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RESUMEN

La raicilla es una bebida alcohdlica artesanal mexicana con reciente denominacion de
origen, la cual tiene un aroma y sabor caracteristicos derivados del proceso de elaboracion
y fermentacion del Agave maximiliana, A. inaquidens y A. angustifolia, que se encuentran
en los estados de Jalisco y Nayarit. Esta bebida se obtiene a través de una serie de etapas
que consisten en la jima de las pifias maduras de agave, la coccion de las mismas, el
majado y la fermentacion, en la cual se definen las caracteristicas bioquimicas y
organolépticas de dicha bebida y finalmente la destilacién. Debido a que cada una de las
etapas gue se llevan a cabo para la elaboracion de la raicilla se realiza de diferente manera
de acuerdo al lugar en donde se realiza el proceso, el tipo de materia prima (especie de
agave), los microorganismos que realizan el proceso de fermentacion y el tipo de utensilios
empleados para cada una de las etapas antes mencionadas, el presente trabajo tuvo como
objetivo aislar las levaduras presentes en la etapa de fermentacién para su identificacion,
caracterizacibn y estimar su diversiad genética, respecto a las reportadas en
fermentaciones de otras bebidas destiladas de agave y brindarle a la raicilla identidad
comparativa entre las diversas bebidas mexicanas preparadas a partir de agave. Se
obtuvieron muestras de fermento de raicilla (bagazo y jugo) de 6 tabernas de la Sierra
Madre Occidental y la Costa Sur del estado de Jalisco, de donde se aislaron 30 levaduras.
Se extrajo el DNA de las levaduras y posteriormente se amplificé la region ITS de DNAr. La
secuenciacion de la region ITS del DNAr permitié identificar tres géneros y cinco especies
distintas de levaduras; Saccharomyces cerevisiae, Saccharomyces pastorianus,
Saccharomyces mikatae, Kluyveromyces marxianus y Pichia cecembensis.

Se encontré un promedio de tres levaduras por taberna muestreada y tres de las cinco
levaduras encontradas difieren de las reportadas en las fermentaciones de otras bebidas
mexicanas destiladas de agave. Se generé un dendrograma con la informaciéon de los
marcadores moleculares del gen que codifica para la enzima citocromo C oxidasa que
muestra la diversidad genética de las levaduras y que ademas permiti6 agruparlas de
acuerdo a su género en tres grandes grupos. Con el trabajo realizado, podemos demostrar
la diversidad de microorganismos que participan en el proceso de fermentacion de esta
bebida caracteristica de México asi como la relacion genética de los mismos con otros

organismos que participan en este proceso para la elaboracion de otro tipo de bebidas.



ABSTRACT

The raicilla is a Mexican artisan alcoholic beverage with a recent denomination of origin,
which has a characteristic aroma and flavor derived from the process of elaboration and
fermentation of the Agave maximiliana, A. inaquidens and A. angustifolia, which are found
in the states of Jalisco and Nayarit. This drink is obtained through a series of stages that
consist of the jima of the ripe agave pineapples, their cooking, crushing and fermentation, in
which the biochemical and organoleptic characteristics of said drink are defined and finally
distillation. Due to the fact that each one of the stages that are carried out for the elaboration
of the raicilla is carried out in a different way according to the place where the process is
carried out, the type of raw material (species of agave), the microorganisms that carry out
the fermentation process and the type of utensils used for each of the aforementioned
stages, the present work aimed to isolate the yeasts present in the fermentation stage for
their identification, characterization and estimation of their genetic diversity, with respect to
those reported in fermentations of other beverages. distilled from agave and provide the
raicilla with a comparative identity among the various Mexican beverages prepared from
agave. Samples of raicilla ferment (bagasse and juice) were obtained from 6 taverns in the
Sierra Madre Occidental and the South Coast of the state of Jalisco, where 30 yeasts were
isolated. DNA was extracted from the yeasts and the rDNA region was subsequently
amplified. The sequencing of the regién ITS of rDNA allowed the identification of three
genera and five different species of yeasts; Saccharomyces cerevisiae, Saccharomyces
pastorianus, Saccharomyces mikatae, Kluyveromyces marxianus y Pichia cecembensis.

An average of three yeasts were found per sampled tavern and three of the five yeasts found
differ from those reported in the fermentations of other Mexican beverages distilled from
agave. A dendrogram was generated with the information of the molecular markers of the
gene that codes for the cytochrome C oxidase enzyme, which shows the genetic diversity
of the yeasts and which also allowed them to be grouped according to their gender into three
large groups. With the work carried out, we can demonstrate the diversity of microorganisms
that participate in the fermentation process of this characteristic drink of Mexico, as well as
their genetic relationship with other organisms that participate in this process for the

elaboration of other types of beverages.
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1. INTRODUCCION

El uso del Agave para la produccion de alimentos o bebidas es de suma importancia
econdémica a nivel nacional, debido a que a lo largo del territorio mexicano se
producen diversas bebidas destiladas elaboradas a partir del mismo que forman
parte de la riqueza gastrondmica y cultural de nuestro pais.

En el caso particular de Jalisco, existe una gran variedad de bebidas alcoholicas
como el tequila, mezcal, pulque y raicilla, este Ultimo, aunque siendo menos
conocido en el pais, es una de las mas representativas de Jalisco, ya que se
produce en 16 municipios, entre los cuales se encuentran Cabo Corrientes,
Mascota, Talpa de Allende, Puerto Vallarta, Atenguillo, Guachinango y San
Sebastian del Oeste (Romo et al., 2016).

La raicilla es una bebida alcohélica de entre 35° y 45° GL de aroma y sabor derivado
de la especie de agave empleado y del proceso de elaboracion de la misma,
diversificando sus cualidades por el tipo de suelo, clima, maestro raicillero,
levaduras presentes en la fermentacion, y otros factores que definen el caracter y
las sensaciones organolépticas producidas por cada raicilla. Su sabor no sélo se
caracteriza por los compuestos aromaticos provenientes de la materia prima y la
fermentacién alcohdlica, sino también de la destilacion (Christoph et al., 2007) y

almacenamiento de la misma.

Esta bebida se elabora en cuatro etapas principales que son la coccion y tatemado
de las pifias de agave, la molienda de las mismas, la fermentacion espontanea
impulsada por la accién combinada de varias especies y la destilacion (Gschaedler
et al., 2008) De esta forma, cada taberna tiene su propio proceso de elaboracién
con adaptaciones particulares que caracterizan su producto final.

Dentro de los pasos dicha bebida, probablemente la parte mas importante es la
fermentacion, debido a las caracteristicas que otorga esta etapa al producto final, la
cual es posible en gran parte gracias a las levaduras que aprovechan las fructosas

gue se derivada de la coccion del agave para producir el alcohol.
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Es decir, que durante la fermentacidbn de bebidas alcohdlicas intervienen
principalmente levaduras del género Saccharomyces y esto se debe, basicamente,
a aspectos claves como la produccion eficiente de etanol, la ausencia de produccién
de toxinas (inocuidad), la alta tolerancia al etanol y la capacidad de llevar a cabo la
fermentacién alcoholica incluso en presencia de oxigeno (Hurtzler, 2021), sin
embargo, existen otros géneros de levaduras denominadas no-Saccharomyces, las
cuales mediante la produccion de enzimas y proteinas pueden enriquecer
organoléptica y nutricionalmente las bebidas alcohdlicas, lo que ayudaria a
satisfacer el paladar de los consumidores mas exigentes (Casas et al., 2015).

Por lo tanto, debido a que la raicilla se elabora a partir de diferentes tipos de agave,
y que al elaborarlo el proceso de fermentacion se da de forma espontanea por la
accion simultanea de diversos microorganismos, es posible que la microbiota que
interviene en dicho proceso sea distinta a la que estd presente en otras bebidas
fermentadas de agave.

