferentes concentraciones de glucosa y sacarosa; y condiciones de pH,

temperatura y etanol como factor de estrés de las cepas seleccionadas aisladas del mezcal; los

numeros representan la dilucion maxima donde se presento crecimiento siendo 0 ausencia de
crecimiento en cualquier dilucion y 6 crecimiento de la cepa en la sexta dilucion.

Condiciones de estrés

Cepa Glucosa de (g/L) | Sacarosade (g/L) pH Temperatura (°C) Etanol (%)
200 | 250 | 300 | 100 | 150 | 200 |28 | 3 |32| 37 | 42 | 45| 8 [10|12] 15
CH-02] 6 6 5 6 6 6 6 | 6 6 6 6 5 6 [ 6|5 2
DI-14 | 6 6 6 6 6 6 6 | 6 6 6 5 5 6 66| 5
FF-07 | 6 6 5 6 6 5 6 | 6 6 6 6 4 16 |6[5]|0
FV-13| 6 6 6 6 6 5 6 | 6 6 6 5 5 6 | 5]/3]0
LC-14 | 6 6 6 6 6 6 6 | 6 6 6 6 5 6 6|6 4
PA-18| 6 6 5 6 6 5 6 | 6 6 6 4 1 6 64| 0

8.3.2 Estrés osmdtico: sacarosa y glucosa

En el mezcal existe la presencia de glucosa y fructosa gracias a la hidrdlisis de los
almidones debido al cocimiento del maguey, ademas algunos productores agregan sacarosa

a la mezcla para favorecer la fermentacion; por ello es importante conocer la sobrevivencia
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de S. cerevisiae ante estos azucares. Dichas condiciones son llevadas a niveles extremos,
ya que esto nos permite evaluar hasta donde es capaz de sobrevivir la levadura en una
situacion hipotética y poder presumir que dicha levadura sobreviviria incluso a otros
procesos mas hostiles. Como se puede observar en la tabla 9 todas las cepas toleran y son
capaces de crecer tanto en 200, 250 y 300g/L de glucosa y en 100, 150 y 200 g¢/L de
sacarosa. El crecimiento se observaba a las 24h de incubarse a 30°C. Las cepas que
presentaron una menor tolerancia para este parametro son en el caso de glucosa FF-07 y
PA-18 y para sacarosa FF-07, FV-13 y PA-18 ya que éstas sélo presentan crecimiento hasta

la quinta dilucion.

En lo referente a la morfologia de la colonia, las colonias de las cajas con mayor
concentracion tanto de glucosa como sacarosa presentaban colonia de menor didmetro y
corrugadas; estas formaciones conocidas como colonia compleja se han observado en
medios con bajo contenido en dextrosa, ya que la baja disponibilidad de carbono induce
este tipo de morfologia. Sin embargo, en este caso donde las concentraciones son elevadas
podemos ver la misma formacion, lo que implicé que éste es un mecanismo de respuesta
contra un ambiente hostil ya que involucrd la produccidon de una matriz extracelular de

proteccién (Santiago, 2010).

Los resultados obtenidos son similares a aquellos reportados por Belloch-Orlic et al.
(2008), Badotti-Belloch (2009) y Arias (2008) donde se sometieron a una serie de S.
cerevisiae aisladas de diferentes bebidas a las mismas condiciones de estrés con respecto a
glucosa y en la mayoria de los casos se presentan crecimiento en la sexta dilucion. No se
encontraron estudios similares con sacarosa, sin embargo aunque éste sea un disacarido se
cree que el mecanismo de respuesta es muy similar para ambos azlcares ya que los

resultados son muy similares para todas las cepas.

Esta alta tolerancia y supervivencia se puede deber a una serie de factores como la
produccion de solutos compatibles principalmente el glicerol. Esto fue demostrado por
Albertyn et al. (1994) y Blomberg y Adler (1989), donde se realizo la caracterizacién de la
respuesta a estrés osmético, y se observé una acumulacion de glicerol triple a lo normal,
debido a la induccion de glicerol-3-fosfato deshidrogenasa citoplasmica cuya actividad
también lidia con la represion de glucosa. Del glicerol que se produce se retiene alrededor
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del 70% de manera intracelular y a medida que se disminuye el estrés, el glicerol se va
liberando lo que involucra también la sintesis de proteinas que permitan esta retencion o
permeabilidad segun sea el caso. Por ello podemos decir que las cepas de mezcal cumplen
con estos mecanismos de manera eficiente ya que son capaces de crecer y adaptarse hasta

las ultimas diluciones.

