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RESUMEN

El mezcal es una bebida alcohdlica regional obtenida por destilacion y
rectificacion de mostos preparados con los azlcares extraidos de las
cabezas maduras de los agaves, previamente hidrolizadas o cocidas, y
sometidas a fermentacion alcohodlica con levaduras. El proceso de
produccién se realiza de manera artesanal empleando cepas de
levaduras nativas de cada regidon productora, estos microorganismos
juegan un papel muy importante en la fermentacion, generando etanol y
metabolitos secundarios que le dan las caracteristicas sensoriales a la
bebida.

En este proyecto de investigacion se trabajé con 21 cepas de
Saccharomyces cerevisiae aisladas previamente de mostos de Agave de
diferentes regiones productoras de mezcal del estado de Oaxaca,
México. El estudio consistidé en evaluar el comportamiento de las cepas a
diversas condiciones de estrés, tales como estrés osmoético, tolerancia a
etanol, altas temperaturas, asi como también a un pH Aacido.
Encontrandose que, en general, todas las cepas toleraron las altas
concentraciones de azucar, sin embargo, sélo 3 de ellas demostraron
una rapida recuperacion ante el estrés por etanol. Por otro lado,
Unicamente 2 cepas toleraron temperaturas de 42°C, mientras que el pH
de 3 no resultd ser una condicion de estrés para ninguna cepa. Estas
caracteristicas de tolerancias a diversos factores ambientales se
relacionan con el habitat natural de donde las cepas se aislaron, es decir
un ambiente selectivo caracteristico del proceso de produccion del

mezcal.

La diferenciacion de S. cerevisiae a nivel de cepa se hizo mediante
pruebas moleculares empleando los métodos de electroforesis en gel de

campo pulsado (PFGE) y analisis de los fragmentos d. Identificandose 18



grupos que corresponden a 18 cepas, donde 3 de los grupos
presentaron 100% de similitud. Estos resultados sugieren que durante
la fermentacién del mezcal existen diversas cepas de S. cerevisiae que
podrian estar contribuyendo de manera significativa en la produccion de

compuestos caracteristicos del mezcal de cada regién.



1. INTRODUCCION

La palabra Mezcal tiene su origen en vocablos de la lengua nahuatl.
Algunos sostienen que deriva de mexcalli (metl o meztl, significa
maguey, y de ixcalli, cocer). La traduccion seria entonces maguey
cocido (SNMM, 2005).

Cada mezcal es diferente, no sdélo por la especie de agave del cual
proviene, sino por el proceso que se sigue al elaborarlo (herramientas,
materiales, tiempos y temperaturas). Quizd ninguna otra bebida
espirituosa del mundo derive sus sabores distintivos de tan amplia

diversidad natural y cultural (Granich et al., 2009).

Muchos de los procesos de produccion de bebidas alcohdlicas destiladas
de agave involucran una fermentacion compleja en la que bacterias
(lacticas y acéticas) y levaduras (Saccharomyces y no Saccharomyces)
estan presentes en poblaciones mixtas estables o desplazandose unas a
otras. Esta microbiota es responsable de la produccién de varios
compuestos quimicos y volatiles que confieren las caracteristicas

particulares al producto final (Lappe-Oliveras et al., 2008).

Dentro de la comunidad de microorganismos presente en los mostos de
mezcal, Saccharomyces cerevisiae es la levadura que tiene el papel
primordial, ya que es la especie dominante dentro de la fermentaciéon y
la principal productora de etanol, factor que regula el desarrollo
microbiano (Zavala-Nacul, 2013). Una caracterizacion fenotipica vy
genotipica detallada de la microbiota debe llevarse a cabo con el fin de
conservar esta biodiversidad especifica y posteriormente evaluar su
potencial como cultivos iniciadores y en la produccion de diferentes
compuestos quimicos de importancia biotecnoldgica (Lappe-Oliveras et
al., 2008).



Controlar el crecimiento y la actividad de las levaduras que alteran los
alimentos y bebidas requiere una buena comprensién de su fisiologia,
bioquimica y respuestas genéticas. Conocer los factores que afectan el
crecimiento y la supervivencia de la levadura, y saber como puede
responder a estos factores, son puntos particularmente importantes en
los niveles practicos de control de calidad y seguridad. Para la mayoria
de las levaduras, los limites de crecimiento y supervivencia, y la cinética
de inactivacién de los parametros tecnoldgicos basicos, tales como
temperatura, pH, concentracidn de azucar y concentraciéon de sales o
minerales, no estan bien definidos, y requieren mayor cuidado e

investigacién sistematica (Fleet, 2006).

Cada regién del pais cuenta con diferentes tipos de clima, por lo que el
suelo para el cultivo cuenta con caracteristicas distintas en cuanto a
humedad, temperatura, disponibilidad de nutrientes y sales; estos
factores abioticos seleccionan a los microorganismos en el ambiente. A
lo largo del proceso de fermentacion las levaduras se ven afectadas por
una serie de condiciones de estrés que atacan su viabilidad y su
eficiencia en la fermentacion. Entre las condiciones de estrés, las mas
relevantes son la alta concentracién de azucar y bajo pH del mosto, la
temperatura y, conforme la fermentacidn avanza, la acumulacién de
etanol (Belloch et al., 2008).

La identificaciéon y clasificacion de las levaduras se ha realizado
empleando métodos tradicionales basados en sus caracteristicas
morfoldgicas, fisioldgicas y bioquimicas. Sin embargo, las caracteristicas
morfoldgicas y fisioldgicas pueden variar dependiendo de las condiciones
de cultivo, por lo que los resultados obtenidos tienen un cierto grado de
incertidumbre. La reproducibilidad de estas técnicas es cuestionable
pues en muchos casos dependen del estado fisioldgico de la levadura.

Ademas, estos procedimientos requieren de un gran numero de
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ensayos, lo cual implica una gran inversidn de tiempo y recursos. Una
alternativa al uso de los métodos tradicionales de identificacion de
microorganismos son las técnicas moleculares, las cuales se basan en el
analisis de los acidos nucleicos, independientemente del estado
fisioldgico de la levadura, dejando en segundo plano el andlisis de
rasgos fenotipicos y asi es posible caracterizar a los microorganismos a

nivel de género y especie (Cova-Pérez, 2010; Zavala-Nacul, 2013).

Este trabajo tiene por objetivo evaluar la capacidad de 21 cepas de S.
cerevisiae aisladas de mostos de mezcal, para crecer y tolerar diversas
condiciones de estrés, asi como determinar las diferencias existentes a

nivel molecular.



2. ANTECEDENTES

2.1. Aspectos generales del mezcal

El mezcal es una bebida alcohdlica regional obtenida por destilacion y
rectificacion de mostos preparados directa y originalmente con los
azucares extraidos de las cabezas maduras de los agaves, previamente
hidrolizadas o cocidas, y sometidas a fermentacion alcohdlica con
levaduras, cultivadas o no, siendo susceptible de ser enriquecido, para
el caso del Mezcal tipo II, con hasta en 20% de otros carbohidratos en la
preparacion de dichos mostos, siempre y cuando no se eliminen los
componentes que le dan las caracteristicas a este producto, no

permitiéndose las mezclas en frio (SECOFI, 1994).

El mezcal se define de acuerdo a la norma como un liquido de olor y
sabor original de acuerdo a su tipo. Es incoloro o ligeramente
amarillento cuando es reposado o afiejado en recipientes de madera de
roble blanco o encino, o cuando se aboque (adicién de uno o mas
productos naturales, saborizantes o colorantes permitidos en las
disposiciones legales correspondientes para suavizar su sabor) sin
reposarlo o anejarlo (SECOFI, 1994; Sectorial, 2011).

En 1997 se publicé en el Diario Oficial de la Federacién la Norma Oficial
Mexicana NOM-070-SCFI-1994 para el mezcal, con el objetivo de
establecer caracteristicas y especificaciones a cumplir para elaborar y
comercializar la bebida. Dentro de la Norma se consideran aspectos
como campo de aplicacién (especies de Agaves reconocidos para la
elaboracion del mezcal), clasificacion (considerando mezcales 100%
agave y otros de preparacion 80% agave - 20% otros azucares),
especificaciones (marcando maximos y minimos de % de alcohol
volumen, extracto seco, acidez, alcoholes superiores y metanol) y
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condiciones para su comercializacion al interior del pais y en el
extranjero (SNMM, 2005 en Granich et al., 2009).

El producto objeto de esta NOM debe cumplir con las especificaciones

fisicas y quimicas establecidas en la siguiente tabla:

Tabla 1. Especificaciones fisicas y quimicas del mezcal. Fuente: NOM-070-SCFI-1994.

Especificaciones Minimo Maximo
% de alcohol en volumen a 20°C 36.0 55.0
Extracto seco g/L 0.2 10.0
Miligramos por 100 centimetros cubicos referidos a alcohol anhidrido
Acidez total (como acido acético) 0.0 170.0
Alcoholes superiores mg/100 mL 100.0 400.0
Metanol mg/100 mL 30.0 300.0

En 1995 el mezcal obtuvo la DENOMINACION DE ORIGEN, registrada
ante la Organizacion Mundial de la Propiedad Intelectual (OMPI) con
sede en Ginebra, Suiza. La declaratoria de Denominacion de Origen del
Mezcal emitida por el Instituto Mexicano para la Propiedad Industrial
(IMPI) en 1997, y modificada posteriormente, ampara la elaboracion de
la bebida en ocho estados de la Republica que son: Oaxaca, Guerrero,
Durango, Zacatecas, San Luis Potosi, amplidandose esta proteccion al
municipio de San Felipe Guanajuato (DOF del 21 de noviembre de
2001), posteriormente a 11 Municipios del Estado de Tamaulipas (DOF
del 3 de marzo de 2003) y actualmente a 29 Municipios del Estado de
Michoacan (DOF del 22 de noviembre de 2012). Entre éstos estados,
destaca Oaxaca por la importancia que tiene su inventario de agave, por
su extenso padrén de productores de agave y de mezcal, por sus altos
volumenes de produccién y envasado de mezcal, y por la presencia del
mezcal en el mercado regional, nacional e internacional (PRE, 2004;
Granich et al., 2009; CRM, 2014).



En Oaxaca, se particularizé la zona denominada “Regién del Mezcal”
(Figura 1) que comprende los distritos de: Zimatlan, Ocotlan, Tlacolula
(donde esta Santiago Matatlan), Yautepec, Ejutla, Miahuatlan y Sola de
Vega (Salvatierra-Garcia, 2003). Sea como sea que se considere la

geografia del mezcal, el corazén de la bebida es Oaxaca.

ESTADO DE OAXACA
DISTRITOS QUE INTEGRAN LA REGION DEL MEZCAL

Figura 1. Distritos que integran la regién del mezcal en Oaxaca, México. (Granich et
al., 2009).

México cuenta con cerca de 200 especies de agave, de las cuales,
actualmente sdélo unos 12 a 15 son agaves mezcaleros. Cada mezcal
estda asociado a una especie de agave y a una regidon campesina
(Sectorial, 2011). En el estado de Oaxaca se han identificado 23
especies y variedades de agaves cultivados y silvestres que son
empleados en la fabricacion del mezcal, de las 5 mas importantes,
destaca el agave “Espadin” (Agave angustifolia Haw) al acumular casi el
60% del inventario de agave de la Region del Mezcal (PRE, 2004).

Los productores de mezcal de los distritos de Yautepec y Tlacolula
utilizan en un 80% el agave “Espadin”, en tanto que los productores de
Ejutla, Miahuatlan y Sola de Vega, por costumbre 6 por la insuficiencia

de una misma especie, mezclan diferentes agaves mezcaleros (Espadin,
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Arroqueio, Cirial, Tepextate, Madrecuishe, etc.), asi, en el mismo
palenque los lotes de mezcal procedentes de hornadas diferentes tienen
caracteristicas y calidades diversas, segun la temporada de produccién,
que satisfacen los gustos y costumbres de los consumidores locales
(PRE, 2004).

2.1.1. Proceso de elaboracion del mezcal

La produccion de mezcal es artesanal y por lo tanto varia de region en
region. Sin embargo, se determina un proceso mas o menos homogéneo
que, como se observa en la Figura 2, sigue las siguientes etapas: 1)
cultivo y cosecha; 2) seleccion de la materia prima mas adecuada; 3)
corte de las pifas; 4) traslado al palenque; 5) cocimiento; 6) molienda;
7) fermentacion; 8) destilacién; y 9) envasado (Salvatierra-Garcia,
2003).