Por ello, el objetivo del presente trabajo fue identificar y caracterizar la poblacion de
levaduras presentes en la fermentacion de la raicilla artesanal a partir de Agave
maximiliana y A. angustifolia encontrados en la Costa Sur y en la Sierra Madre
Occidental del estado de Jalisco para brindarle identidad en comparacién con otras
bebidas destiladas de agave, utilizando diversos métodos bioquimicos vy

moleculares.
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2. ANTECEDENTES

México es un pais megadiverso y el que tiene mayor diversidad de agaves a nivel
mundial. De un total de 210 especies, México tiene 159, es decir el 75%, con 119
especies endémicas (Garcia-Mendoza, 2011) lo que representa gran parte de la
diversidad de la flora mexicana. Los agaves tienen una gran importancia econémica
y cultural para numerosos pueblos indigenas y mestizos, que los han aprovechado
durante siglos como fuente de alimento, bebida, medicina, combustible, cobijo,
ornato, abono, construccion de viviendas, entre otros. (Garibay, 2019)

El agave también se emplea para producir bebidas alcohdlicas destiladas tales
como las bebidas tradicionales Tequila, Bacanora, Sotol, Raicilla y Mezcal
(dependiendo de la regién), todas ellas utilizan el mismo proceso para su
elaboracion. Estas bebidas destiladas varian en cuanto al tipo de agave utilizado
(alrededor de 20 especies a lo largo y ancho del pais) y nivel de industrializacion del
proceso. (Arrizén, 2020).

Se ha demostrado que el estudio de la microbiota que se encuentra presente en las
fermentaciones para la elaboracion de distintas bebidas destiladas a partir de agave
es de gran importancia debido a que puede ser determinante las caracteristicas del
producto final, la cual participa en el proceso de fermentacion, convirtiendo los
azucares encontrados en el agave en etanol. Adicionalmente, se ha observado que
el uso en este proceso de cepas nativas seleccionadas, puede aumentar el potencial
de los mostos y dar originalidad y calidad a las bebidas fermentadas (Miranda,
2015).

Se ha identificado que en las primeras etapas del proceso que se lleva a cabo para
la elaboracion de la raicilla es posible detectar la mayor diversidad de levaduras, y
a medida que el proceso avanza, en las fases intermedia y final se incrementa la
poblacion de levaduras que se caracterizan principalmente por su alcohol-
resistencia y alto poder fermentativo, entre las cuales desataca Saccharomyces
cerevisiae (Esteve-Zarzoso et al., 2001). También se considera que una mezcla

compleja de compuestos volatiles como acidos, alcoholes, ésteres y terpenos son
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los componentes responsables del espiritu del aroma del destilado de agave (De
Ledn-Rodriguez et al. 2006)

Recientes estudios han mostrado que el papel de las levaduras que participan en la
fermentacion espontanea de diferentes géneros a Saccharomyces spp., llevan a
cabo el primer periodo de produccion de aroma y pueden producir altas
concentraciones de algunos compuestos con una notable influencia en la calidad
sensorial del vino (Rojas et al., 2001; Clemente-Jimenez et al., 2005), y que ademas
su crecimiento y abundancia en el caso particular del mosto del vino, suele estar
limitado por su incapacidad para tolerar el ambiente del mosto en fermentacion,
sobre todo a su intolerancia al etanol (Pina, 2004).

Los géneros mas comunes de levaduras que se han reportado en mezcales incluyen
Candida spp., Clavispora spp., Pichia spp., Debaryomyces spp., Rhodosporidium
spp., Rhodotorula spp., Torulaspora spp., Saccharomyces spp. Yy
Zygosaccharomyces spp. (Segura-Garcia et al., 2017). También Verdugo-Valdez et
al., (2011) reportaron los géneros de Kluyveromyces spp., Pichia spp.,
Saccharomyces spp., Zygosaccharomyces spp., Clavispora spp., Torulaspora spp.,
y Candida spp., en mezcal de otra regién del centro de México. En el caso particular
del estado de Jalisco, se han identificado levaduras de los géneros Saccharomyces
spp. Y Kloeckera spp., en jugos fermentados de Agave tequilana para la produccién
de Tequila (Flores et al., 2005)

En el caso particular de la raicilla, no se ha reportado ni analizado la microbiota que
se encuentra presente en los mostos de agave, y que hace posible la fermentacion
en dicha bebida, por lo que se considera de suma importancia su identificacion para
analizar la diversidad poblacional de las levaduras de la regién, ademas de la
identificacion de los factores que afectan el proceso como el contenido de azucares,
pH y temperatura y con lo cual se lograria utilizar las cepas nativas como iniciadoras
de la fermentacion en otros procesos (como elaboracion de otras bebidas
alcohdlicas o productos fermentados de indole alimenticio) y por encontrarse mejor
adaptadas y presentar mejores rendimientos (Mendoza, 2005).

En el tequila, elaborado con Agave tequilana Weber var azul se determiné la

microbiota que participa en el proceso de su fermentacion utilizando técnicas

18



moleculares, encontrando a Saccharomyces cerevisiae y especies de Lactobacillus
Spp. como especies nativas de una destileria , debido a que se encontraron en una
serie de fermentaciones. También se han logrado aislar en fermentaciones con
condiciones no controladas, diversas levaduras correspondientes a las especies de
S. cerevisiae, Kluyveromyces marxianus, Pichia kudriavzevii (Arrizon, 2020) y en
fermentacibnes de vino, ademas de levaduras, diversas bacterias como
Lactobacillus, Oenococcus, Pediococcus, Leuconostoc, entre otras (Telechea,
2015).

En pulque, elaborado a partir de especies como Agave salmiana, A. americanay A.
potatorum entre otras, se han reportado levaduras como Torulaspora aquamelli y
otros microorganismos como Acetobacter aceti, Micrococcus luteus, ademas de
Lactobacillus spp., Leuconostoc spp., Sarcina spp., Pseudomonas spp., Yy
Streptococcus spp. (Lappe et al.,2008).

En la fermentacion espontdnea del mezcal tamaulipeco y oaxaquefio, por ejemplo,
se han encontrado microorganismos como Candida spp., C. magnolia,
Hanseniaspora guilliermondii, H. wuvarum, H. vinae, K. marxianus, P.
membranifaciens, T. delbrueckii, Candida parapsilosis, Clavispora lusitaniae,
Debaryomyces hansenii, Pichia caribbica, P. guilliermondii, y S. cerevisiae (Jaques
et al., 2005; Oliva, 2007)

Para el caso de las levaduras, pueden aplicarse diversos métodos fisicoquimicos y
moleculares para su identificacién y caracterizacion, ademas de la observacion en
el microscopio con tinciones especificas como gram y/o colorantes sencillos como
safranina, lugol o azul de metileno, a nivel genético suele recurrirse a métodos
moleculares mas especificos como es el caso de la extraccion de ADN y su posterior
secuenciacion.

Para determinar la biodiversidad de especies a escala genética, pueden utilizarse
meétodos como analizar los cambios en la estructura del DNA o utilizar proteinas que
codifican genes especificos, en la variacion morfologica de caracteres cuantitativos,
y en la separacién de esta variacion en sus componentes genético y ambiental, por
ejemplo la medicion del polimorfismo, el uso de secuencias, la hibridizacion y la

electroforesis de proteinas, entre otros.
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3. JUSTIFICACION

Debido a que la raicilla se elabora a partir de diferentes tipos de agave, y que al
elaborarlo el proceso de fermentacion se da de forma espontanea por la accion
simultdnea de diversos microorganismos, es posible que la microbiota que
interviene en dicho proceso sea distinta a la que estd presente en otras bebidas
fermentadas de agave. Por lo tanto, el estudio detallado de la poblacién de
levaduras presentes en la fermentacion de la raicilla artesanal, contribuira al
mejoramiento del proceso, la contribucion al conocimiento y su asociacién a la

calidad del destilado final.