8.3.3 Estrés acido

En el mezcal segun lo reportado por Lappe et al. (2008) existe la presencia de diversos
acidos orgéanicos, debido a ello sabemos que el mezcal cuenta con un pH &cido, sin
embargo no existen reportes de una medida estandar de pH; por ello al igual que en el caso
del estrés osmotico se optd por someter a las levaduras a extremos &cidos. Dichos extremos
se seleccionaron utilizando los reportes de Belloch et al. (2007), Badotti et al. (2009) y
Arias (2008). Los resultados de la tabla 9 se observa que las cepas seleccionadas de S.
cerevisiae presentan una buena tolerancia a pH acidos, ya que todas ellas fueron capaces
de crecer incluso en pH de 2.8 hasta la sexta dilucion con excepcién de PA-18 que sélo
crece hasta la quinta dilucion. El crecimiento para esta condicion de estrés pudo ser

observado a las 24h incubando a 30°C.

La capacidad de tolerar estas condiciones dependen practicamente de la pared celular de
Saccharomyces cerevisiae y su capacidad de resistir y no ser permeable. Ya que de permitir
la entrada de iones, ya sean cationes o aniones u otro tipo de moléculas implica, para esta
levadura, un elevado gasto energético y la interferencia de sus rutas metabolicas. Para el
caso particular de CI", este anion interfiere con algunas enzimas que presentan interaccion

especifica con este ion en sitios importantes (Folch-Mallol et al., 2004).

Segun lo reportado por Kapteyn et al. (2001), la capacidad de tolerar un bajo pH externo
depende de las proteinas de pared celular (CWP cell wall proteins) y del anclaje que
presentan bajo estas condiciones. En este estudio se demostr6 que Cwplp es una de las
principales proteinas involucradas con la resistencia a bajos pHs, y que el incremento de

ésta en la pared celular, no se debe a una mayor induccién génica que aumente su sintesis,
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sino a un doble anclaje en pared por medio de dos uniones a B1,3-glucano, la primera
alcali-sensible y la segunda alcali-resistente que permite reducir la permeabilidad de pared.
Otras proteinas que se describen en este articulo y que también estan involucradas con
dicha tolerancia son Pir2p/Hsp150, las cuales también presentan un anclaje més resistente
bajo condiciones acidas; esto se puede explicar gracias a que a pH bajo los sitios aceptores
a B1,3-glucano se hacen disponibles para estas proteinas. Como ya se ha mencionado, las
respuestas de estrés a diferentes factores estan relacionadas y esto se confirma de igual
manera en este articulo al demostrar que las modificaciones en la estructura de la pared
celular son dependientes de la via HOGL1 relacionada con la sintesis de glicerol. Estos
mecanismos se asume, son similares en las 6 cepas de estudio, y se puede decir que en todo

el grupo sensu stricto lo cual se ve reflejado en la semejanza con otros estudios.

Una vez mas los resultados obtenidos son similares a los articulos antes mencionados
Belloch et al. (2007), Badotti et al. (2009) y Arias (2008); esto implica que la capacidad de
crecer en pH acidos es comun para todas las cepas de S. cerevisiae sin importan de donde
hayan sido aisladas; segun lo reportado por Belloch et al. (2007), esta tolerancia también es
comun para todas las especies del genero Saccharomyces sensu stricto. Por lo tanto, la
capacidad de crecer a un pH bajo no deberia considerarse como un factor de estrés para esta
levadura en fermentaciones alcohdlicas. Incluso Serra et al. (2005) demostr6é que el pH no

afecta de manera significativa el crecimiento en Saccharomyces.

8.3.4 Estrés por calor

Para el estrés por calor podemos notar en la tabla 9 que es donde las cepas presentan una
mayor variabilidad en los resultados siendo CH-02 y LC-14 las que presentan la mejor
respuesta al poder crecer hasta la quinta dilucion para 45°C y sexta en las otras dos
temperaturas. Para DI-14 y FV-13 tenemos resultados iguales presentando sélo crecimiento
hasta la 5 dilucion tanto para 42 y 45°C y finalmente PA-18 resulta ser de nuevo la mas
sensible a estas condiciones pudiendo crecer sélo hasta la cuarta dilucion para 42°C y la
primera para 45°C. El crecimiento se observo a las 24h para todas las condiciones. Los

resultados obtenidos son similares a los reportados previamente, ya que en todos los casos
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la tolerancia a este parametro depende de la cepa y de donde se aisl0 y no presenta un

patrén similar como en las condiciones anteriores.