1.- CULTIVO Y COSECHA

R s
{

oN 8.- DESTILACION 9.- ENVASADO

7.~ FERME’NTA

Figura 2. Proceso de elaboracién del mezcal.



El proceso de elaboracién de mezcal inicia con el cultivo del maguey. El
agave tarda entre 8 y 10 afios para estar “en su punto”, es decir que
cumple con las caracteristicas adecuadas para su transformacién. El
productor realiza la seleccion del maguey considerando el grado de
madurez, el cual se encuentra relacionado con la edad, eligiéndose
aqguellas plantas que estan por iniciar o que se encuentran en el inicio de
su etapa reproductiva. Posteriormente se cortan las pencas y raices
hasta dejar el centro del maguey al descubierto, a esta forma del
maguey se le conoce comunmente como pifia. Las pifias son trasladadas
a los palenques, que son las fabricas de mezcal, generalmente situados
cerca de las plantaciones. Después las pifias son cocidas. Para esta
operacion se prepara el horno prendiendo lefla en su interior y
colocando inmediatamente piedra de mediano tamafno encima de la leha
formando un monticulo, una vez que se alcanza la maxima temperatura
y que ya no hay emanaciones de humo (de 6 a 10 horas del inicio de la
quema) el horno esta listo, se colocan las pifias, se cubren con bagazo
himedo vy tierra. Antes de meterlas al horno de piso, las pifias se pican
con golpes de hacha para que se facilite su coccion. El horneado tiene
una duracion aproximada de tres dias para lograr la plena coccién. Al
terminar esta fase, el agave cambia de color blanco a caramelo, lo que
indica la hidrodlisis de los almidones contenidos en el maguey maduro y
su conversiéon en azucares como fructosa. Luego del horneado del
maguey, se realiza la molienda, la cual facilita la fermentaciéon de los
azucares contenidos en el maguey y se realiza de 3 maneras: macerado
a mano, machacado en una tahona (molino que funciona por la fuerza
de caballos o0 mulas), o en una desgarradora apoyandose ademas con
una prensa. Al terminar la molienda se obtiene el jugo llamado mosto y
el bagazo; el mosto es depositado o bombeado a las tinas de
fermentacion. La fermentacion se realiza en tinas de madera, pilas

forradas de madera o en tanques de acero inoxidable. En los palenques
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de la Regidon del Mezcal, la fermentacidon del maguey cocido y molido se
efectla sin control de temperatura y concentracién de azlUcares. Se
distinguen dos formas de fermentacién: la natural y la inducida o
acelerada; la primera es una fermentaciéon espontanea que se basa sélo
en las levaduras contenidas de manera natural en las “pifias” y puede
requerir de hasta 30 dias para alcanzar su 6ptimo. La segunda emplea
aceleradores de la fermentacién como el sulfato de amonio o la urea
como fuentes de nitrdgeno acortando el tiempo requerido para la
fermentacion de 2 a 5 dias segun las cantidades empleadas. En la
fermentacion se logra la conversidén a etanol de los azlicares contenidos
en el mosto. Al jugo fermentado se le conoce como mosto muerto y
tiene un contenido de alcohol entre 6 y 7% (v/v). Al finalizar el proceso
de fermentacion, los mostos cocidos llamados “tepache” se pasan a los
alambiques para llevar a cabo la destilacién. Esta se realiza con la
presencia de bagazo y con el empleo de equipos de fabricacién artesanal
hechos completamente de cobre, equipos de ollas de barro con partes
de cobre y/o fierro, equipos hechos de barro en su totalidad o
alambiques de acero inoxidable. En esta operacion se efectia la
separacion de los alcoholes, aprovechando para ello sus diferentes
puntos de ebullicion. Al producto obtenido se le conoce como mezcal de
primera destilacion. La homogeneizacion esta referida a la redestilacion
de la porcidn del mezcal de baja graduacién, el equipo a utilizar es el
mismo que en el proceso de destilacion y el procedimiento es muy
parecido. En esta etapa se destila por segunda vez el mezcal, con la
finalidad de aumentar su graduacidon alcohdlica; una vez efectuada la
redestilacion se procede al ajuste del grado alcohdlico ubicandolo entre
el 36 a 55% de alcohol en volumen a 20°C de acuerdo a la NOM del
mezcal, empleando para ello la “venencia” (carrizo ahuecado con una
perforacidn en su extremo inferior) con la cual se succiona con la boca el
mezcal para dejarlo caer en una jicara y asi observar la formacién del
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“cordén” o “perlado” cuya persistencia indica la graduacién alcohdlica.
Entonces la bebida esta lista para envasarse segun las marcas de los
productores. Las plantas envasadoras presentan caracteristicas
diversas, desde el envasado manual, hasta las semiautomaticas. Estas
ayudan a llevar un adecuado control de la calidad del mezcal, sin
embargo, existe también el mezcal a granel, que es mas para consumo
local o también los pequefios productores que no tienen marcas
registradas y envasan su mezcal en recipientes de vidrio o de barro
negro de forma totalmente manual (Salvatierra-Garcia, 2003; PRE,
2004; Sectorial, 2011).

2.2. Aspectos generales de las levaduras

Las levaduras, que estan distribuidas en varios materiales ricos en
azUcar, como jugos de frutas y néctar, pueden llevar a cabo los dos
tipos opuestos de metabolismo quimiorganétrofo, la fermentacion y la
respiracion. Cuando el oxigeno esta presente, las levaduras crecen
eficazmente sobre el azlicar formando biomasa y CO, (derivado del ciclo
de acido citrico). Sin embargo, en condiciones andxicas las levaduras
cambian a un metabolismo fermentativo que origina menor cantidad de
biomasa celular pero cantidades notables de etanol y CO,. La
concentracion de oxigeno en el medio tiene una relacidon inversamente
proporcional a la productividad especifica de etanol, lo cual se conoce

como efecto Pasteur (Garcia-Garibay et al., 2004; Madigan et al., 2009).

Las levaduras pueden crecer en medios simples que contengan
carbohidratos fermentables (fuentes de carbono incluidos
monosacaridos como D-glucosa, D-manosa, D-fructosa, D-galactosa vy la
pentosa D-xilulosa, pero no otras pentosas) para generar energia y

“esqueletos de carbono” para biosintesis, nitrégeno adecuado para
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sintesis de proteinas, y sales minerales (Priest y Campbell, 1996). Todas
las especies fermentan D-glucosa, D-fructosa y D-manosa, y por lo
general también otros azucares; ninguna de las especies utiliza nitrato

como fuente de nitrogeno (Barnett, 1992).

Las levaduras juegan un papel importante en la produccion de bebidas
alcohdlicas tipicas de México (tequila, mezcal, sotol, bacanora vy raicilla),
gue son obtenidas de diferentes mostos de agave. La primer parte de
este proceso es la transformacion con la fermentacion de las levaduras
del mosto de agave en un producto alcohdlico aromatico, que luego se
destila produciendo cada bebida tipica de agave. Entre las levaduras de
fermentacion, se han reportado a S. cerevisiae, Kluyveromyces africana,

Candida magnolia y Candida krusei (Romano et al., 2006).

2.3. Caracteristicas de Saccharomyces cerevisiae

Saccharomyces cerevisiae es la especie de levadura utilizada por
excelencia para la obtencién de etanol a nivel industrial debido a que es
un microorganismo de facil manipulacién y recuperacion, no es exigente
en cuanto a su cultivo,b no presenta alto costo, tolera altas
concentraciones de etanol, en la fermentacion produce bajos niveles de
subproductos, es osmotolerante, capaz de utilizar altas concentraciones
de azUcares, presenta alta viabilidad celular y caracteristicas de
floculacién y sedimentacion para el procesamiento posterior (Buitrago-

Estrada y Tenjo-Camacho, 2007).

Las células de Saccharomyces y de otros ascomicetos unicelulares son
normalmente esféricas, ovales o cilindricas y su divisiéon celular
normalmente se produce por gemacion. En el proceso de gemacién, la

nueva célula se forma como una pequefa excrecencia de la célula
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progenitora; esta yema va engrosandose gradualmente y se acaba
separando de la célula progenitora. Algunas levaduras presentan
reproduccion sexual mediante un proceso en el cual se fusionan dos
células de levadura. Dentro de la célula producto de dicha fusion,
denominada zigoto, acaban formandose ascosporas (Madigan et al.,
2009).

Las células de S. cerevisiae pueden existir en forma haploide
(vegetativa, con 16 cromosomas), pero en la naturaleza dos células
haploides de levadura pueden fusionarse para dar lugar a una célula
diploide (con 32 cromosomas). Saccharomyces crece vegetativamente
como un diploide. S. cerevisiae presenta dos formas diferentes de
células haploides denominadas tipos de apareamiento; estas formas
pueden considerarse analogas a los gametos masculino y femenino. El
emparejamiento de tipos de apareamiento opuestos forma una célula
diploide. A partir de una sola célula diploide creciendo en condiciones de
baja disponibilidad de nutrientes, se forma un asca que contiene cuatro

ascosporas, dos de cada tipo de apareamiento (Madigan et al., 2009).

Este microorganismo muestra 5 fases de crecimiento bien definidas
cuando es cultivado en medios liquidos con glucosa como fuente de
carbono: la fase lag, la fase logaritmica, el cambio diduxico, la fase
postdiduxica y la fase estacionaria. La fase lag es un periodo de
adaptacion en el cual la célula se prepara para dividirse. Durante la fase
logaritmica las células alcanzan su maxima velocidad de duplicacion vy
llevan a cabo un metabolismo fermentativo del que se produce etanol.
Al disminuir la concentracién de glucosa, las células atraviesan por el
cambio diduxico, un periodo breve de tiempo en el cual no hay division,
y la célula cambia de un metabolismo fermentativo a uno respiratorio.
En la fase postdiduxica las células usan como fuente de carbono el

etanol producido durante la fase logaritmica e incrementan su
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resistencia al estrés gradualmente; en tanto que la fase estacionaria se
presenta cuando los nutrientes del medio se han agotado y no hay
division celular. En esta fase, las células acumulan carbohidratos de
reserva como trehalosa y glucégeno, alcanzan el maximo nivel de
resistencia a estrés y su pared celular se vuelve mas gruesa y resistente

a la digestién por liticasa (Folch-Mallol et al., 2004).
2.3.1. Metabolismo de Saccharomyces cerevisiae

El metabolismo describe todas las reacciones enzimaticas que ocurren
dentro de la célula y la organizacidon y regulacion de aquellas reacciones.
Aunque desde el punto de vista bioquimico los aspectos individuales del
metabolismo son considerados como vias separadas, en realidad no
existen vias aisladas, pero son simplemente partes de todo el proceso
metabdlico integrado. Cada via bioquimica consiste en series de
reacciones quimicas catalizadas por enzimas. Una enzima incrementa la
velocidad de una reaccidn quimica y permite que la reaccién ocurra a
valores fisioldgicos de temperatura y pH. (Priest y Campbell, 1996). La
temperatura 6ptima de crecimiento de S. cerevisiae es entre 28°C y
35°C, cerca de 39°C se presenta pérdida de viabilidad de las células

(Buitrago-Estrada y Tenjo-Camacho, 2007).

Las capacidades fisiolégicas de las cepas de levadura aisladas de mostos
de agave deben tener especial relevancia en la comprension de los
mecanismos implicados en la colonizacién y la determinacién de las
condiciones Optimas para mantener buenas fermentaciones. Al principio
del proceso, las células de levadura se ven afectadas por el estrés
osmoético debido a la alta concentracién de azicar en el mosto,
alrededor de 14 al 16% de sacarosa. A medida que la fermentacién
progresa otras condiciones de estrés se vuelven relevantes como la

acumulacion de etanol (aproximadamente 7% (v/v) en el final del
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proceso de fermentacion) y la limitacion de nutrientes. Por otra parte,
durante el ciclo fermentativo, el estrés debido a las altas temperaturas
(hasta 40°C) también afecta a las levaduras. Por lo tanto, el medio
ambiente fermentativo tiene una fuerte influencia en la determinacion
de la diversidad y la resistencia a la condiciones de estrés de las
levaduras (Badotti et al., 2010).