4. HIPOTESIS

Las levaduras encontradas en las fermentaciones para la elaboracién de raicilla
artesanal en la Costa Sur del estado de Jalisco, difieren en cantidad y especie a las
encontradas en las fermentaciones de la Sierra Occidental, las cuales son

determinadas por la materia prima utilizada para la elaboracién de la raicilla.
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5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo general

Identificar y caracterizar molecularmente las poblaciones de levaduras presentes en
la fermentacion para la elaboracion de la raicilla artesanal de tabernas procedentes
de la Costa y en la Sierra Occidental del estado de Jalisco.

5.2 Objetivo especificos

1. Aislar las levaduras presentes en el proceso de fermentacion de raicilla en la
region sierra y en la costa sur del estado de Jalisco.

2. Caracterizar morfolégicamente las levaduras aisladas.
Identificar las especies de levaduras aisladas mediante secuenciacion de la
region ITS del rDNA

4. Establecer una analisis filogenético con las secuencias del la region ITS entre
las levaduras presentes en fermentacion de la raicila

5. Estimar la diversidad biologica de las levaduras aisladas de mostos de raicilla
mediante indices de similitud entre regiones

6. Determinar la diversidad genética de las levaduras aisladas empleando los

marcadores moleculares CYTP450
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6. MARCO TEORICO

6.1 Los agaves en México

Los agaves son un recurso filogenético estratégico para el pais, pues representan
una alternativa para el desarrollo sostenible desde el punto de vista ecolégico y
social, siendo de particular importancia su capacidad bioproductiva en ambientes
extremos de alta temperatura y baja disponibilidad de agua (Martinez et al., 2007).
El agave, considerado como una planta de vital importancia para la poblacion
indigena y mestiza es un recurso natural tradicionalmente utilizado para la
elaboracion de comidas, bebidas, medicina y fertilizantes (Garcia Mendoza, 2007)
Por otra parte, el sector productivo de agave es un importante motor econémico
para el estado de Jalisco, debido a que la demanda central en torno al cultivo del
agave se ha centrado en la produccion y elaboracion de bebidas espirituosas pues
México cuenta con mas de 300 especies, de las cuales 5% se utilizan para elaborar
bebidas destiladas, entre las que destacan el tequila, el mezcal, la bacanora y la
raicilla (Fig.1). Los estados que cuentan con mas diversidad de especies son:
Oaxaca con 37, Puebla con 31, Sonora con 30, Durango con 26 y Querétaro con 24
(Chavez-Parga et al., 2016).

Adicionalmente, el sector del cultivo de agave es parte de una tradicién que denota
una serie de elementos simbdlicos y representativos que caracterizan a las regiones
productoras. La produccion y consumo del mismo devela la identidad de los
pueblos, sus costumbres, sus usos y practicas, a pesar de la innovacién tecnolégica
gue ha permitido diversificar los productos, asi como las practicas artesanales en la
elaboracion y produccion continian consolidandose (Alonso, 2007). Ademas de la
produccion de bebidas destiladas, también ha habido un aumento reciente en el
interés por el estudio de agave debido a su potencial para la produccion de
bioenergia y para aplicaciones biotecnolégicas (Simpson et al., 2011), por ejemplo

volverlo genéticamente reistente a plagas y enfermedades, el aislamiento de
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microorganismos de dicha planta con resistencia a factores ambientales extremos,

entre otros.

Figura 1. Mapa de la diversidad bioldgica de agaves en territorio mexicano y las

regiones productoras de mezcales (CONABIO).

6.1.1 Los agaves en Jalisco

Jalisco tiene la mayor riqueza de especies de agave en el occidente del pais. En
afios recientes, diversas investigaciones botanicas en Jalisco han adicionado
multiples registros de Agave para dicho estado. Recientemente se registraron cerca
de 31 taxones de agaves en Jalisco, 28 especies y tres variedades (Puerto, 2009).
La riqueza taxonomica se distribuye en el Eje Neovolcanico Transversal (13),
seguida de la Sierra Madre del Sur (11), Sierra Madre Occidental (Norte de
Jalisco)(6) y La Mesa Central (Los Altos de Jalisco)(5) (Argon, 2021).

Se reconoce al sur del estado como un nucleo importante de diversidad y seleccion
de agaves para preparar bebidas destiladas, que por tradiciéon se hombran mezcal

(Colunga y Zizumbo, 2007). Los municipios con mayor riqueza de taxones del
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género Agave son: Cuautitlan, Talpa de Allende y Tequila con seis especies cada
uno, seguido de Cabo Corrientes, Mascota, Toliman y Zapopan con cuatro especies
cada uno, aproximadamente (Vazquez-Garcia et al, 2007).

Algunos municipios de Jalisco se reconocen por su paisaje agavero y la destilacion
de agave, como Teuchitlan, Magdalena, Tequila, Amatitdn y El Arenal (Gonzélez,
2006) Otros, no tan conocidos, pero que se dedican al cultivo y destilacion de agave
en menor escala son Tonaya, Tuxcacuesco, Toliman, San Gabriel, El Grullo, Autlan
de Navarro, Sayula, El Limén y Zapotitlan de Vadillo (Moreno, 2010, Alvarez, 2013)
Diversas especies de agaves silvestres se utilizan para la elaboracion de bebidas
destiladas como el tequila, el mezcal, el bacanora y la raicilla (Fig.2). Algunas de
estas especies de agave crecen en varios estados de la Republica como son el
Agave maximiliana Baker, A. inaequidens Koch, A. angustifolia Haw y A.
rhodacantha, sin embargo, otros mas son endémicos de Jalisco, tal es el caso del

A. valenciana Chazaro y A. salmiana, que se les conoce en pocos municipios y

tienen restriccion regional. (Martinez et al., 2007)

p \ e (3%
8 A Y

a) Agave angustifolia ; b) Agave maximiliana c) Agave tequilana

Figura 2. Distintos tipos de agaves abundantes en Jalisco, utilizados para elaborar
bebidas destiladas. a) Agave angustifolia. b) Agave maximiliana c) Agave tequilana
Weber (CONABIO).
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6.1.1.1 Abundancia y relatividad del agave en el estado de Jalisco

Un 24% de las especies de agave que se encuentran en Jalisco son endémicas.
Mas de la mitad de las especies silvestres de agave en Jalisco fueron consideradas
extremadamente raras pues presentan una frecuencia menor al 2% entre los que
podemos encontrar A. valenciana, A. cantala, A. salmiana, A. chazaroi entre otros.
Una cuarta parte de las especies se consideran raras con mas del 2% y menos del
3% de frecuencia como A. guadalajarana, A.rhodacantha, A. vilmoriniana, y otros
mas. Otra cuarta parte se consideran agaves abundantes entre los que destacan
Agave angustifolia (21%), A. maximiliana (10%), A. inaquidens (6%) y A. colimana
(6%). (Vazquez et al., 2007)

6.2 Bebidas destiladas de agave y sus regulaciones oficiales

Las bebidas elaboradas a partir de agave forman parte de la historia y tradicion
nacional. Las denominaciones de origen y las normas oficiales mexicanas son
herramientas fundamentales que permiten cefiir los procesos para mantener la
pureza y tradicion en la elaboracion de estos destilados (Carrillo, 2007). Estas
normas son de observancia obligatoria expedidas por las dependencias
competentes, que tienen entre sus finalidades establecer las caracteristicas que
deben reunir los procesos o servicios cuando estos puedan constituir un riesgo para
la seguridad de las personas o dafiar la salud humana (Secretaria de Salud, 2015).
Una denominacién de origen (DO) no solo dota de identidad a una region
determinada, sino que representa un motor para la industria y la economia de la
zona. A su vez, el consumidor de un producto protegido por una DO tendra la
certeza de que ha adquirido un producto autentico que cuenta con altos estandares
de calidad. Las denominaciones de origen se encuentran reguladas por las Normas
Oficiales Mexicanas (NOM) (Urquizo, 2021). La denominacion de origen beneficia

de manera directa a los productores, pues les permite reconocer la calidad, la
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tradicion y la originalidad de la bebida, asi facilitara su acceso a los mercados de
México y el mundo.