No obstante, los resultados a estas condiciones fue un poco sorpresivos ya que en lo
establecido por Arias (2008) donde se trabaja con cepas aisladas de bebidas mexicanas
como pulque, tequila y tepache, se reporta que las cepas no presentan una buena tolerancia
a 42°C creciendo la mayoria de ellas s6lo en la primera dilucion, sin embargo podemos
apreciar que en el caso de las cepas del mezcal, el crecimiento a 42 grados en todos los
casos es favorable siendo la cuarta la dilucion minima de crecimiento, y adicionalmente
todas presentan crecimiento a 45°C. Este resultado se puede deber a que en nuestro caso
solo se les dio un choque térmico de dos horas a las temperaturas establecidas y luego se
incubaron todas las cepas a 30°C y en los otros articulos no se reporta si se siguid este
mismo procedimiento o las cepas crecen todo el tiempo en las condiciones de temperatura

indicadas.

Asi mismo, no se esperaria este tipo de tolerancia ya que la region mezcalera de Oaxaca es
una region semi-célida con temperaturas promedio entre los 20-25°C asi que incluso
aquellas cepas como FV-13, LC-14 y PA-18 que provienen de la region menos desarrollada
y de procesamiento mas rustico, es decir procesos donde la temperatura no es controlada o
supervisada como ocurre en los procesamientos mas industrializados; son rara vez
sometidas a estas temperaturas ya que la temperatura ambiental no alcanza los 40°C. Por
ende, se esperaria que las cepas provenientes de Tlacolula y Yautepec es decir CH-02, DI-

14 y FF-07 presentaran una menor tolerancia.

La tolerancia a altas temperaturas esta estrechamente relacionada con la sintesis de HSP
(Proteinas de Choque Térmico, Heat Shock Proteins), pero en el articulo de Piper (1993), se
establece que hay factores que pueden ser mas trascendentales para la termotolerancia;
como los cambios fisiologicos que ocurren, la acumulacion de trealosa, y la ATPasa de la
membrana plasmatica. Por otro lado, Chatterje et al. (1997), identificé un cambio en los
lipidos celulares habiendo un aumento de &cidos grasos insaturados que presentan mayor
resistencia al calor. Por lo que podemos inferir que las cepas CH-02 y LC-14 presentarian
una conduccion méas efectiva de estos mecanismos y adecuaciones incrementado su

tolerancia en comparacion con las otras 4 cepas, por otro lado también se puede suponer
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que estas cepas presentan una mejor tolerancia debido a que son capaces de reparar de

manera mas eficiente el dafio causado por el calor.

8.3.5 Estrés por etanol

Finalmente para el etanol encontramos una gran variacion en los resultados. Como se
aprecia en la tabla 9 todas las cepas son capaces de crecer hasta 12% de etanol; dentro de
esto encontramos que la cepa DI-14 es la que presenta mayor tolerancia ya que en 15% de
etanol hubo crecimiento hasta la quinta dilucidn, la sigue LC-14 que presenta crecimiento
hasta la 4 dilucion y posteriormente CH-02 con crecimiento hasta la segunda dilucion para
15% y crecimiento hasta la quinta diluciéon para 12%. Existen tres cepas que no fueron
capaces de crecer en 15% de etanol estas fueron FF-07, FV-13 y PA-18. De estas cepas la
que presenta mas afectacion por el etanol es FV-13 que desde 10% s6lo puede crecer hasta
la quinta dilucion y en 12% s6lo hay crecimiento hasta la tercera. Mientras que FF-07 y
PA-18 crecen hasta la sexta dilucion para 10% Yy hasta la quinta y cuarta respectivamente

para 12%.

Estos resultados se pueden asociar al proceso en que cada una de las cepas se vid
involucrada, ya que aunque se trate de la misma bebida, cada productor varia las
condiciones de trabajo para obtener productos con ligeras variaciones entre ellos, entre
estas variaciones se incluye el % de etanol. Sin embargo el mezcal no presenta mas alla de
10% de etanol por lo que la sobrevivencia en 15% indica que las cepas estan bien adaptadas

lustracién 6. Desarrollo de las cepas FF-07, FV-13 y PA-18 para las condiciones de 8, 10, 12 y 15% de etanol
respectivamente
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a las condiciones méas adversas. Estos resultados son semejantes a los de Arias (2008)
donde se reflejo que las cepas de pulque, tequila y tepache también pueden crecer hasta
15% de etanol en la mayoria de los casos, mientras que los reportados por Belloch-Orlic et
al. (2007) difieren un poco ya que en este caso la mayoria de las cepas estudiadas no son
capaces de crecer en 15%, dichas cepas fueron aisladas en su mayoria de cerveza, suelos y

uvas. Esto refleja que existen semejanzas entre las bebidas tradicionales mexicanas.