Se prefiere la levadura S. cerevisiae para la produccion de etanol
industrial, debido a que es un microorganismo de fermentacion
eficiente. Este hecho ha permitido la seleccidon de cepas industriales con
rasgos adquiridos que las hacen las productoras de etanol superiores,
mas tolerantes a subproductos de la fermentacién y con mayor
resistencia al proceso, en comparacion con cepas de S. cerevisiae
adaptadas a las condiciones de laboratorio controladas (Garay-Arroyo et
al., 2004).

2.3.2. Constitucion genética de Saccharomyces cerevisiae

Las especies de levadura viven en diferentes nichos ecoldgicos, pero sus
genomas revelan muchas caracteristicas conservadas (Bolotin-Fukuhara,
2006).

El genoma haploide de la levadura contiene 16 cromosomas dispuestos
en 8 pares, cuyo tamafio varia entre 220 y 2352 kpb. El genoma nuclear
total de la levadura (excluyendo las mitocondrias y algunos plasmidos y
elementos genéticos similares a los virus) es aproximadamente de
13392 kpb. La levadura puede codificar hasta 5800 proteinas, de las
cuales so6lo 900 parecen esenciales para la viabilidad (Madigan et al.,
2009).
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2.4. Adaptacion de las levaduras al ambiente y respuestas al

estrés

Todos los organismos vivos crecen y se desarrollan de manera éptima
bajo ciertas condiciones ambientales. Las condiciones de temperatura,
humedad, salinidad, etc. en el medio ambiente varian en el espacio y el
tiempo alejandose muchas veces de las condiciones Optimas para el
crecimiento y reproduccién del organismo en cuestion. Esto explica en
gran medida la distribucion geografica y estacional de las distintas
especies vivientes. El medio ambiente es un factor determinante en la
evolucién de los organismos, ya que induce la seleccién de mecanismos
que les permiten su supervivencia y adaptacién a las condiciones
cambiantes de mismo. Para lograr este objetivo los microorganismos
han adoptado estrategias que les llevan a modificar su metabolismo,
regular su velocidad de crecimiento o modificar sus programas de
diferenciacién y asi sobrevivir en condiciones adversas. Por lo general,
durante los periodos de crecimiento activo las células son susceptibles al
estrés, mientras que en periodos de fase estacionaria son resistentes
(Folch-Mallol et al., 2004).

Las células de levadura se ven sometidas a varios tipos de estrés a
medida que las condiciones del medio cambian, tanto en situaciones
naturales como durante procesos industriales. Tanto el dafo provocado
por el estrés como la respuesta de la levadura al mismo, depende del
tipo y grado del estrés, y del estado de desarrollo de la levadura al
momento en que ocurre el estimulo. Sin embargo, en general, las
condiciones adversas a las que se enfrenta este organismo afectan
principalmente a las estructuras celulares (por ejemplo las membranas)
y a las diferentes macromoléculas, especialmente lipidos, proteinas y
acidos nucleicos, las cuales sufren modificaciones estructurales que

dafan su funcion. Para hacer frente a estas situaciones desfavorables, la
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levadura responde rapidamente sintetizando moléculas que le permiten
atenuar o reparar el dafio causado por el estrés. Entre las moléculas
mejor caracterizadas en esta respuesta estan las llamadas “proteinas de
estrés”. Su estudio ha evidenciado que la respuesta a nivel
transcripcional es importante para la supervivencia celular y ha llevado a
la descripcidon de varias vias de transduccidon de sefiales y factores de

transcripcion involucrados en esta respuesta (Folch-Mallol et al., 2004).
2.4.1. Estrés osmotico (glucosa y sacarosa)

Las fuentes de azlcar que pueden asimilarse varian mucho segun la
especie de levadura, pero la glucosa sigue siendo una fuente de carbono
universal de las levaduras. La glucosa se dirige a piruvato a través de la
glucdlisis y la mayoria de las levaduras metabolizan piruvato en parte
por la fermentacion y en parte a través de la respiracién (tal es el caso
de K. lactis o P. stipitis) o lo utiliza exclusivamente para la respiracion
como lo hace Y. lipolytica y otras especies tipicamente respiratorias. S.
cerevisiae y especies estrechamente relacionadas son, en contraste, las
levaduras predominantemente fermentativas en las que las vias
respiratorias estan fuertemente reprimidas por la glucosa (efecto
Crabtree positivo) (Bolotin-Fukuhara, 2006).

La utilizacién de los carbohidratos por las levaduras procede
secuencialmente, con los asimilados mas facilmente asumiendo el
primer lugar. La absorcién de ciertos azUcares puede ser inhibida por la
presencia de otros. La sacarosa es tomada tipicamente primero por la
célula de la levadura seguida de la fructosa y la glucosa (Gibson et al.,
2007).
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2.4.2. Estrés por etanol

La tolerancia al etanol es una resultante compleja que involucra
fendmenos bioquimicos, fisicoquimicos y metabdlicos; de hecho no
existe una definicidn universal de tolerancia al etanol; este término
puede referirse a la concentracion de etanol que inhibe el crecimiento (la
cual es la definicion mas comun) o bien a la inhibicién sobre la velocidad
especifica de fermentacion o al efecto sobre la viabilidad. La tolerancia a
este alcohol depende, ademas de las caracteristicas genéticas de la
cepa, de diversos factores ambientales como: concentracidon de azucares
en el medio desde el inicio de la fermentacién y en fases posteriores,
estado metabdlico de las células, temperatura, pH, y de manera
importante la concentracidon del etanol en las diferentes etapas de la
fermentacion. El efecto inhibitorio del etanol tiene de hecho dos modos
de accion: uno no especifico, que se debe a la reduccion de la actividad
de agua en el medio, y el otro especifico, donde el solvente actia en
contra de algunos componentes celulares; por ejemplo algunas enzimas.
Algunas cepas son mas sensibles al efecto especifico que otras. Los
esteroles y acidos grasos insaturados sintetizados en presencia de
oxigeno, tienen también un papel fundamental en el incremento de la
tolerancia al etanol. La suplementacion del medio con vitaminas y
proteinas también mejora la tolerancia al etanol. El efecto de inhibicion
por etanol y el de inhibicion por una alta osmolaridad en el medio son
sinergéticos, por lo tanto, altas concentraciones de azucares reducen la

capacidad de tolerar etanol (Garcia-Garibay et al., 2004).

La capacidad de produccién de etanol y la tolerancia al mismo son dos
caracteristicas relacionadas desde el punto de vista funcional ya que la
segunda puede limitar a la primera; sin embargo, son independientes en

su origen fisioldgico, es decir, la habilidad de una levadura de producir
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etanol a partir de un carbohidrato no necesariamente implica que ésta

tenga una alta tolerancia y viceversa (Garcia-Garibay et al., 2004).

Desde un punto de vista fisioldgico, el etanol inhibe el crecimiento de la
levadura y su viabilidad (Alexandre et al., 2001). El mecanismo de
accion de etanol frente a levaduras se centra en la integridad de la
membrana plasmatica, provocando fugas y la disipacién de la fuerza
motriz de protones, y afectando los procesos de transporte (Stratford,
2006). Los efectos de la toxicidad del etanol en la fisiologia de las
levaduras son diversos, aunque las membranas celulares parecen ser los
principales sitios dafados por el etanol. Entre algunos de los efectos
especificos se encuentran la inhibicién del crecimiento, reduccién del
tamano celular, reduccién de la viabilidad, reduccién de la respiracion y
el consumo de glucosa, reduccién de la fermentacion, inactivacién de
enzimas, modificacion de lipidos, perdida de la fuerza motriz de los
protones a través de la membrana plasmatica, aumento de la
permeabilidad de la membrana y reduccién del pH citoplasmico (Gibson
et al., 2007).

No todas las levaduras presentan la misma sensibilidad al etanol. Las
mas resistentes son las especies de Saccharomyces sp. que se
presentan en los procesos de fermentacion alcohdlica para la
elaboracion de bebidas o la produccion industrial de etanol. Segun las
cepas y el estado fisioldgico del cultivo, el etanol es tdxico en
concentraciones del 6 al 14% (v/v). La tolerancia al etanol depende de
la composicién en acidos grasos de las membranas citoplasmaticas. Las
células cultivadas en presencia de acido linoleico (C18:2) toleran mejor
el etanol anadido al medio que las células en presencia de acido oléico
(C18:1). La viabilidad es mejor en presencia de ergosterol que de

camposterol (Buitrago-Estrada y Tenjo-Camacho, 2007).
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2.4.3. Estrés por pH acido

En general, las levaduras prefieren un medio ligeramente acido y tienen
un pH optimo entre 4.5 y 5.5. Sin embargo, toleran un amplio rango de
pH y crecen facilmente a valores de pH entre 3 y 10. Por otra parte, las
levaduras muestran una notable tolerancia a pH, y varias especies
pueden crecer a valores de pH &acidos fuertes tan bajos como 1.5. El
rango efectivo de pH de crecimiento para una especie dada depende del
tipo de disociacién acida en el medio. El acido acético es generalmente
mas inhibidor que el lactico, el propidnico, el citrico y otros acidos tanto
organicos como inorganicos. Como en el caso de cada factor ambiental,
el impacto del pH sobre el crecimiento es influenciado por otros factores.
Por ejemplo, a bajas temperaturas el pH minimo que permite el
crecimiento es superior. Al respecto, debe considerarse la interaccién de
las levaduras con otros organismos en las comunidades microbianas.
Las levaduras y bacterias lacticas se presentan juntas en muchos
habitats naturales debido a que poseen muchos requisitos ecoldgicos
comunes. La concentracién de acido lactico producido por las bacterias y
el pH bajo correspondiente, podria tener efectos inhibidores para
levaduras fermentativas; por otra parte, las levaduras que emplean el
metabolismo aerobio pueden utilizar acido lactico oxidativamente (Deak,
2006).

2.4.4. Estrés por alta temperatura

Las levaduras no pueden regular su temperatura interna y el estrés
térmico provoca dano celular mediante la interrupcién de la unién de
hidrégeno y desnaturalizacion de proteinas y acidos nucleicos, que
conduce a la pérdida rapida de la viabilidad celular de la levadura.
Intrinsecamente las levaduras termotolerantes poseen valores de

temperatura 6ptima por encima de 40°C y son capaces de sobrevivir a
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temperaturas de choque térmico repentinos (por ejemplo, a 50°C),
mientras que la termotolerancia inducida se produce cuando las células
estan acondicionadas previamente por la exposicion a un choque
térmico suave (por ejemplo, 30 min a 37°C) antes de un choque térmico
mas severo. El pH intracelular también influye en la termotolerancia de
la levadura. Las células que crecen rapidamente en un medio rico en
glucosa son mas sensibles a la temperatura que las células en fase
estacionaria, tal vez debido a que la glucosa reprime la sintesis de

proteinas de defensa al estrés (Walker y Van Dijck, 2006).

Las levaduras son, sin excepcidn, relativamente sensibles al calor. Las
temperaturas entre 45 y 53°C, dependiendo de la especie, matan
rapidamente casi todas las levaduras. El valor D indica el tiempo
necesario para matar 1llog (90%) del inoculo. Valores D de levadura,
rara vez superan 1 min a 55°C. Entre las especies de levadura con
mayor resistencia al calor se encuentra S. cerevisiae. Como regla
general, las ascosporas de levadura son 10°C mas resistentes que sus

homdlogos de células vegetativas (Stratford, 2006).

2.5. Métodos moleculares para identificacion de levaduras

Estudios dirigidos a la identificacion de diferentes especies de levaduras,
asi como las cepas que pertenecen a una especie, se han basado en
enfoques morfoldgicos y fisioldgicos. Estas caracteristicas pueden variar
de acuerdo a las condiciones de crecimiento y a veces las especies estan
definidas por una caracteristica fisioldgica Unica que es controlada por
un solo gen. Por esto, las técnicas basadas en biologia molecular son
vistas como una alternativa a los métodos tradicionales, ya que se
analiza el genoma de forma independiente al estado fisioldgico de la

célula. Muchas técnicas se han desarrollado utilizando las herramientas
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que ofrece la biologia molecular y muchas de ellas son Uutiles para
identificar y caracterizar las levaduras a nivel molecular (Fernandez-
Espinar et al., 2006).