En México se elaboran a partir de agave cuatro bebidas destiladas: mezcal, tequila,
raicilla y bacanora. Los tres primeros son mezcales; de las bebidas mencionadas
anteriormente se encuentran protegidas y registradas en la Organizacion Mundial
de la Proteccion Intelectual bajo los numeros 669 el tequila, 731 mezcal, y 841
bacanora, mientras que la raicilla se encuentra por el momento protegida por el

Instituto Mexicano de la Propiedad Intelectual (IMPI, 2022).

El tequila se obtiene de la destilacion de azucares del agave azul, puede contener
100% de esta materia prima (fructano de agave) o una proporcion no mayor a 49%
de otros azucares (Macias, 2009). En la NOM-006-SCFI-2005 podemos encontrar
las especificaciones para la elaboracion del tequila asi como sus caracteristicas; en
la cual se indica que sélo se puede cultivar agave para la elaboracion del tequila
dentro del territorio mexicano protegido por la denominacion de origen “Tequila”
(DOT), que comprende a los 125 municipios del estado de Jalisco, ocho de Nayarit,
siete de Guanajuato, 30 de Michoacan y 11 de Tamaulipas. Por su lugar de origen
y evolucion histérica, en Jalisco se localiza la actividad mas importante de esta
industria, con 85.59% del agave tequilero en 2006, sobre todo en la region Valles o
region de origen, asi como en la region Altos Sur, que en la actualidad es la principal

regién donde se cultiva el agave (Macias, 2009).

La palabra mezcal proviene del nahuatl mexcalli, compuesta por metl (maguey)
e ixcalli (cocido). Por tal razén, se llama mezcal, ya que se elabora a partir de la
destilacidon del corazén del maguey. El 90% del mezcal que se produce en México
es elaborado artesanalmente por familias mezcaleras, quienes muchas veces
utilizan sus propias casas y haciendas para la produccion de este destilado.
Ademas, la cosecha de agave es una tradicion arraigada en muchos estados, como
Oaxaca, Michoacan, Puebla y Guanajuato y su cultivo es un acto solemne, de

unidad, y de comunion con la tierra, asi como un signo de festividad de las culturas
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originarias de estos territorios. En la NOM-070-SCFI-1994 se encuentran los

lineamientos para la produccion del mezcal (Chavez,2021)

El bacanora debe su nombre a un municipio de Sonora, en donde se elabora este
destilado de mostos de Agave angustifolia Haw, cultivado y recolectado en 35
municipios del mismo estado, siguiendo una importante tradicibn en su region
(Carrillo, 2007). En la NOM-168-SCFI-2004 se encuentran todos los aspectos

relacionados con la regulacion de esta bebida.

La raicilla cuenta con una denominacion de origen, dada a conocer el 28 de Junio
de 2019 por el Instituto Mexicano de la Propiedad Industrial (IMPI) mediante la
Declaracion General de Proteccion de la Denominacion de Origen “Raicilla” y a su
vez en el Diario Oficial de la Federacion. Recientemente se elaboro el Proyecto de
Norma Oficial Mexicana, para el cual se instal6 un Grupo de Trabajo con la
participacion voluntaria de integrantes del Consejo Mexicano Promotor de la
Raicilla, A. C., del Consejo Regulador del Mezcal, A. C., del Consejo Regulador del
Tequila, A. C., del Gobierno del estado de Jalisco, diversas destilerias de raicilla, de
la  Secretaria de Agricultura y Desarrollo Rural, del Instituto Tecnoldgico de
Estudios Superiores de Occidente y del Instituto Tecnolégico de Tlajomulco, entre
otros. EI PROY-NOM-257-SE-2021 de Bebidas alcohdlicas habla sobre la
denominacion de la Raicilla, asi como sus especificaciones, informacién comercial
y métodos de prueba, y se publicé en el Diario Oficial de la Federacion el dia 27 de
abril de 2022.

De entre el tequila, el mezcal, el bacanora y la raicilla, s6lo los lotes de tequila
mantienen una calidad sensorial constante, ya que se produce de forma
industrializada, en tanto que algunos mezcales, el bacanora y la raicilla, tienen
variaciones en la calidad sensorial porque que son elaboradas en un proceso
artesanal y con una fermentacién espontanea impulsada por la accion combinada

de varias especies (Garcia, 2012).
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Para regular el cumplimiento de las NOM que rigen a dichas bebidas existen
organismos de certificacion acreditados, que junto con PROFECO verifican y vigilan
qgue el producto mantenga los estandares de calidad requeridos. De esta manera,
en 1993, se creod el Consejo Regulador del Tequila, en el afio 2000 el Consejo
Mexicano Promotor de la Raicilla A.C., en 2003 el Consejo Mexicano Regulador de
la Calidad del Mezcal A.C. y en 2006 el Consejo Sonorense Promotor de la

Regulacion del Bacanora (Gobierno de México,2021).

6.3 La raicilla

La raicilla es una destilado de agave artesanal, ancestral y mexicana, un liquido
incoloro regularmente aunque puede variar su tonalidad cuando se madura en
recipientes de madera, o cuando se aboca sin madurarlo. Es una bebida de aroma
y sabor derivado de la especie de agave empleado y del proceso de elaboracion de
la misma, diversificando sus cualidades por el tipo de suelo, clima, productor
(maestro raicillero), graduacion alcohdlica, levaduras presentes en la fermentacion,
y otros factores que definen el caracter y las sensaciones organolépticas producidas
por cada raicilla (Denominacién de Origen Raicilla, 2019)

Esta bebida se produce en 15 municipios del estado de Jalisco (Fig.3), entre los que
se encuentran Atengo, Chiquilistlan, Juchitlan, Tecolotlan, Tenamaxtlan, Puerto
Vallarta, Cabo Corrientes, Tomatlan, Atenguillo, Ayutla, Cuautla, Guachinango,
Mascota, Mixtlan, San Sebastian del Oeste y Talpa de Allende. También se produce
en el municipio de Bahia de Banderas, en el estado de Nayarit (DOF, Denominacion
de Origen Raicilla, 2019).