Estas diferencias encontradas entre las cepas puede relacionarse con la composicion de
lipidos en la pared celular siendo la presencia de &cidos grasos insaturados la mas
importante; esto fue corroborado por Santiago (2010) donde se determind la composicion
de acidos grasos en las células con mayor resistencia a alcohol y se observo que aquellas

cepas con mayor resistencia presentan un contenido mas elevado de &cido palmitoleico.

8.3.6 Seleccidon de la mejor cepa

Condiciones de estrés

Glucosa de (g/L)

3 == CH-02
Etanol (%) \ acarosade (g/L) ==fB=DI-14

e FF-07
—=FV-13
—¥—LC-14
—0—PA-18

Temperatura (°C)

Figura 5. Comparacion de todas las cepas a las 5 condiciones de estrés establecidas. En esta grafica
solo se presentan las condiciones mas extremas: concentracion de glucosa 300g/L, concentracion de
sacarosa 200g/L, pH 2.8, temperatura de 45°C y 15% de etanol.
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La figura 5 facilita la comparacion para poder determinar cual es la mejor cepa para la
fabricacion de mezcal tomando Unicamente los parametros de tolerancia como fundamento
de decision; cabe destacar que para determinar cudl es la mejor cepa de manera mas

completa seria interesante conocer sus capacidades fermentativas.

Como se aprecia en la figura 5 la cepa seleccionada como la mejor es DI-14 siendo su
resistencia a etanol el factor decisivo ya que LC-14 presenta un comportamiento muy
similar sin embargo tolera menos el etanol. Por otro lado, PA-18 presenta la peor
capacidad de tolerancia a los diferentes estreses sometidos ya que en todas las condiciones
con excepcion de pH muestra la menor capacidad adaptativa siendo la tolerancia a
temperatura y etanol las méas evidentes. Es importante conocer el comportamiento de las
cepas ya que asi podemos determinar y predecir su sobrevivencia a lo largo de la

fermentacion.
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9. CONCLUSIONES

Se identificaron como Saccharomyces cerevisiae a treinta cepas de levaduras de
mezcal provenientes de diferentes municipios de la region mezcalera de Oaxaca;
utilizando el método de PCR-RFLP enfocado en la regién 5.8S-I1TS.

Se identificaron como Kluyveromyces marxianus a 7 cepas de levaduras de mezcal
provenientes de diferentes municipios de la region mezcalera de Oaxaca; utilizando
el método de PCR-RFLP enfocado en la region 5.8S-1TS

Se reagruparon las cepas utilizadas ya que la clasificacion previa utilizando la
region D1 y D2 del gen ribosomal 26S era incorrecta debido a que agrupaba como
iguales cepas que con PCR-RFLP enfocado en la regién 5.8S-1TS se pudieron

establecer como diferentes.

Se demostré que las 6 cepas de Saccharomyces cerevisiae seleccionadas pueden

tolerar y crecer en 200, 250 y 300 g/L de glucosa y 100, 150 y 200 g/L de sacarosa.

Se demostrd que el pH de acido 2.8 no es una condicion que afecte el crecimiento
celular de las Saccharomyces cerevisiae.

La temperatura y el % de etanol son los dos factores que presentan mayor impacto
celular, ya que la tolerancia a estas dos condiciones generd los resultados mas
variables. Las 6 cepas seleccionadas fueron capaces de crecer a 45°C y a 12% de
etanol.

La cepa de Saccharomyces cerevisiae que presentd la mejor tolerancia a las
condiciones de estrés aqui estudiadas fue DI-14 y la que presenta la peor tolerancia
fue PA-18.

Las cepas de mezcal aisladas de diferentes regiones y tipos de proceso presentaron

diferencias en sus tolerancias a las condiciones de estrés sometidas.
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10. PERSPECTIVAS

El estudio de cepas de Saccharomyces cerevisiae aisladas de mezcal resulta muy
interesante ya que es un tema poco estudiado, ya que la mayoria de estudios en bebidas

alcohdlicas son llevados a cabo en vino y cerveza.

Dentro de los objetivos a futuro se pueden encontrar:
e Aumentar el nmero de cepas de estudio lo cual permitiria incluir cepas de todos los
municipios involucrados para poder conocer las diferencias entre ellas y establecer

diferencias o similitudes por region.

e Incluir ademés de las condiciones de estrés estudiadas, condiciones de estrés
simultaneas como estrés a pH y temperatura, estrés a temperatura y % de etanol,
estrés osmético y % de etanol, eso permitiria conocer de manera mas real la
capacidad de tolerancia de las cepas y su adaptacion en un ambiente mas similar al

de una fermentacién.

e Realizar una tipificacién molecular de las cepas de trabajo para saber si las cepas
que presentan diferencias en las tolerancias presentan diferencias a nivel genético,

ya que esto es un parametro de control de calidad a nivel industrial.
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