La identificacion de especies y la diferenciaciéon de cepas siguen siendo
importantes en las industrias que utilizan levaduras (de Barros-Lopes et
al., 1998). Los métodos moleculares de identificacion de levaduras vy
microorganismos en general, se basan en el estudio de las moléculas de
ADN vy ARN. En levaduras se iniciaron con el estudio de
complementariedad del ADN nuclear, determindandose la existencia de
relaciones coespecificas entre cepas cuyos caracteres fisioldgicos vy
morfoldgicos considerados determinantes para discernir entre especies

eran diferentes (Orbera-Ratén, 2004).
2.5.1. Métodos para diferenciar a nivel cepa
2.5.1.1. Métodos basados en la técnica de PCR

El método de PCR no se ha desarrollado para reemplazar a las técnicas
existentes en la taxonomia y sistematica de la levadura, sino como una
herramienta preliminar en estas disciplinas. El método puede ayudar a
los taxonomistas para detectar rapidamente levaduras no relacionadas
en una especie heterogénea. La técnica es muy util para los ecologistas
en la agrupacion de levaduras con genomas relacionados. Al comparar el
patron de amplificacion por PCR de aislamientos con una base de datos
de huellas dactilares cepa tipo, es posible identificar las especies de una

levadura completamente sin caracterizar (de Barros-Lopes et al., 1998).

Se han desarrollado algunas variantes de la técnica de PCR basica para
poder ser usadas en la deteccion de polimorfismos de fragmentos de
ADN sin necesidad de utilizar enzimas de restriccion (Figura 3). Las

técnicas que se utilizan con mayor frecuencia para diferenciar las
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levaduras a nivel de cepa son la amplificacién al azar de ADN polimorfico
(RAPD) y los microsatélites. Otras técnicas, tales como la amplificacién
de secuencias 0 y la amplificacidon de los "sitios de empalme intron", se
han desarrollado especificamente para diferenciar las cepas de la

especie S. cerevisiae (Fernandez-Espinar et al., 2006).

i PCR
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Figura 3. Métodos para diferenciar a nivel cepa basados en la amplificacién por PCR.
(Fernandez-Espinar et al., 2006).

2.5.1.1.1. Fragmentos o

Las secuencias 0 son elementos que miden 0.3 kb y se encuentran a un
costado de los retrotransposones Tyl y Ty2 en la levadura. Alrededor de
100 copias O estan presentes en el genoma de la levadura como parte
de los retrotransposones mencionados o como elementos aislados. Sin
embargo, estas secuencias O se concentran en regiones gendmicas
adyacentes a los genes de ARN de transferencia. El nimero y la
localizacion de estos elementos demuestran cierta variabilidad

intraespecifica (Fernandez-Espinar et al., 2006). Esto fue aprovechado
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por Ness et al. (1993) para desarrollar cebadores especificos (01 y 82),
y mostraron que los elementos & son lo suficientemente estables como
para que esta técnica se pudiera utilizar como un método de

identificacion de cepas de S. cerevisiae a nivel industrial.

Mas tarde, Legras y Karst (2003) optimizaron la técnica mediante el
disefio de dos nuevos cebadores (812 y 821) que se encuentran muy
cerca de 01 y 02. La especificidad de este par de cebadores la
comprobaron mediante la comparacion del patron de electroforesis con
un perfil virtual calculado a partir de datos del programa BLAST
(herramienta de busqueda de alineamientos locales). El analisis de 53
cepas de levadura S. cerevisiae, comerciales y de laboratorio, mostré
una clara mejora de analisis interdelta usando los cebadores de nuevo
disefio. También probaron que el uso de 012 y 3821 o de 612 con 02
revela mayor polimorfismo (comparado con los primeros cebadores),
que se refleja por la aparicion de un mayor numero de bandas. En
consecuencia, los nuevos cebadores son capaces de diferenciar mas
cepas (Legras y Karst, 2003; Fernandez-Espinar et al., 2006; Cova-
Pérez, 2010).

Un inconveniente importante de esta técnica es la influencia que la
concentracion de ADN puede tener en el perfil obtenido, como se
muestra por Fernandez-Espinar et al. (2001) quienes utilizaron
diferentes concentraciones de ADN (60, 250 y 2500 ng) y observaron un
nimero de bandas diferente para cada concentracién. Aunque este
problema se evita mediante la estandarizacion de la concentracién de
ADN, la comparacion de los resultados entre laboratorios es dificil. Otro
problema de esta técnica es la aparicion de bandas "fantasma" debido a
la baja temperatura de alineacién (42°C), utilizada en la reaccion de

amplificacién. Por lo que Ciani et al. (2004) usaron una temperatura de
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alineacidon de 55°C para caracterizar las cepas S. cerevisiae de vino. De
esta manera, los perfiles de amplificacién obtenidos son mucho mas

estables, aunque se obtienen menos bandas.

Alrededor de 300 de elementos delta se describen en el genoma de
S288C y son, por tanto, buenos candidatos objetivos para la
identificacion de polimorfismos. Este método interdelta ahora se utiliza a
menudo para el analisis rutinario de cepas de levadura, pero es menos
discriminatorio que la electroforesis de campo pulsado (Legras y Karst,
2003).

2.5.1.2. Electroforesis en Gel de Campo Pulsado
(PFGE)

ADN sometido a electroforesis en agarosa asume una conformacion que
s6lo permite el movimiento de moléculas hasta alrededor de 20 kb de
tamano. Mas alld de este limite, la movilidad disminuye rapidamente a
medida que las moléculas quedan atrapadas en la matriz de agarosa.
Una reduccion en la concentracion de agarosa al 0.5% y la aplicacién de
un voltaje reducido permite que la resolucidn sea aumente hasta por lo
menos 50 kb, pero los geles de esta concentracidn o menos son
demasiado fragiles y dificiles de manipular y los tiempos de corrida se
vuelven excesivamente largos. Desde la introduccién de la electroforesis
en gel de campo pulsado (PFGE) en 1982, esta técnica se ha utilizado
para separar moléculas tan grandes como de 12 MB. La técnica se basa
en una corriente directa de campo eléctrico que cambia periddicamente
la direccidon y/o la intensidad en relacion con el gel de agarosa (Maule,
1998).

Electroforesis en gel de campo pulsado (PFGE) es una técnica para el

fraccionamiento de ADN de alto peso molecular que oscila entre 10 kb a
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10 Mb por electroforesis en gel de agarosa con un campo eléctrico que
se alterna en dos direcciones (Figura 4). Esta tecnologia juega un papel
clave en la gendmica moderna, ya que permite manipulaciones de ADN

con cromosomas enteros o sus fragmentos grandes (Nassonova, 2008).

Dado que los 16 cromosomas (haploides) de las moléculas de ADN de S.
cerevisiae varian en tamafo (de aproximadamente 200 kb a 3 MB) son
una especie de levaduras eminentemente adecuadas para la separacion
por esta técnica. Esto proporciona una definicion de “cariotipos
electroforéticos” de las cepas dimensionando los cromosomas de
acuerdo con la distancia a la que migran en el gel, después de la tincién
de las bandas de ADN con bromuro de etidio (Johnston, 1994). La
técnica de electroforesis en gel de campo pulsado (PFGE), es la de

mayor poder discriminatorio (Orbera-Ratén, 2004).
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Preparacion de bloques de agarosa de Campo Pulsado

Figura 4. Técnica de Electroforesis en Gel de Campo Pulsado. (Fernandez-Espinar et
al., 2006).

Los tipos originales de aparatos se han modificado y desarrollado de
diversas maneras, en particular en el disefio y la geometria de los
electrodos y los campos eléctricos producidos (Figura 5). Todos los
sistemas dependen del hecho de que los cambios periddicos en la
direccidon del campo eléctrico retardan la migracién a través de la matriz
de geles de agarosa de moléculas de ADN mas grandes y este retardo
es dependiente del tamafo de las moléculas de ADN. Aunque hay varias

otras variables que intervienen en PFGE, tales como la intensidad del
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campo, el gel de agarosa y las concentraciones de sal; la geometria de
campo eléctrico y los intervalos de conmutacion de impulsos son de

suma importancia (Johnston, 1994).
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Figura 5. Dibujos esquematicos que muestran geometrias de electrodos en los
instrumentos comunmente utilizados para la electroforesis en gel de campo pulsado.
Los sistemas con campos eléctricos no homogéneos: (PFGE) electroforesis en
gradiente de campo pulsado; (OFAGE) electroforesis en gel de campo alternante
ortogonal; (TAFE) electroforesis de campo alternado transversal. Sistemas con campos
eléctricos homogéneos: (FIGE) electroforesis en gel de campo invertido; (CHEF)
electroforesis de campo eléctrico homogéneo en contorno cerrado; (RGE) electroforesis
en gel rotante. Flechas delgadas cortas muestran los vectores de intensidad de campo
de los campos eléctricos alternativos; angulo de reorientacién se indica en el interior.
Flechas anchas indican la direccidon neta de migracién. Los simbolos A"y A", B* y B’
indican las posiciones de los pares de electrodos de los campos eléctricos alternos. Los
electrodos estan indicados por puntos en los esquemas de PFGE, TAFE y CHEF, y por
lineas rectas en los esquemas de OFAGE, FIGE y RGE. (Nassonova, 2008).

28



2.5.1.2.1. CHEF

Tipicamente, este sistema cuenta con una disposicion hexagonal de 24
pequefios electrodos conectados por una serie de resistencias. Los
campos eléctricos resultantes, en un angulo de 120°, son altamente
uniformes, debido a la sujecidn de potenciales del electrodo, y por lo
tanto producen pistas rectas como se puede observar en la Figura 6
(Johnston, 1994).

Figura 6. Campo pulsado eléctrico homogéneo en un instrumento CHEF. (Nassonova,
2008).

Con CHEF, es posible lograr carriles rectos y la separacion del ADN
estable. CHEF es la variante de electroforesis en campo pulsado mas
aplicada, ya que garantiza el fraccionamiento mas eficaz de moléculas
de ADN en un amplio rango de tamafos. Por ejemplo, este sistema es el
que permite la separacidon casi completa de ADN cromosdmico a partir
de la levadura S. cerevisiae en gemacion (Nassonova, 2008).

La mayoria de los instrumentos comerciales utilizados actualmente se
basan en el principio de CHEF, por ejemplo, CHEF-DR® III sistema de
electroforesis de campo pulsado (Bio-Rad Laboratories, Estados Unidos)
y el sistema de Gene Navigator (GE Healthcare Bio-Sciences, Suecia)
(Nassonova, 2008).
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3. JUSTIFICACION

La gran variedad de agaves y sus multiples usos han jugado un papel
importante en la identificacién cultural de México. Estos han sido
explotados en muchas formas durante muchos afios, y una de estas
aplicaciones es la produccion de bebidas alcohdlicas y destilados. Hasta
hoy, la microbiota que participa en la fermentacién y su funcién
bioquimica en este proceso, sigue siendo en gran parte desconocida, por
lo tanto, es esencial llevar a cabo mas estudios sobre los procesos
tradicionales que todavia estdn en uso, ya que son la fuente de
importantes consorcios microbianos que podrian desaparecer con la

introduccién de nuevas tecnologias (Lappe-Oliveras et al., 2008).

El resultado de esta investigacion, enfocada a cepas de S. cerevisiae,
servira como base para la realizacion de pruebas de fermentacién y
determinacion de las cepas con mayor produccion de etanol vy
metabolitos secundarios, y de esta forma poder seleccionar de manera
fundamentada la cepa con mayores cualidades para la produccion de

mezcal.
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4. OBJETIVO

4.1. Objetivo General

Evaluar la capacidad para crecer bajo diversas condiciones de estrés
entre las cepas de S. cerevisiae aisladas de mezcal, asi como determinar

las diferencias existentes a nivel molecular.

4.2. Objetivos Particulares

v' Evaluar el crecimiento de las cepas de S. cerevisiae en:
e Concentraciones de glucosa de 20, 25y 30% p/v
e Concentraciones de sacarosa de 10, 15y 20% p/v
e Concentraciones de etanol de 8, 10, 12y 15% v/v
e Valorde pH 3
e Temperatura de 37, 42 y 45°C

v' Establecer las diferencias a nivel molecular entre las cepas de S.
cerevisiae utilizando los métodos de analisis de fragmentos 08 vy

electroforesis en gel de campo pulsado (PFGE).