La raicilla cuenta con denominacion de origen desde el 28 de junio de 2019,
otorgada por el Gobierno Mexicano para ser producida en las zonas de la Sierra
Madre Occidental, la Sierra de Amula, la Costa Sur y la Costa Norte del estado de

Jalisco (Denominacion de Origen Raicilla, 2019).
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Figura 3. Mapa que muestra las Regiones Protegidas por la Denominacion de
Origen Raicilla (MILPA A.C)

Como se menciond anteriormente, en el afio 2000 se cred el Consejo Mexicano
Promotor de la Raicilla A.C (Fig. 4) que esta integrado por productores, envasadores
y comercializadores de esta bebida, con el objetivo de impulsar y promover la
elaboracion de estudios, proyectos, programas integrales y convenios sustentables
conjuntamente con productores, comercializadores, universidades, centros
de investigacion, y las dependencias de los tres niveles de Gobierno. También se
encuentra entre sus objetivos el impulsar los estudios y gestiones para la
determinacién de normas de calidad aplicables al producto y a la "Denominacion de

Origen". (DOF, Denominacion de Origen Raicilla, 2019).
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Consejo Mexicano
Promotor de la

Raicilla

JALISCO ES MEXICO

Figura 4. Logotipo del Conejo Mexicano Promotor de la Raicilla (CMPR)

Actualmente existen cerca de 90 maestros raicilleros, que producen
aproximadamente 250, 000 litros anuales de esta bebida, lo que la vuele un
producto artesanal con un valor agregado. A raiz de la declaratoria de la

Denominacion de Origen (Fig.5), el costo de dicha bebida se incrementd de manera
significativa (Comunicacion personal).
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Figura 5. Resumen de la Denominacién de Origen Raicilla para su publicacién en

el Diario Oficial de la Federacion, 2019.(Gourmet de México)

Referente a sus inicios, el nombre de la bebida raicilla no tiene un origen etimol6gico
claro, sin embargo, existen multiples versiones que podrian mostrar los origenes de
la misma. Una de ellas se atribuye a la época colonial, cuando los mineros de la
zona de Mascota y San Sebastian del Oeste, en el estado de Jalisco, consumian
raicilla como bebida predilecta. Cuando llegaron los espafioles a conquistar dichas
tierras, prohibieron las bebidas alcohdlicas locales para dar a conocer e imponer las
propias importadas de Europa (Duefas, 2021).

Los productores de raicilla de esa época, decian que al momento de jimar la pifia
de agave levantaban raiz, debido a que se encontraba muy cerca del suelo, por lo

que la misma gente comenzé a llamarla “Raicilla”. Los espafioles escuchaban
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nombrar a dicha bebida, pero no se lo atribuian a una bebida alcohdlica, pues
pensaban que era un tipo de infusiébn o té. De esta forma se logrd burlar la
prohibicién del consumo de la misma en esa época. Dicha bebida se ha posicionado
en los ultimos veinte afios entre los destilados de agave preferidos de los
consumidores, seguido de los méas conocidos como el tequila y los mezcales
(Arredondo, 2021).

6.3.1 Propiedades de la raicilla

Es una bebida de origen organico. Los agaves que se utilizan para su elaboracion,
ya han sido domesticados, y una de sus caracteristicas principales es que su
reproduccion es por medio de semillas. El proceso en general ha sido modificado
por los productores a priori buscando mejorar sus rendimientos y productos finales.
(Comunicacion personal). Segun el PROY-NOM-257-SE-2021, para la elaboracion
de esta bebida 100% de agave, se permite la mezcla entre distintas destilaciones
de agaves silvestres o cultivados. Asimismo, estd permitida la mezcla de

las variedades de estas especies con el objeto de obtener un sabor determinado.

En cuanto a su sabor, la raicilla es dulzona y su color es amarronado o blanco. Si
proviene de la Sierra, suele tener un sabor mas citrico, en cambio si su origen es de
la Costa, priman los sabores a minerales y frutas tropicales (Coérdoba, 2020).
Regularmente se encuentra en la forma pura, pero se pueden encontrar nuevas
propuestas de raicilleros que juegan con los ingredientes y fusionan sabores, por
ejemplo, con albahaca, limén, yerbabuena, algunas flores, cuastecomate, entre
otros; asi como también pueden realizarse destilaciones adicionales agregando

ingredientes para incorporar sabores (comunicacion personal).

Otro de sus distintivos es su porcentaje de alcohol, pues se encuentra en promedio
entre 35° y 55°, pero existen algunas con un porcentaje alin mayor. Su contenido
de metanol debe estar entre 30 mg/100 ml. minimo y maximo 300 mg/100 ml (DOF,
2019).
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Figura 6. Caracteristicas principales de la raicilla descritas en la Denominacion de

Origen , 2019. (Fuente: the mezcal culture insider)

Tabla 1. Clasificacion de la raicilla segun su lugar de origen y materia prima de

elaboracion.

Tipo de Raicilla Zona Geogréfica

Tipo de Agave

Raicilla de la Sierra  Chiquilistlan-Mascota, San Sebastian

del Oeste.

Raicilla de la Costa  Bahia de Banderas, Puerto Vallarta,

Cabo Corrientes

Agaves maximiliana Baker,
Inaequidens Koch y

Valenciana

Agaves angustifolia Haw,

y Rhodacantha
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6.3.2 Materia prima

En la elaboracion de la raicilla, con excepcion del "Agave tequilana weber Azul",
estan permitidos todos los magueyes o agaves cultivados o silvestres, cuyo
desarrollo biolégico haya transcurrido en el &area geogréfica correspondiente
al territorio sefialado en el documento de la declaracion de la denominacion de

origen, entre ellos:

Agave maximiliana Baker, Agave inaequidens Koch, Agave valenciana (en la
Sierra).
Agave angustifolia Haw y Agave rhodacantha (en la Costa).

Los magueyes 0 agaves deben estar maduros para cosecharse, cuando se da el
inicio de la floracion ( la formacién del escapo floral ) marca el final de la formacién
de hojas (pencas) y el comienzo de la despolimerizacidon de los fructanos; es decir,
el consumo de las sustancias de reserva en la formacién y sostenimiento de los
organos reproductores (Godinez, 2016).

La materia prima debe someterse al procedimiento que se especifica en la
Declaracion General de Proteccion de la Denominacion de Origen “RAICILLA”
publicado en el Diario Oficial de la Federacion. Al tratarse de un proceso artesanal,
la produccion se deriva de agaves producidos de forma orgénica, y todos los
residuos de las diferentes etapas de elaboracion son aprovechados, principalmente

como compostaje, alimento para ganado y produccion de fertilizantes (Salas, 2019).

6.3.3 Descripcion del proceso artesanal

El proceso de produccion es 100% artesanal y sustentable. El proceso de
elaboracion de la raicilla consta aproximadamente de 6 etapas, recordando que
puede variar debido a que cada productor adapta el proceso segun sus
necesidades. Para la seleccion de los agaves, se deben identificar aquellos que se

encuentren maduros. La aparicion de la flor o cuando el agave se encuentra en
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etapa de floracion es el momento en el que se realiza la cosecha,
independientemente del tamafio del mismo o la edad que tengan. Posteriormente
se realiza la jima, que es el proceso de cortar las pencas u hojas del agave hasta

dejar el tallo o pifia sin restos de hojas (Fig. 7) (comunicacién personal).

Figura 7. Jima de la pifia de agave para la elaboracion de raicilla A) Jima en la sierra

B) Jima en la costa.

Una vez obtenida la pifia, se continta con el proceso de coccion y tatemado, la cual
se realiza en hornos que regularmente estan hechos de piedra de rio o ladrillo, son
hornos de mamposteria tipo panadero en la sierra y hornos de pozo en la costa,
previo a la coccion de las pifias, se calientan los hornos con lefia de roble o encino
obtenida de arboles caidos y se tapan durante 3 dias, alcanzando asi una
temperatura aproximada de 1200 °C. El horno se destapa para agregar las pifias
para cocer, y la temperatura va disminuyendo horas (Fig. 8). Se sella el horno y se

mantiene cerrado durante 48 (comunicacion personal).
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Figura 8. Proceso de coccion y tatemado de pifias de agave de A) raicilla de la

sierra B) raicilla de la costa

Se retiran las pifias del agave cocidas y/o tatemadas del horno y el majado puede
ser en tahona, molino egipcio o chileno, desgarradora, trapiche, tren de molinos,
desgarradora de golpe, 0 con mazo sobre canoa o pileta de madera, dependiendo
el tipo de raicilla que se elabora y cuyas especificaciones también se describen en
el documento del Diario Oficial de la Federacién. La fibray los jugos se pasan a los
tambos de fermentacion, proceso que se realiza de forma natural por la acciéon
conjunta de varios microorganismos especialmente levaduras y bacterias. La
fermentacién del mosto para la elaboracion de raicilla puede darse en recipientes
de madera o barro, piletas de mamposteria o tanques de acero inoxidable, asi como
en oquedades en piedra. El tiempo para la fermentacion varia dependiendo la
temperatura del medio ambiente, si es época de invierno puede durar hasta 10 dias.

En época de calor hasta 6 dias (comunicacién personal).
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Figura 9. Etapa de fermentacion de mostos de agave A) Tambos de acero

inoxidable en fermentacion de la costa B) Tambos de plastico en fermentacién de la

sierra

El destilador puede estar conformado por alambiques, donde los vapores se
recogen en la parte superior del destilador y mediante un serpentin introducido en
un recipiente se le circula agua para convertir los vapores en liquido, que es la
raicilla. También pueden utilizarse destiladores continuos, discontinuos o columnas
de cobre o acero inoxidable. De igual forma se puede destilar con fuego directo en
alambiques de caldera de cobre u olla de barro y montera de barro, madera, cobre
o acero inoxidable (Fig.10) hasta 500 litros. (Consejo Mexicano Promotor de la
Raicilla, 2021).
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Figura 10. Etapa de destilacion de A) raicilla de la sierra B) raicilla de la costa

6.4 Levaduras en el proceso de fermentacion

Las levaduras, ademas de ser un modelo de la investigacion biomédica, tienen
diversas aplicaciones en la industria alimentaria, en agricultura y la produccién de
etanol combustible (Vasquez, 2016). Dentro del proceso de elaboracion,
probablemente la parte mas importante es la fermentacion debido a las
caracteristicas que otorga esta etapa al producto final, el cual es posible en gran
parte gracias a las levaduras, que son hongos unicelulares del grupo de los
Ascomicetos cuya forma de crecimiento es unicelular, cuya pared celular representa
entre 20-30% de la célula en peso seco y estd compuesta de polisacaridos
complejos de B-glucanos, proteinas y quitina. (Uscanga, 2005).

El estudio de los caractéres del asco y ascosporas de las levaduras se realiza bajo
montaje directo con objetivo de inmersion o a través de coloraciones, como la de
Schaeffer-Fulton modificada por Wirtz, con la cual las ascosporas se tifien de verde-
azulado y el cuerpo vegetativo de rojo, también coloraciones mas simples con

colorantes como safranina, azul de metileno, entre otros (Varillas, 2019).
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Diversos estudios han indicado que existen alrededor de 1,500 especies de
levaduras conocidas en la actualidad, y se estima que menos del 1% de todas las
especies han sido identificadas. La presencia de dichos microorganismos depende
de diversos factores, como lo son la temperatura, el pH, la humedad y la

disponibilidad de azlucares simples (Kurtzman et al., 2011).

Las levaduras juegan un papel fundamental en el proceso de elaboracion de
bebidas alcohdlicas, pues son capaces de iniciar el proceso de descomposicion de
distintas sustancias organicas, particularmente azlcares y carbohidratos,
obteniendo asi como productos finales energia, CO2 y produciendo de esta forma
diversos tipos de alcoholes (Fig. 10).Por ello se consideran el factor mas importante
de la etapa de fermentacién, pues ademas de etanol, producen alcoholes
superiores, enzimas extracelulares, precursores de aromas y compuestos de alto
peso molecular que constituyen o participan en el aroma caracteristico de los
productos refinados (Vargas, 2001; Loviso, 2018).

La fermentacion alcohdlica es un proceso en el cual el acido pirtvico proveniente
de la glucdlisis es descarboxilado por el acetaldehido en una reaccion catalizada
por la enzima piruvato decarboxilasa y TPP (Tiamina pirofosfato); el acetaldehido
es reducido a etanol por una enzima denominada alcohol deshidrogenasa
dependiente de NAD, resultando en la reoxidacién del NADH2 formado durante la

glucaolisis. (Fig.11)
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Figura 11. Proceso de la fermentacion alcohdlica.(UNAM:Portal Académico)

Los sustratos fermentables estan al mismo nivel de oxidacion que el material celular,
y son la principal fuente de carbono para la biosintesis. La fermentacion tiene como
principal contribucién la produccion de ATP, por fosforilacion a nivel del sustrato
(Carbonero, 1975).

En la primera etapa de la fermentacién, podemos encontrar levaduras non-
Saccharomyces, que brindan caracteristicas fisicoquimicas especificas a los
productos finales, como Hanseniaspora, Candida, Issatchenkia, Metchnikowia, y
Pichia, que le confieren particularidades a las bebidas (Segura, 2010).
Posteriormente, estos géneros reducen su numero dando paso al crecimiento de
otras especies mas tolerantes al etanol como Saccharomyces (Ribereau, 1985).
Ademas, en los procesos fermentativos de las bebidas alcohdlicas de agave, se
encuentran presentes diferentes tipos de bacterias, siendo las bacterias lacticas y
las de acido acético las principales (Lappe-Oliveras et al., 2008).

En el caso particular de la raicilla, la fermentacion se genera de forma espontanea
por las levaduras provenientes de la planta (Agave) y del ambiente dentro del sitio
de produccién, sin embargo, existen productores que utilizan un preinéculo de la

fermentacién previa para acelerar el proceso (comunicacion personal).
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Normalmente, la fermentacion alcoholica se asocia a las levaduras Saccharomyces
spp. y se ha comprobado su efectividad utilizando varios medios ricos en hidratos
de carbono como jugos, melazas, residuos lignocelulosicos, entre otros. Sin
embargo, las levaduras llamadas No Saccharomyces, como Candida spp.,
Kloeckera spp., Hanseniaspora spp., Zygosaccharomyces spp., Torulaspora spp.,
Pichia spp. y mas, estan recibiendo cada vez mas atencion debido a que han
presentado numerosas contribuciones en cuanto a los altos rendimientos en el
producto final, ya sea por la cantidad de etanol que producen, o por caracteristicas

organolépticas que brindan a las bebidas (Jolly et al., 2006).

6.4.1 Fructanos de agave

El principal sustrato de las levaduras en el proceso de fermentacion alcohdlica son
los azucares que se derivan de la coccion del agave. Los fructanos de agave son
polimeros ramificados de fructosa, unidos por enlaces glucosidicos fructosa-
fructosa B (2-1) y B (2-6), son comunmente solubles en agua, y se encuentran
como carbohidratos de reserva en aproximadamente el 15% de las plantas de
floracion (Fig. 12). Los fructanos se hidrolizan a pH acidos, los cuales forman un
jarabe de fructosa, que es la principal fuente de carbono para las levaduras en el

proceso de fermentaciéon (Ruiz, 2016).
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Figura 12. Estructura molecular de los fructanos de agave (Mancilla, 2006).
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En el caso de los agaves, el inicio de la floracién (cuando aparece el quiote) marca
el final de la formacion de las pencas y el comienzo de la despolimerizacién de los
fructanos (Fig. 13) ; es decir, el consumo de las sustancias de reserva en la

formacion y sostenimiento de los 6rganos reproductores (Trujillo,2009).