5. HIPOTESIS

Si el habitat y las condiciones de fermentacidon del mezcal seleccionan a
las cepas de S. cerevisiae, entonces cepas del mismo habitat y proceso
tenderan a presentar los mismos niveles de tolerancia bajo diversos
factores de estrés. Asimismo, las cepas tenderan a ser genéticamente

semejantes.
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6. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

Reactivacion de 21 cepas de S.
cerevisiae, aisladas de palenques
de mezcal de diferentes regiones

del estado de Oaxaca y
conservadas a -80°C

Y

Evaluacion de la
tolerancia a diversas
condiciones de estrés

Tolerancia a glucosa, sacarosa,
etanol, pH y temperatura

Y

P
Analisis de los

Determinacion de
las diferencias a
nivel molecular

fragmentos &
-

P
Electroforesis en gel de

'\ campo pulsado (PFGE)

Figura 7. Estrategia experimental para establecer las diferencias o semejanzas de
cepas de S. cerevisiae procedentes de fermentaciones naturales de mezcal.
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7. MATERIALES Y METODOS

7.1. Cepas de estudio

Se utilizaron 21 cepas de S. cerevisiae aisladas de palenques de mezcal
de diferentes regiones del estado de Oaxaca (Tabla 2).

Tabla 2. Cepas de levaduras provenientes de diferentes municipios del estado de
Oaxaca.

Distrito Municipio Cepas
Minas LC-12, LC-14
Ocotlan
Chichicapam PA-16, PA-18, FV-10, FV-11, FV-13
Yautepec Majadas FF-07, ZA-06
Guelavila CH-01, CH-02, CH-03, CH-07, DH-2, DH-I
Tlacolula
Matatlan D1-01, D1-14, DI-03, DI-10, DI-11, DI-12

7.2. Reconstitucion de cepas de S. cerevisiae aisladas de

fermentaciones de mezcal

Las cepas de levaduras se encontraban conservadas en una solucion de
glicerol (30%) y almacenadas a -80°C. Asi, los microorganismos fueron
recuperados raspando una pequefa cantidad de la cepa congelada y
suspendiéndola en tubos con 5 mL de medio liquido YPD (1% extracto
de levadura, 2% peptona y 2% dextrosa) previamente estéril, los tubos
se incubaron por 24 horas a 30°C. Luego, los tubos que mostraron
crecimiento microbiano se emplearon para inocular y reactivar las cepas
en tubos con 5 mL de caldo YPD, incubados a 30°C durante la noche

(aprox. 18 horas). Después de esto, las cepas se sembraron en cajas de
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Petri con medio YPDA (1% extracto de levadura, 2% peptona, 2%
dextrosa y 1.5% agar) y se incubaron por 24 horas a 30°C. Las cajas
donde se observd crecimiento se almacenaron en refrigeraciéon (4°C

aprox.) para su uso posterior.

7.3. Tolerancia a diversas condiciones de estrés
7.3.1. Preparacion de medios de cultivo

Para evaluar la tolerancia de las cepas de S. cerevisiae a diferentes
concentraciones de glucosa, se prepararon medios de cultivo YPDA
conteniendo 20, 25 y 30% (p/v) de este azucar, mientras que para
evaluar la tolerancia a sacarosa se prepararon cajas de Petri con agar
YPD conteniendo 10, 15 y 20% (p/v) del disacarido. Por otra parte, la
tolerancia a etanol se evalué empleando medios de cultivo YPDA con 8,
10, 12 y 15% (v/v) de etanol. Para la tolerancia a pH bajo, se
prepararon cajas de Petri con agar YPD acidificado con HCl a un pH de 3.

Para las pruebas de temperatura (37, 42 y 45°C) se prepard agar YPD.

7.3.2. Pruebas de tolerancias para cada cepa de S.

cerevisiae

De cada cepa en refrigeracion se tomd una colonia y se inoculd por
asada en un tubo con 5 mL de YPD, se incubd por 24 h a 30°C, después
de observar crecimiento, los tubos se agitaron y se tomaron 0.1 mL
para inocular a otro tubo con 5 mL de YPD, se incubd a 30°C durante la

noche (aprox. 18 horas).

Posteriormente se realizé un ajuste turbidimétrico para obtener una
absorbancia de 0.5 a 600 nm en el espectrofotometro. Luego, se

realizaron diluciones decimales seriadas (107®) en tubos con solucién
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peptonada (0.1%). De cada dilucidon se tomaron 3 pyL y se sembraron en
cada uno de los medios de cultivo descritos anteriormente. Las cajas se
incubaron durante 24 h a 30°C, o hasta observar crecimiento
microbiano. Para las condiciones de temperatura se incubd cada caja a

la temperatura correspondiente (37, 42 y 45°C) de 24 a 96 horas.

Todas las pruebas se realizaron por duplicado para cada cepa.

7.4. Analisis molecular de las cepas de S. cerevisiae
7.4.1. Extraccion de ADN de las cepas de levadura

Para la extracciéon de ADN las cepas se resembraron en 5 mL de caldo
YPD y se incubaron 18 h a temperatura ambiente con ligera agitacion

constante.

Luego, las células fueron recuperadas mediante centrifugacion.
Aproximadamente 1.5 mL del cultivo fue centrifugado a 14000 rpm
durante 10 min a 4°C. El sobrenadante fue desechado y el pellet fue
resuspendido en 200 pL de buffer de ruptura, 200 pL de PCI
(Fenol:Cloroformo:Alcohol Isoamilico (25:24:1), saturado con 10 mM
Tris a pH 8 y 1 mM EDTA de la marca Sigma-Aldrich) y se agregaron
también aproximadamente 0.3 g de perlas de vidrio estériles de 425-
600 um (Sigma-Aldrich). Posteriormente la mezcla fue sometida a un
disruptor de células (Disruptor Genie SI-D236) durante 40 segundos. Se
agregaron 200 pL de buffer TE (1 mM EDTA y 10 mM Tris a pH 8) y se
centrifugd durante 10 min a 4°C y 14000 rpm en una microcentrifuga
(Eppendorf). La fase acuosa se colectdé en un tubo eppendorf nuevo de
1.5 mL y se le agregd 1 mL de etanol absoluto frio. Se incubd en el
congelador sobre hielo durante 30 minutos. Luego, se centrifugd a

14000 rpm por 10 minutos a 4°C en la microcentrifuga (Eppendorf). El
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sobrenadante se descartd y el pellet resultante se lavdé con 0.5 mL de
etanol frio al 70%, finalmente la mezcla se centrifugd por 5 minutos
empleando las condiciones descritas anteriormente. El sobrenadante se
elimind y el pellet de células se dejo secar durante toda la noche. El
ADN se resuspendido en 150 pyL de agua desionizada estéril, agitando
suavemente cada 10 min durante 1.5 h. Las muestras se guardaron en

congelacion a -20°C para ser utilizadas posteriormente.
7.4.2. Cuantificacion de ADN por espectrofotometria

Una vez que se realizd la extraccion del ADN de las cepas de levaduras,
se evaludé su pureza y concentracion, para lo cual se midio la
absorbancia de la muestra a dos longitudes de onda (260 y 280 nm). La
relacion de las lecturas [A260/A280] permitidé estimar el grado de
pureza del ADN, por lo cual el resultado de esta relacién debid estar
entre 1.8 y 2.0.

Para determinar la concentraciéon de ADN se utilizé un espectrofotémetro
UV/VIS GBC-Cintral con una celda de microvolumen (150 pyL) con 1 cm
de trayecto 6ptico. La concentracion de ADN se calculé a partir de las

siguientes ecuaciones:

Hg ADN/mL = (DO2eonm)(factor de conversion)(dilucion)
1 unidad Azsonm de ADN = 50 ug/mL = FC

Volumen final/volumen inicial = dilucion = 40 mL

Se estandarizaron todas las muestras preparando en tubos nuevos 50

ML a una concentracién de 50 pg/mL.
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7.4.3. Anadlisis de los fragmentos 0

Las regiones interdelta fueron amplificadas de acuerdo a la metodologia

descrita por Legras y Karst (2003) utilizando:

1) Agua

2) Buffer [1X] para PCR (Invitrogen)

3) MgCl; [2.5 mM] (Invitrogen)

4) los cebadores 012 (5'-TCAACAATGGAATCCCAAC-3') y 0821 (5'-
CATCTTAACACCGTATATGA-3") [1 uM]

5) dNTPs [200 pM] (Invitrogen)

6) ADN templado [~100 pg/mL]

7) Taq polimerasa recombinante [4U] (Invitrogen)

El volumen final de la reaccion fue de 25 pL (3 pL de ADN y 22 pL de

reaccion).

Las condiciones empleadas para la reaccion de PCR en el termociclador
(Thermo Scientific PIKO24 Thermal Cycler) fueron: desnaturalizacién
inicial de 4 minutos a 95°C y 40 ciclos de: 30 segundos de
desnaturalizacion a 95°C, 1 minuto de alineacion a 46°C y 90 segundos
de extensién a 72°C, seguidos por una extensién final de 10 minutos a
72°C.

Los productos de PCR fueron separados en un gel de agarosa al 1%
conteniendo 0.7 pg/mL de bromuro de etidio. 6 pL de amplicon se
mezclaron con 2 UL de buffer de carga 6X y se cargaron en los pozos del
gel. La electroforesis se realizé a 90V durante 90 min empleando buffer
de corrida TBE 0.5X (45 mM Tris-Cl, pH 8.3, 45 mM 4acido béricoy 1 mM
EDTA). El gel fue fotografiado bajo luz UV transiluminada. El tamafio de

los fragmentos se determind usando un marcador de peso molecular
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1Kb Plus DNA Ladder y el software Kodak Molecular Imaging versiéon 5.0
(Carestream Health, Inc., Rochester, NY, USA).

7.4.4. Electroforesis en gel de campo pulsado (PFGE)

Para la preparacion de los tapones de agarosa se utilizd el kit CHEF
Genomic ADN Plug (Bio-Rad). Los tapones de agarosa se prepararon en

moldes de 100 uL siguiendo el protocolo descrito por el fabricante.

De cada muestra se tomd una colonia del medio sélido YPDA y se
inoculd en un tubo con 5 mL de medio liquido YPD. Las muestras se
incubaron en agitacion (Lab-line) a temperatura ambiente hasta
alcanzar una densidad O6ptica (ODgoo) igual o mayor a 1, la cual se
determiné utilizando un espectrofotémetro UV/VIS GBC-Cintral. Un mL
de cultivo se centrifugd a 7000 rpm a 4°C durante 10 minutos. El
sobrenadante se descarté y el pellet se resuspendié en 1 mL de EDTA 50

mM vy se centrifugd nuevamente.

Las células se resuspendieron en 63 pL de buffer de suspension celular
(Tris 10 mM pH 7.2, NaCl 20 mM, EDTA 50 mM) y se mantuvieron en un
bano de agua a 50°C, a esta suspension celular se le afiadieron 3 pL de
Liticasa stock y 37 uL de agarosa al 2%. Luego, la mezcla se
homogeneizd manteniendo siempre la temperatura 50°C. Para formar
los tapones, la mezcla se transfirido a los moldes desechables de 100 pL
y se dejaron solidificar de 10 a 15 minutos a 4°C. Después, los tapones
de agarosa se colocaron en tubos eppendorf con una solucion de Liticasa
(8.5 uL de Liticasa stock en 250 pL de buffer de Liticasa, por cada tapdn
de 100 pL) y se incubaron por 2 h a 37°C. En seguida, la solucién de
Liticasa se removid y los tapones se enjuagaron con agua estéril. A cada
tapdn se agregaron 250 pL del buffer de reaccién de Proteinasa K
seguido de 10 pL de Proteinasa K stock. Los tapones se incubaron toda

la noche a 50°C sin agitacién. Posteriormente, se lavaron 4 veces en
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buffer de lavado 1X; un lavado cada hora a temperatura ambiente con
agitaciéon suave (para cada tapon se usd 1 mL del buffer de lavado 1X).
El buffer de lavado se prepard diluyendo la solucion stock 10X (1:10)
con ddH,O0 estéril. Finalmente los tapones se guardaron en refrigeracion

a 4°C hasta ser utilizados.

Se utilizé un equipo de electroforesis de campo eléctrico homogéneo en
contorno cerrado (CHEF-DR III, Bio-Rad) para separar los cromosomas.
En este sistema, los electrodos se disponen en arreglo hexagonal que
generan campos eléctricos homogéneos obteniéndose de esta forma

lineas rectas.