Figura 13. Agave maximiliana maduro con formacion de escapo floral (CONABIO)

6.5 Identificacién genética de levaduras

En la industria alimenticia, las levaduras se utilizan como fuente de obtencion de
vitaminas del complejo B, pigmentos, cofactores, extractos y produccién de biomasa
y biocombustible por su produccion de etanol (Valdés, 2016), entre otros. Por
ejemplo en el caso de las bebidas fermentadas a partir de agave, la calidad y la
cantidad del producto final dependen de la dinamica y la frecuencia de los
microorganismos (Vasquez, 2016) presentes en el proceso fermentativo. Por este

motivo, este sector productivo ha recurrido a diversas técnicas de caracterizacion
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molecular de levaduras, las cuales se basan en el andlisis de una o dos regiones
del DNA ribosémico: secuenciacién de los dominios D1/D2 del gen 28S rRNA y/o
de laregion ITS (espacios intergénicos ITS1 e ITS2 y que incluye el gen 5,8S rRNA).
Los genes ribosomales que codifican las subunidades 5.8S, 18S, y 26S (Fig.14)
estan dispuestos en tAndem formando unidades de transcripcion que se repiten en

el genoma de las levaduras entre 100 y 200 veces.
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Figura 14. Representacion de las regiones ITS de rDNA de levaduras. (Vasquez,
2016).

El gen 5.8S no se incluye en la unidad de transcripcidén previamente descrita pero
aparece adyacente en la misma unidad de repeticién en tandem en el caso de las
levaduras (Alvares, 2011). La region ITS ha sido considerada como un cédigo de

barras en hongos y muy util para la identificacion de levaduras (Schoch et al., 2012).

6.6 Citocromo C oxidasa o complejo IV en levaduras

Para determinar la diversidad genética de las levaduras aisladas se recurrié a un
método de medicion de diversidad a escala genética como son las enzimas de la
citocromo C oxidasa que codifican genes especificos para levaduras. La citocromo
C oxidasa (CO), que es el complejo final de la cadena de transporte de electrones
mitocondrial, y que se conoce, por estudios en levaduras, que para el ensamblado
de COX son necesarias humerosas proteinas que participan en la insercion de las
subunidades y en la sintesis e insercion de los cofactores, es decir, la CO produce
proteinas especificas que permiten identificar y diferenciar a las levaduras entre si.
(Mansilla, 2018)
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La membrana externa de las mitocondrias contienen proteinas de transporte
especializadas que permiten el paso de moléculas desde el citosol hacia el exterior
del espacio intermembranal y posteriormente a la matriz mitocondrial. En la
membrana interna, se encuentran diversos complejos protéicos, entre ellos los de
la cadena respiratoria (complejo | o NADH deshidrogenasa, Il o succinato
deshidrogenasa, complejo Il o citocromo bcl y el complejo IV o citocromo C

oxidasa).

Se ha demostrado que en levaduras como es el caso de Saccharomyces cerevisiae
el complejo | no esta presente, el flujo de electrones en sus otros tres complejos se
da a través de la membrana interna mitocondrial, que genera el gradiente de
protones necesario para proveer la energia para la sintesis de ATP. (Zurita, 2007)

Diversos estudios han demostrado que el complejo IV o citocromo C oxidasa (COX)
de Saccharomyces cerevisiae es un complejo enzimético de 12 subunidades, que
forman parte de la cadena respiratoria. Las subunidades I, Il, y 1l (Cox1p, Cox2p y
Cox3p) forman el centro catalitico de la citocromo C oxidasa. Estas subunidades
son codificadas por el genoma mitocondrial pues se sintetizan en la mitocrondria, a
diferencia de las otras subunidades que se importan del citosol (Clemente, 2012).

La citocromo C oxidasa esta dotada de gran complejidad estructural, de ella se han
reconocido cerca de 20 factores nucleares que intervienen en su biogénesis y en su
estabilidad. Poco se conoce sobre el ensamblaje de la COX en S. cerevisiae,
ademas se conoce también que es una de las pocas especies en la cual se puede

manipular el genoma nuclear y mitocondrial.

6.7 Diversidad bioldgica de levaduras

La biodiversidad es la variedad y variabilidad de los seres vivos, incluyendo el
namero de especies, la variacion genética dentro de las especies y la diversidad
funcional (Escalante, 2002). Los estudios sobre medicion de biodiversidad se han

centrado en la busqueda de parametros para caracterizarla como una propiedad
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emergente de las comunidades ecoldgicas. La diversidad alfa es la riqgueza de
especies de una comunidad particular a la que consideramos homogénea, la
diversidad beta es el grado de cambio o reemplazo en la composicién de especies
entre diferentes comunidades en un paisaje, y la diversidad gamma es la riqueza de
especies del conjunto de comunidades que integran un paisaje, resultante tanto de
las diversidades alfa como de las diversidades beta (Whittaker, 1972).

Para estimar la biodiversidad de las especies en una region se deben considerar
tres aspectos fundamentales: (1) el nivel de biodiversidad que se quiere analizar;
(2) el grupo bioldgico del que se trata, la disponibilidad de datos y los trabajos
previos; y (3) las restricciones matematicas de algunos indices y los supuestos
bioldgicos en los que se basan. Asimismo, existen diversas formas de estimar la
semejanza entre comunidades, las relaciones de semejanza pueden ser
expresadas numéricamente y se pueden establecer limites arbitrarios sobre una
base matematica, lo que reduce la subjetividad de los datos considerablemente
(Kent y Coker, 1992).

7. MATERIALES Y METODOS

7.1 Sitios de muestreo

Se visitaron seis tabernas de distintos municipios en la regién Sierra y Costa del
estado de Jalisco a lo largo de la zona protegida por la denominacién de origen en
los municipios de Mascota, San Sebastian del Oeste, Mixtlan y Cabo Corrientes, en
el estado de Jalisco (Fig. 14). En cada taberna se tom6 una muestra directamente
de los tambos de fermentacion al cuarto dia de iniciado el proceso, por tratarse del
tiempo oOptimo de crecimiento de las levaduras presentes en dicha etapa. Las
muestras fueron mixtas (mosto y bagazo de agave) y se recolectaron en frascos de
vidrio previamente estériles, aproximadamente 500 ml, los cuales se mantuvieron
en refrigeraciéon hasta su traslado al laboratorio de Biologia Molecular. La poblacién
a estudiar de las seis muestras (A, B, C, D, E, F) fueron 30 aislamientos de 84

originalmente aislados.
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Figura 15. Mapa de la ubicacién geogréfica de las tabernas muestreadas para la
obtencién de los mostos.
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Tabla 2. Sitios de muestreo de los mostos fermentados de agave para la produccién de raicilla artesanal y sus coordenas
de georreferenciacion.

MUESTRA TABERNA CcODIGO LUGAR DE ORIGEN TIPO DE MUESTRA FECHA

A El Ciervo TMSC San José del Mosco, Mascota, Jal. Mixta 2020
20.5533048,-104.9013914

B Hacienda Don Lalin TSEH La Estancia, San Sebastian del Oeste, Jal. Mixta 2020
20.7990748, -104.9380049

C Sierra Mascota TMCM Centro, Mascota, Jal. Mixta 2021
20.5254528,-104.7893733

C El Tio Luis TXSG San Gregorio, Mixtlan, Jal. Mixta 2021
20.6292880,-104.5564630
El Tuito, Jal.

E Rancho El Cono TPCD Mixta 2021
20.228807,-105.326759
Centro, San Sebastian del Oeste, Jal.

F El Tesoro del Oeste TSCT Mixta 2021
20.7590891,-104.8458774

47



7.2 Microbiologia general aplicada

7.2.1 Medios de cultivo

El medio de cultivo que se utiliz6 como sustrato de propagacion de las levaduras
fué agar peptona dextrosa extracto de levadura (YPD, yeast peptone dextosa).
(Dextrosa 20 g/L, Peptona 20 g/L, Extracto de levadura 10 g/L, Agar Bacterioldgico
15 g/L, pH final (6.5 * 2).