El voltaje de la fuente de poder se divide entre los electrodos de tal
forma que el gradiente de voltaje que se produce es constante a lo largo

del gel, y el angulo de reorientacién es de 120°.

Se prepard un gel de agarosa ultrapura al 1% (Bio-Rad), en el cual se
insertaron los tapones de agarosa junto con un estdndar de los
cromosomas de S. cerevisiae de la cepa YNN295 (Bio-Rad). Todas las
muestras se fijaron con agarosa de bajo punto de fusion al 2%. El gel se
colocod en la camara de electroforesis con buffer de corrida TBE 0.5X a

14°C. Las condiciones que se emplearon para la corrida fueron:
Tiempo de cambio (s): 60-120 Voltaje: 6Vcm
Tiempo de corrida: 24 h Angulo: 120°

Después de la corrida, se tifndé el gel con una solucion de bromuro de
etidio con agitacién constante durante 30 minutos. Luego, el gel se lavé
durante 1 h con agua destilada, cambiando el agua cada 15 minutos.
Los resultados se visualizaron en el equipo Kodak Molecular Imaging
Software version 5.0 (Carestream Health, Inc., Rochester, NY, USA) y el

analisis de los datos se realizd con el software Past version 3.01.
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8. RESULTADOS Y DISCUSION

8.1. Pruebas de tolerancia a diferentes condiciones de estrés

Antes de evaluar la tolerancia de las cepas de levaduras a diferentes
condiciones de estrés, las células se cultivaron en placa para comprobar

su viabilidad, encontrando que todas las cepas fueron viables.
8.1.1. Tolerancia a glucosa y sacarosa

En la Tabla 3 se presentan los resultados obtenidos del crecimiento de
las cepas de levaduras en medios de cultivo con diferentes
concentraciones de glucosa y sacarosa. Los resultados expresados con
los numeros 3, 4 y 5 indican las diluciones donde hubo crecimiento de

las células de levaduras evaluadas.

Los resultados muestran que todas las cepas analizadas toleran
concentraciones de 30% de glucosa y 20% de sacarosa. Sin embargo,
se observa que hay un mayor crecimiento celular en la cepa FV-13,
puesto que presenta la dilucion mas alta en la que se observo
crecimiento. Por otra parte, las cepas que presentaron menos
crecimiento en medios de cultivo con 30% de glucosa fueron D1-01, D1-
03 y ZA-06, mientras que la cepa DH-2, presentd el menor crecimiento

en agar YPD con 20% de sacarosa.

La tolerancia a altas concentraciones de azlcar puede deberse a que la
principal via de respuesta activada por estrés osmoético en S. cerevisiae
es la HOG (high-osmolarity-glycerol), la cual provoca la acumulacién
rapida de solutos compatibles, principalmente el glicerol. Primero, la
glicerol-3-fosfato deshidrogenasa, es inducida rapidamente por medio
de un gen que codifica para esta enzima que es la principal limitante de

la velocidad de la biosintesis de glicerol. Después, con la produccién
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elevada de glicerol, el flujo a través de la glucdlisis es estimulado a nivel
de la fosfofructoquinasa. Del glicerol que se produce se retiene
alrededor del 70% de manera intracelular y a medida que se disminuye
el estrés, el glicerol se va liberando. La acumulaciéon y liberacién de
glicerol a partir de las células de levadura se ven favorecidas por el
rapido cierre y apertura del canal de glicerol en la membrana plasmatica
en respuesta al estrés osmotico. La via de sefalizacion HOG también
afecta otras cosas, ademas de la produccién de glicerol, tales como la
organizaciéon del citoesqueleto y la composicién de la membrana

plasmatica (Tanghe et al., 2006).

Es importante mencionar que la morfologia colonial de las cepas de
levaduras en los medios de cultivo conteniendo sacarosa y glucosa fue
diferente. En las tres concentraciones de sacarosa el crecimiento de las
colonias fue el caracteristico de la levadura en un medio YPDA (colonias
redondas, lisas, concavas y blanquecinas), pero en casi todas las
concentraciones de glucosa (principalmente las dos concentraciones mas
altas) las colonias se observaron con un color menos blanco de lo
normal (translicido) y de un tamafo mas pequeio (Figura 8). Lo
anterior puede deberse a que, de los dos azucares, estas fueron las
concentraciones mas altas, por lo que las levaduras se encontraban
sometidas a un mayor estrés y sus colonias a pesar de resistir dicho

estrés, no pudieron crecer y desarrollarse completamente.
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Figura 8. Comparacion morfolégica de las colonias de levaduras correspondientes a
las cepas DH-1 (superior de la caja Petri) y DH-2 (inferior de la caja Petri) en agar YPD
con 20% de sacarosa (lado izquierdo) y 25% de glucosa (lado derecho).

Estas formaciones de menor didmetro y corrugadas son conocidas como
colonia compleja, se han observado en medios con bajo contenido en
dextrosa, ya que la baja disponibilidad de la fuente de carbono
fermentable induce este tipo de morfologia (Granek y Magwene, 2010).
Sin embargo, en este caso donde las concentraciones son elevadas, se
pueden observar las mismas formaciones, lo que implica que éste es un
mecanismo de respuesta contra un ambiente hostil, ya que involucré la
produccién de una matriz extracelular de proteccion (Santiago-Urbina,
2010, citado en Zavala-Nacul, 2013).

En condiciones normales de nutricion, la glucosa es la fuente de carbono
preferida por la levadura, pero cuando se encuentra sometida a estrés,
como en este caso, la célula induce una variedad de genes que afectan
al metabolismo de la glucosa. Esto incluye genes que codifican los
transportadores de glucosa que sirven para importar glucosa externa
dentro de la célula y las glucosa cinasas que activan el azlcar para su

posterior catabolismo. En respuesta a ambientes estresantes, el destino
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de la glucosa se divide entre la sintesis de trehalosa, el almacenamiento
de glucdgeno, la sintesis de ATP a través de la glicdlisis, y regeneracion
de NADPH por el traslado de las pentosas fosfato (Gasch, 2003).

Otra razon por la que se pudo observar un mejor crecimiento de
colonias en condiciones de estrés con sacarosa, es que, a pesar de que
las levaduras metabolizan rapidamente ambos azlcares durante la
etapa inicial de la fermentacién de los mostos de agave, la sacarosa es
hidrolizada por la enzima invertasa, la cual esta situada en el exterior de
la membrana celular y ligada dentro de la pared celular, en cambio, la
glucosa producida durante la hidrolisis, junto con la presente en el
mosto, es transportada dentro de la célula. El transporte es facilitado
posiblemente por una molécula transportadora (permeasa) localizada en
la membrana, por lo que la glucosa entra a la célula un millén de veces
mas rapido de lo que puede explicarse por simple difusion a través de la
membrana, sin embargo, como ya se menciond, en condiciones de
estrés se produce una matriz extracelular de proteccién, la cual dificulta
de alguna manera el transporte de la glucosa al interior de la célula.
Ademas, S. cerevisiae pertenece a los denominados tipos de levaduras
sensibles a la glucosa, ya que se reprime la respiraciéon en presencia de
una pequefia concentracion (£0.4%) de glucosa libre en el medio. Esta
represion se aplica independientemente de la presencia o ausencia de
oxigeno molecular. El efecto de los niveles de represion de la glucosa es
producir cambios en la composicidon enzimatica (en particular los niveles
de las enzimas del ciclo de Krebs) e influir en la estructura de la
mitocondria de la célula (en particular los niveles de componentes de la
cadena respiratoria). Este efecto de la glucosa se conoce como el efecto
Crabtree, la represion de glucosa o represion catabdlica. (Priest vy
Campbell, 1996).
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Tabla 3. Crecimiento de las cepas de levaduras en medio de cultivo agar YPD con
diferentes concentraciones de glucosa y sacarosa.

Glucosa (% p/v) Sacarosa (% p/v)
Cepa 20% 25% 30% 10% 15% 20%
CH-01 5 5 4 4 4 4
CH-02 4 4 4 4 4 4
CH-03 4 4 4 4 4 4
CH-07 4 4 4 4 4 4
D1-01 4 4 3 4 4 4
D1-14 4 4 4 4 4 4
DH-I 4 4 4 4 4 4
DH-2 4 4 4 4 4 3
DI-03 4 3 3 4 4 4
DI-10 4 4 4 4 4 4
DI-11 4 4 4 4 4 4
DI-12 4 4 4 4 4 4
FF-07 5 4 4 4 4 4
FV-10 4 4 4 4 4 4
FV-11 4 4 4 4 4 4
FV-13 5 5 5 5 5 5
LC-12 4 4 4 5 4 4
LC-14 4 4 4 4 4 4
PA-16 4 4 4 4 4 4
PA-18 4 4 4 4 4 4
ZA-06 4 4 3 5 4 4

* | 0os numeros 3, 4 y 5 representan diluciones donde hubo crecimiento.

En la literatura se reporta que en el caso de las fermentaciones de
agave para la produccion de mezcal, el contenido de azucar es de
alrededor de 300 g/L y contiene aproximadamente 90% de fructosa y

10% de glucosa. Por lo que, de manera similar al presente estudio, Paez
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et al. (2011) evaluaron el estrés osmotico con glucosa y fructosa en
concentraciones de 200, 250 y 300 g/L, en cepas aisladas de mostos
fermentados de manera espontanea de A. duranguensis en las regiones
productoras de El Mezquital y Durango, Dgo., México, encontrando que
esas cepas de mezcal son tolerantes a las tensiones osméticas que se

encuentran tipicamente en la fermentacion del mezcal de esa regidn.

8.1.2. Tolerancia al etanol

En la Tabla 4 se presentan los resultados correspondientes al
crecimiento de las cepas de levaduras en medios de cultivo con
diferentes concentraciones de etanol (8, 10, 12 y 15 % (v/v)). Durante
las primeras 24 h de incubacién, las cepas CH-07, LC-12 y PA-18
presentaron desarrollo de colonias en los medios de cultivo que
contenian 8 y 10% de etanol, sin embargo, para el dia 3, todas las
cepas presentaron crecimiento en estos medios. Ademas, en este mismo
tiempo, las cepas CH-02, CH-07, FF-07, FV-13, LC-12, PA-16 y PA-18 se
desarrollaron en el agar YPD con 12% de etanol, mientras que las cepas
FF-07 y FV-13 crecieron a una concentraciéon de 15%. Finalmente, en el
sexto dia de incubacion, todas las cepas mostraron crecimiento celular a
la concentracion de 12% de etanol, y solo algunas toleran 15% en el

medio de cultivo.

Los resultados muestran que, en general, la mayoria de las cepas
resisten las altas concentraciones de etanol. Sin embargo, el crecimiento
fue muy lento para casi todas las cepas (Tabla 4). Esto se debe a que
las células fueron danadas parcialmente con el etanol. Se ha reportado
que el etanol inhibe el crecimiento de los microorganismos y causa
dafios en el ADN mitocondrial de las células de las levaduras y la
inactivacion de algunas enzimas (Buitrago-Estrada y Tenjo-Camacho,

2007). Asi las células requieren de tiempo para poder recuperarse y
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reparar los dafos, manteniendo de esta manera su viabilidad ante este
compuesto téxico. Dake et al. (2010) mencionan que cuando el etanol
aumenta la permeabilidad de la membrana plasmatica y la fluidez, el
glucano insoluble presente en la pared celular de la levadura es
responsable de la prevencién de fugas a través de la membrana celular
y por lo tanto juega un papel importante en la mejora de la tolerancia a
etanol. Por otra parte las cepas que crecieron en menor tiempo (Tabla
4) probablemente tienen la capacidad de incrementar la cantidad de
acidos grasos insaturados en sus membranas como una alternativa ante
el estrés generado por la toxicidad del etanol (Buitrago-Estrada y Tenjo-
Camacho, 2007).

Asi también, se ha reportado que las células de levadura han
desarrollado los mecanismos adecuados para hacer frente a varios tipos
de dafos causados por el aumento de la concentracion de etanol. Ding
et al. (2009) describen todos los factores relacionados con la tolerancia
al etanol de S. cerevisiae y sus funciones cuando las células de levadura
se encuentran con estimulos de etanol. Entre estos, se pueden destacar,
en primer lugar, el aumento de la fluidez de la membrana plasmatica y
destruccion de las estructuras normales de la membrana. En respuesta,
las células de levadura pueden cambiar composiciones de membrana
para antagonizar la fluidez y estabilizar la membrana plasmatica.
Especificamente, se ha demostrado que los niveles de acidos grasos
insaturados (UFA) y ergosterol aumentan en respuesta a la alta
concentracion de etanol. En segundo lugar, la expresién de factores que
estabilizan y/o reparan las proteinas desnaturalizadas en células de
levadura, tales como trehalosa y proteinas de choque térmico inducido
(HSP), han puesto de manifiesto que se correlacionan con la capacidad

para tolerar el alcohol. Tercero, algunas proteinas candidatas que
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participan en la expresién de genes relacionados con el estrés, también

juegan un papel en la tolerancia al etanol en S. cerevisiae.

Tabla 4. Crecimiento de las cepas de levaduras en medio de cultivo agar YPD con

diferentes concentraciones de etanol.

Cepa

CH-01
CH-02
CH-03
CH-07
D1-01
D1-14
DH-I
DH-2
DI-03
DI-10
DI-11
DI-12
FF-07
FV-10
FV-11
FV-13
LC-12
LC-14
PA-16
PA-18
ZA-06

Etanol (% v/v)

8%
ND
ND
ND
4
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
4
ND
ND
5
ND

1 dia
10%
ND
ND
ND
4
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
2
ND
ND
5
ND

12%
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND

15%
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND

3 dias
8% 10% 12%
4 4 ND
4
ND
1
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
2
ND
ND

ND

v oo »n A 010 1 A U1 1 A M B A DM oS B G
v ua » A 01~ A DM DBD R B DB DD D

N
N

ND

15%
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND

2
ND
ND
4
ND
ND
ND
ND
ND

8%
4

A 0001 1 A 01 U1 A U1 LA DM B S DO DG

6 dias
10% 12% 15%
4 4 2
4 4 ND
4 4 3
4 4
4 4 3
4 4 ND
4 4 ND
1 1 ND
4 4
4 4
4 4
5 5 ND
4 4
4 4
5 5
4 4
4 4 ND
4 4 ND
5 4 ND
5 4 4
4 4 ND

* Los numeros 1, 2, 3, 4 y 5 representan diluciones donde se observd crecimiento
celular. ND = crecimiento no detectado.

Lo anterior, se confirma también por Ramirez-Cordova et al. (2012)

quienes utilizaron el analisis de microarreglos para identificar los genes

de S. cerevisiae que participan en la respuesta de etanol. Encontrando

asi, que algunos estan asociados con la composicién de la membrana
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como por ejemplo, los genes OLE1l y OLE2 que codifican para la
produccién de acido oléico y los genes para la produccién de ergosterol
(ERG3, ERG11, y ERG25), que estd especificamente relacionada con la

fluidez de la membrana.
8.1.3. Tolerancia a pH 3

En la Tabla 5 se puede observar que la condicién acida (pH 3) en el
medio de cultivo, es tolerada por todas las cepas estudiadas. Esta
capacidad se encuentra relacionada con el ambiente del cual las
levaduras fueron aisladas, es decir, el mosto de agave, el cual presenta

un pH entre 3.0 y 3.9.

De manera similar, Serra et al. (2005) y Belloch et al. (2008) reportan
resultados que indican que la capacidad de crecimiento a pH bajo podria
considerarse comun en todas las especies e hibridos dentro del grupo de
Saccharomyces sensu stricto. En consecuencia, si comparamos con
otras bebidas alcohdlicas, el mosto de uva o de cerveza con bajo pH no
deben considerarse un factor de estrés para las levaduras en la
fermentacion alcohdlica. La disminucién de pH durante una fermentacion
de cerveza tipica es conocida por causar un cambio considerable en la
expresion génica (Gibson et al., 2007). Cepas haploides de S. cerevisiae
que experimentan un cambio de pH 5.5 a 3.5 en un medio minimo de
crecimiento demuestran un aumento (1.4 veces o mas) en la expresion
de 36 genes, incluyendo cuatro relacionados con la pared celular (CWP1,
HOR7, SPI1, YGP1) (Kapteyn et al., 2001, citado en Gibson et al.,
2007).

La pared celular de S. cerevisiae se compone de B1, 3-glucano, B1, 6-
glucano, quitina y manoproteinas en proporciones de aproximadamente
el 53%, 5%, alrededor del 2% y 40% del peso seco de la pared celular,

respectivamente. El bajo pH del medio ambiente afecta fuertemente la
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organizaciéon de la pared celular de S. cerevisiae, lo que resulta
rapidamente en la resistencia inducida a B1, 3-glucanasa (Kapteyn et
al., 2001).

El pH 6ptimo de S. cerevisiae es de 5. Sin embargo, esta puede crecer
en un rango de pH de 3 a 6. Esta informacion fue demostrada por
Aguilar-Uscanga et al. (2005) quienes indican que la levadura S.
cerevisiae debe adaptarse a su medio y a la condicion de -cultivo,
adoptando cambios durante la fase de crecimiento, principalmente en la
composicion y estructura de la pared celular ya que reportan que
durante la cinética de crecimiento a los diferentes valores de pH, la
levadura presentd una velocidad de crecimiento de 0.18 h'! a pH 6, 0.32
h*apH5,0.29h!tapH4y0.28 h! a pH 3. Ademds, demostraron que
la variacién de pH del medio de cultivo no afectd la composicion de los

polisacaridos de la pared celular.
8.1.4. Tolerancia a altas temperaturas

Otro factor, con el que se que se experimentd, fue la influencia de altas
temperaturas, la cual, como se muestra en la Tabla 5, no representd
ningun problema en el crecimiento de colonias a 37°C para ninguna de
las cepas. En cambio, para la temperatura de 42°C, se detectd
crecimiento Unicamente en dos de las cepas estudiadas (CH-07 y PA-18)

y a 45°C no se detectd crecimiento de ninguna de las cepas.

La respuesta a estrés por calor en levadura es de las mejor estudiadas.
Un incremento de 10 a 15°C por arriba de la temperatura optima de
crecimiento induce la sintesis de un grupo de proteinas llamadas HSP
(de las siglas en inglés por Heat Shock Proteins). La mayoria de las
proteinas de este grupo son proteasas y chaperonas moleculares que
estan involucradas en impedir la desnaturalizacion o inducir la

renaturalizacién de proteinas, la degradacion de proteinas mal plegadas
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y la disgregacion de agregados proteinicos causados por
desnaturalizacion. Algunas de estas proteinas se encuentran también
presentes a temperaturas optimas y, estudios genéticos indican que son
proteinas indispensables para mantener el plegamiento correcto de
otras proteinas, ensamblar y desensamblar proteinas en estados
oligoméricos y degradar proteinas desnaturalizadas o mal plegadas
(Folch-Mallol et al., 2004).

Trabajos con S. cerevisiae indican que la trehalosa también es crucial
para la supervivencia de las levaduras a altas temperaturas. El calor
dafa las células de diferentes maneras, tal vez la mas critica es la
ruptura de Ila integridad de las membranas causando la
desnaturalizacion de proteinas. La trehalosa impide que las proteinas se
desnaturalicen a altas temperaturas. Sin embargo, la estabilizacion de
las proteinas desnaturalizadas por la trehalosa puede interferir con su
posterior reactivacién y por eso, a menos que la trehalosa sea
degradada rapidamente después de choque térmico, el disacarido puede
obstaculizar la capacidad de las HSP para resolver el dafo inducido por

el calor a las proteinas celulares con rapidez (Singer y Lindquist, 1998).

Estudios previos, han demostrado la tolerancia a altas temperaturas de
cepas de la levadura S. cerevisiae (Carrasco et al., 2001; Vianna et al.,
2008; Zavala-Nacul, 2013), sin embargo, estos se han realizado dando
un choque térmico a la levadura por un periodo corto de tiempo, ya sea
de minutos o de pocas horas, con lo que se explica la capacidad de la
levadura para soportar altas temperaturas y reponerse del dafio. En
cambio, en el presente estudio se expusieron las cepas a estrés térmico
durante un periodo prolongado de tiempo (24 h) por lo que pudo
observarse con mayor claridad la resistencia de las mismas a altas

temperaturas.
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Tabla 5. Crecimiento de las cepas de levaduras en medio de cultivo agar YPD con pH 3
y en agar YPD a distintas temperaturas.

pH Temperatura
Cepa
3 37°C 42°C 45°C

CH-01 5 4 ND ND
CH-02 4 4 ND ND
CH-03 4 4 ND ND
CH-07 4 5 4 ND
D1-01 5 4 ND ND
D1-14 4 4 ND ND
DH-I 4 5 ND ND
DH-2 4 4 ND ND
DI-03 5 4 ND ND
DI-10 4 4 ND ND
DI-11 5 4 ND ND
DI-12 5 4 ND ND
FF-07 5 5 ND ND
FV-10 4 5 ND ND
FV-11 5 5 ND ND
FV-13 5 5 ND ND
LC-12 4 4 ND ND
LC-14 4 5 ND ND
PA-16 5 4 ND ND
PA-18 4 4 4 ND
ZA-06 5 4 ND ND

*Los numeros 4 y 5 representan diluciones donde se observd crecimiento celular. ND =
crecimiento no detectado.

En las regiones de Oaxaca, de donde provienen las cepas estudiadas, la
maxima temperatura ambiente oscila normalmente entre los 25 y 30°C,

por lo que en condiciones normales estas cepas no podrian verse
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sometidas a un estrés por alta temperatura, pero este analisis serviria si
se quisiera utilizar alguna de estas cepas para la produccién de otra
bebida alcohdlica, por ejemplo, para la cachaca brasilefia donde,
dependiendo de la temporada y la regidon donde se produzca, se puede
alcanzar una temperatura de 41°C durante el proceso de elaboracién
(Vianna et al., 2008).

8.2. Seleccion de la cepa con mayor tolerancia a estrés

De las 21 cepas de S. cerevisiae estudiadas, la cepa con mayor
tolerancia al estrés fue PA-18, ya que crecido bien en la concentracion
mas alta de etanol (15%) y fue, junto con CH-07, de las Unicas que

soportaron 42°C.

Pataro et al. (2000) mencionan que los cambios en el pH del mosto, el
contenido de alcohol, junto con la concentracién de azucar, que se
mantiene elevada debido a la adicidén diaria de jugo de cana de azucar
fresca, afecta la seleccion y prevalencia de especies y cepas de
levaduras involucradas en la elaboracion de aguardiente, asi como la
tolerancia a etanol y la adaptacién a la alta acidez, también influyen en
la persistencia de algunas especies y la desaparicion de otras durante el
proceso de fermentacion del vino. Esta informacién confirma, una vez
mas, la importancia de que las cepas tengan la capacidad de tolerar
ciertas condiciones de estrés. Asi, los resultados obtenidos en este
estudio indican que las cepas de S. cerevisiae del mezcal toleran bien
las condiciones de estrés a las que pueden ser expuestas durante el

proceso de fermentacion.
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8.3. Analisis molecular de las cepas de levaduras
8.3.1. Analisis de fragmentos 3

En la Figura 9 se observa el perfil de los fragmentos & obtenidos
mediante PCR utilizando los cebadores 0612 y 021 (Legras y Karst,
2003).

ppb M1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11M 121314 15 16 17 18 19 20 21
1200

6000
5000

2004
1650

1004

Figura 9. Amplificacion de los fragmentos 8 mediante PCR empleando los cebadores
012 y 821. M: marcador de peso molecular; nimeros del 1 al 21 corresponden a cada
una de las cepas estudiadas; pb: pares de bases.

En las Tablas 6 y 7 se indica el tamafo en pares de bases (pb) de cada
uno de los fragmentos d obtenidos para cada cepa, asi como la cantidad
de fragmentos obtenidos. En general, el numero de fragmentos

obtenidos para cada cepa varidé en un rango de 4 a 10.
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Tabla 6. Tamafio (pb) de los fragmentos d obtenidos por PCR para las cepas 1 ala 11.
Cepa PA-16 LC-12 D1-14 DI-11 CH-01 LC-14 DI-10 DH-2 DH-I FV-13 FV-10

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
1915.5
- 1524.7
K]
g 1391.6 1399.4 1383.7 1336.7 1328.9 1336.7 1328.9 1321.1 1328.9 1344.6
s 1289.8 1250.6 1274.1 1266.3 1211.4 1227.1 1203.6 1172.3 1227.1 1242.8
] 908.9
° 675.5 654.3 692.6 692.6 658.5 671.3
8 586.7 573.3 560 560 543.3 546.7 640 636.7
c 426.3 423.7 439.5 442.1
£ 392.9 383.3 378.6 376.2 371.4 390.5 390.5 381 388.1
o 298.2 300 326.2 294.6 294.6 326.2  333.3
= 200 192.5 201.8 200 190.6 201.8 205.4 239.3 244.6 250 250
160.4 192.5 198.1 210.7 212.5
124.5 124.5 124.5 117 113.2 118.9 126.4 120.8 109.4 111.3
Total 7 7 6 7 7 8 5 10 10 8 8

Tabla 7. Tamafio (pb) de los fragmentos & obtenidos por PCR para las cepas 12 a la
21.

Cepa DI-03 CH-07 CH-02 2ZA-06 CH-03 FF-07 PA-18 D1-01 DI-12 FV-11

12 13 14 15 16 17 18 19 20 21
2276.6
. 1610.8 1634.3 1642.2 1610.8 1610.8 1634.3
2 14542 1477.7 1477.3 1469.9 1469.9 14542 1446.4 1454.2 1462  1469.9
< 13289 1352.4 1336.7 1360.2 1352.4 1336.7 1328.9 1328.9 1344.6 1328.9
]
)
] 819.6  907.7 942.3
° 702.2  710.9 710.9 710.9
o 578.4  595.5 595.5 5955  595.5 588.6  588.6
c 402.7 405.4 475.7 402.7 478.4 402.7
£ 355  357.5 360 342.5
=)
s 208.5 227.7 200 212.8 183  208.5
178.7
102.1 1043  123.4 114.9 117 114.9
Total 7 4 9 6 5 7 8 7 6 5

El perfil de bandas se agrupé empleando el indice Dice y el software
Past versiéon 3.01. El dendograma obtenido (Figura 10), muestra dos
grupos denominados A y B. En el grupo A, las cepas varian en similitud
de un 55 a un 89% aproximadamente, sin embargo, en el grupo B, se
encuentran cepas de un 66 a 100% de similitud.

De acuerdo a esta prueba molecular, si se presenta el mismo patrén de
fragmentos & se considera que se trata de la misma cepa, por lo tanto,

tenemos que las cepas DH-2 y DH-I son una misma, asi como las cepas
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FV-13 y FV-10 son iguales entre si. No obstante, algunas cepas difieren

en similitud entre el 92 y 50%.

Similitud

© © © © © © © © ©
NN o o o ~J ~J 0 (Vo) (Vo)
Lo ] NN L) o ~N (o] NS o o
1 1 1 1 1 1 1 L |
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. (17) FF-07

(19) D1-01

(20) DI-12

| | (14) CH-02

A (18) PA-18

| (15) ZA-06

(21) Fv-11

— (13) CH-07

b (16) CH-03

(6) LC-14

| (8)DH-2

(9) DH-1

| (10) Fv-13

B (11) FV-10

(1) PA-16

— @lcI2
(5) CH-01

(3) D1-14

g [ (4) DI-11
b (7) DI-10

Figura 10. Agrupamiento de cepas por similitud en el patrén de fragmentos 0.

Como se menciona en los antecedentes, este método tiene algunos
inconvenientes. Como es el caso de la aparicion de bandas “fantasma”
debido a la baja temperatura de alineacién. El nimero de fragmentos
obtenidos varia con la cantidad de ADN utilizado, por lo que a pesar de
haberse estandarizado, es una limitante. Ademas, este método
demuestra un bajo poder discriminatorio para el caso de cepas nativas,
las cuales estan estrechamente relacionadas a nivel genético (Schuller,
2004, citado en Cova-Pérez, 2010) por lo que este método interdelta se

utiliza a menudo para el analisis rutinario de cepas de levadura a nivel
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industrial, pero es menos discriminatorio que la electroforesis de campo

pulsado (Legras y Karst, 2003).

Se ha demostrado por algunos autores (Legras y Karst, 2003; Schuller
et al., 2005; Xufre et al., 2011) que si se utiliza el par de primers 612
(Legras y Karst, 2003) y 082 (Ness et al., 1993) se obtiene una mayor
resolucion y un mayor poder discriminatorio. Este método resulta
rapido, reproducible y muy sensible. Aunado a esta combinacién de
cebadores Capece et al. (2012) realizaron la amplificacion de la regién
interdelta directamente de la colonia de levadura, sin la extraccion de
ADN, resultando este método el mas ventajoso, de los que utilizaron,
para la evaluacion rapida de la variabilidad genética entre la amplia

poblacidon de S. cerevisisae que estudiaron.
8.3.2. Electroforesis en gel de campo pulsado (PFGE)

En las Figuras 11 y 12 se pueden observar las imagenes de los geles,
que se obtuvieron mediante PFGE, con los perfiles cromosdémicos de

cada cepa.

Si se comparan los perfiles obtenidos con el marcador (que se observa
con mayor claridad en la Figura 13) se puede notar la ausencia de
algunas bandas, lo cual no quiere decir que no se trate de cepas de S.
cerevisiae, sino que la separacion de los cromosomas es por tamano vy el
polimorfismo revelado en esta técnica es resultado de la adicion o
eliminacion de fragmentos largos de ADN en cromosomas homdlogos
durante la evolucién del genoma de la levadura (Longo y Vezinhet,
1993; Pérez-Ortin et al., 2002; Fernandez-Espinar, 2006).

La cariotipificacidn cromosdmica por electroforesis en gel de campo
pulsado es un proceso complejo y lento, pero es muy eficaz para la

identificacion de las cepas de S. cerevisiae, ya que hace posible

56



distinguir cepas, tanto en a nivel intra como interespecie (Aparecida-
Oliveira et al., 2008). Asi, Longo y Vezinhet (1993) realizaron pruebas
para obtener los cariotipos electroforéticos de dos cepas de S.
cerevisiae, una cepa de laboratorio haploide y una cepa salvaje diploide,
el cariotipo de la cepa haploide fue muy estable; sin embargo, la cepa
diploide sufrié modificaciones frecuentes. En la mayoria de los casos el
nimero de bandas se redujo, pero ocasionalmente se observaron una
banda dividida en dos. Estudiaron principalmente los diferentes tamafos
de los cromosomas I y VI, asi como los cromosomas VIII y V. Llegaron a
la conclusién de que el polimorfismo de la longitud cromosdmica
observada en las cepas silvestres de S. cerevisiae podria explicarse en
parte por la reorganizacién de la estructura cromosdémica que se

produce durante la mitosis.
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Figura 11. Imagen del gel obtenido por PFGE de las cepas 1 a la 11.
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Figura 12. Imagen del gel obtenido por PFGE de las cepas 12 a la 21.
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Figura 13. Perfil de separacién de los cromosomas de S. cerevisiae (YNN295 Bio-Rad).
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La alta diversidad de cariotipo en cepas de S. cerevisiae ha sido
reportada por Csoma et al. (2010), quienes mencionan que el genoma
de S. cerevisiae puede ser mas flexible que el genoma de S. uvarum y
por lo tanto puede permitir una adaptacién mas rapida y mas eficiente a
los cambios del entorno de forma continua durante la fermentacién
debido a que sus cambios pueden resultar en diversas subpoblaciones.
Es posible que estos cambios puedan contribuir significativamente a la

singularidad de un vino.

El perfil de bandas se agrupé empleando el indice Jaccard y el software
Past versién 3.01. El dendograma obtenido (Figura 14), muestra el
agrupamiento en el cual se pueden observar 18 patrones distintos con

similitudes del 58 al 92% entre si.
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Figura 14. Agrupamiento de cepas por similitud en el patrén de PFGE.
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De acuerdo al Figura 14, las cepas CH-07 y PA-18 son iguales, asi como
D1-14 y DI-11, y también DI-03 y FV-11.

Lo anterior se puede confirmar con las pruebas de tolerancia, ya que
CH-07 y PA-18, presentaron un comportamiento similar y destacado, al
ser las que tuvieron mejor crecimiento en las concentraciones de etanol.
De igual manera fueron las Unicas dos cepas capaces de tolerar los

42°C. Sin embargo, provienen de regiones distintas.

Para las cepas D1-14 y DI-11 la mayor coincidencia es que ambas

provienen de la misma region.

En el caso de DI-03 y FV-11 son cepas provenientes de dos regiones

diferentes, pero presentan similitudes en las pruebas de tolerancia.
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9. CONCLUSIONES

Se demostré que las 21 cepas de Saccharomyces cerevisiae
estudiadas son capaces de tolerar concentraciones altas de
azucares como glucosa (20, 25y 30% (p/v)) y sacarosa (10, 15y
20% (p/Vv)).

Solamente las cepas CH-07, LC-12 y PA-18 crecieron a las 24 h.
de incubacién en 8 y 10% de etanol, pero de ellas, solo PA-18
tuvo buen crecimiento en concentracién del 15% después de 6
dias.

Se demostrdé que todas las cepas son viables a pH 3, por lo que
este pH acido no es una condicién de estrés para Saccharomyces
cerevisiae ya que no afecta el crecimiento celular de la levadura.
Se comprobd que todas las cepas crecen a 37°C.

Solamente las cepas CH-07 y PA-18 son capaces de tolerar los
42°C.

Ninguna de las cepas estudiadas es capaz de tolerar 45°C.

El método de fragmentos & presenta un bajo poder discriminatorio
para cepas nativas.

Las cepas CH-07 y PA-18 son iguales, asi como D1-14 y DI-11, y
también DI-03 y FV-11.

A pesar de presentar caracteristicas similares en cuanto a las tolerancias

gue presentan ante las diferentes condiciones de estrés, todas las cepas

restantes son diferentes entre si, por lo tanto la region y los factores

propios del medio ambiente son factores que influyen directamente en

las caracteristicas de cada cepa.
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10. PERSPECTIVAS

El mezcal es una bebida artesanal mexicana que tiene denominacién de
origen en varios estados, incluyendo Oaxaca, y sin embargo, existen
muy pocos estudios acerca de la microbiologia del mismo. Se necesitan
mas estudios sobre el proceso de elaboracion del mezcal, no solamente
durante la fermentacién, sino también de las otras etapas de
elaboracion como son la molienda, el cocido de las pifias y la destilacion,
aunque es durante la fermentacidon que ocurren los procesos bioldgicos
que determinan en gran medida la calidad final del producto (Arratia-
Mireles, 2009).

Dentro de los objetivos a futuro se encuentran:

v Incluir estudios de tolerancia a condiciones de estrés de manera
simultanea, como estrés a bajo pH y alta temperatura, estrés a
alta temperatura y alta concentracion de etanol, estrés con alta
concentracion de azucar y alta concentracion de etanol, lo cual
permitiria conocer de manera mas apropiada la capacidad de
tolerancia de las cepas y su adaptacidon en un ambiente similar al

de una fermentacién.
v' Realizar fermentaciones de mezcal con las cepas que mostraron

diferencias moleculares y, mediante pruebas en HPLC, estudiar las

diferencias existentes en la produccién de compuestos volatiles.
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12. ANEXO

Composicion de los medios de cultivo utilizados.

> Medio liquido YPD
1% de extracto de levadura, 2% de peptona, 2% de dextrosa y
agua destilada.

> Medio YPDA
1% de extracto de levadura, 2% de peptona, 2% de dextrosa,
1.5% de agar y agua destilada.

» Agar YPD con glucosa
1% de extracto de levadura, 2% de peptona, 1.5% de agar, 20%,
25%, 30% de dextrosa y agua destilada.

> Agar YPD con sacarosa
1% de extracto de levadura, 2% de peptona, 1.5% de agar, 10%,
15% y 20% de sacarosa y agua destilada.

» Agar YPD con etanol
1% de extracto de levadura, 2% de peptona, 2% de dextrosa,
1.5% de agar, 8%, 10%, 12% y 15% de etanol, y agua destilada.

» Agar YPD pH 3

1% de extracto de levadura, 2% de peptona, 2% de dextrosa, 3%
de agar y agua destilada acidificada con 0.6% de HCI 1N.
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