El medio YPD con la composicion anterior se prepar6 como medio solido, se
prepararé con agua destilada, se esterilizd a 120 °C durante 30 minutos en el
autoclave a 15 libras. Posteriormente se dejo enfriar 10 minutos a una temperatura
gue mantuviera el medio liquido para poder vaciarse un volumen de 20 ml en cajas
petri de cristal previamente estériles antes de que solidificara. Para evitar la

propagacion de bacterias, se agregd ceftriaxona a una concentracion de 100 mg/L.

7.2.2 Aislamiento, crecimiento y extension

Para el aislamiento de las levaduras, se recurri6 a la técnica de extension en
superficie, que consiste en agregar 100 pL de las muestras colectadas en una caja
petri con medio YPD vy antibi6tico. La muestra se distribuyd uniformemente en la
superficie del medio con ayuda de un Asa de Digralsky hasta que la muestra
cubriera completamente el medio de cultivo y se absorbiera en el mismo.

Posteriormente, las placas se incubaron por 48 horas a 25°C (Fig. 15)

Una vez transcurrido el tiempo de incubacién, se observaron las levaduras que
habian crecido y se procedi6 a aislar la mayor cantidad posible de colonias tratando
de identificar diferencias morfologicas a simple vista para obtener especies distintas.
Esto se llevo a cabo mediante la técnica de estria cruzada para aislar en lo posible,

diversas y definidas colonias de levaduras.
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Figura 16. Técnica de extension en superficie de levaduras aisladas del mosto de
agave en medio selectivo YPD con antibiotico para identificar colonias por su

morfologia.

7.2.2.1 Identificacién morfol6gica de levaduras

La tincion diferencial de Gram, en el caso de levaduras se utiliza para poder referirse
a la morfologia celular e identificar la presencia de posibles contaminaciones con
otros microorganismos. Estd compuesto por la solucién de cristal violeta, solucién
de yodo (lugol), decoloracion con etanol-acetona y el colorante de fondo Safranina
1%. (Kurtzman, 2011). Ademas, se pueden realizar procedimientos de coloracion
simple como azul de metileno, que provee una estimacion del porcentaje de células
vivas presentes en una muestra de levaduras, o una tincién con safranina que
brindaria informacién sobre la estructura externa e interna de la levadura a nivel
microscopico.

Para este trabajo de investigacion, se realizé una tincién de gram, se inicié con la
preparacién del frotis, colocando sobre la gradilla un portaobjetos limpio y
desengrasado previamente con etanol al 70%. Se coloc6 una gota de agua destilada
al centro del mismo, y se tomé una asada de la levadura a tefiir (crecida previamente
en medio selectivo YPD sdélido) la cual fue disuelta al centro del portaobjetos sobre
la gota de agua. Se extendié de manera uniforme y se pasé suavemente por la flama
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del mechero. Para comenzar la tincion, se cubrié con colorante violeta de genciana
y se mantuvo por un minuto. Sin enjuagar, se escurrié este colorante y se agregé
yodo gram, y se dejo en reposo por un minuto. Se lavo con solucion alcohol-acetona
hasta aclarar. Una vez evaporados los restos de alcohol acetona, se cubrio el frotis
con safranina y se incubd un minuto. Se lavl repetidas ocasiones con agua
destilada hasta retirar el colorante excedente. Al secar, se colocé sobre el frotis un
cubreobjetos y se observo al microscopio con el objetivo 40X y 100X con aceite de

inmersion (Fig.16).

Después de realiz6 una tincion con colorante safranina, el frotis se prepar6 de la
misma forma que el frotis de la tincién de gram, y posteriormente se agregé una
gota del colorante, se dejo reposar un minuto y se enjuago con agua destilada hasta
retirar el exceso. Al secar se colocO un cubreobjetos y se observo al microscopio

con el objetivo 100X con aceite de inmersion.
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Figura 17. Tincién de levaduras con coloracion diferencial para la observacion de

su morfologia, vistas con el objetivo 100X.
7.2.2.2 Conservacion de cepas en glicerol
Los ceparios o colecciones de microorganismos son fuentes de recursos genéticos

cuyo propoésito es la preservacion de la diversidad bioldgica, garantizando su

disponibilidad para actividades de docencia, investigacion y comerciales.

50



La conservacion de las levaduras aisladas del mosto fermentado de agave se
realiz6 en medio de soporte glicerol al 20% estéril. Inicialmente se preparé medio
YPD liquido y se colocaron 5 ml del medio en tubos falcon de 15 ml previamente
estériles mas 3 asadas de la levadura a conservar y se dejaron en agitacion
constante de 4000 rpm a 25°C durante 48 horas para su 0ptimo crecimiento.

Posteriormente se centrifugé a 8000 rpm durante 5 minutos y se retiraron 3 ml del
sobrenadante. Se agit6 el tubo falcon en vortex para mezclar el pellet con los 2 ml
restantes del medio. Se dividié 1 mly 1 ml en dos tubos eppendorf nuevos de 2 ml
previamente estériles y se centrifugé a 5000 rpm durante 3 minutos. Se descarto el
sobrenadante y se agreg6 a cada tubo 1 ml de glicerol al 20% estéril. Se agito
manualmente, se dejé reposar por 5 minutos y se llevé a -20°C para su
conservacion. Se centrifugé a 8000 rpm durante 2 minutos, se tiré el sobrenadante
dejando Unicamente el pellet. Se agrego6 a cada tubo 1 mL de glicerol estéril al 20%.
Se agitaron cuidadosamente para homogenizar las levaduras en la solucion y se

colocaron a -20°C para su conservacion.

7.3 Métodos moleculares

7.3.1 Extraccion de DNA

Para la extraccion del DNA se probaron diversas técnicas de extraccion.
Inicialmente se tomo6 como referencia el protocolo encontrado en Methods in
Molecular Biology por Bartlett S. en 1993, con algunas modificaciones en el proceso
por el material disponible, que consistia en preparar el preindculo de cada cepa de
levaduras en medio liquido YPD e incubarlas a 25 °C durante 48 horas. Para el
proceso de la lisis celular se utilizé tampodn para lisis y se calenté a una temperatura
de 65°C. posteriormente una mezcla de fenol-cloroformo en volumen 1:1,
isopropanol al 100% y la muestra se lavaba con EtOH al 70%. Al final se llevaba la
muestra al concentrador de DNA a 40 °C y se resuspendia el DNA en 50 yL de TE

al 0.5X o agua destilada estéril libre de nucleasas.
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Después se repitio dicho protocolo pero afiadiendo perlas de cristal para agitar en
el vortex en la etapa de la lisis celular y tampoco se obtuvieron resultados positivos.
Luego se cambiaron las perlas de corte por 5 minutos en el sonicador ULTRASONIC
LC 60 H ELMA, obteniendo como resultado DNA muy degradado, y sin bandas
visibles en todas las muestras.

El kit ZR Mini Prep para levaduras, bacterias y hongos, consiste en agregar 70 mg
de peso seco de células de levaduras (previamente crecidas en preindculo de medio
liquido YPD durante 24 horas) a un tubo eppendorf y se resuspendieron en 200 pl
de agua inyectable estéril. Se agregé la suspension al tubo que contenia perlas de
corte mas 750 pl de la solucién de lisis y se agitdé en vortex por 5 minutos. Se
centrifugaron los tubos con las perlas de corte a 10,000 rpm durante 1 minuto. Se
transfirieron 400 ul del sobrenadante al tubo con filtro para centrifuga y con tubo
para colecta, y se centrifugd a 8,000 rpm durante 1 minuto. Se agregaron 1,200 ul
del buffer de enlace (al cual se le agregé B-mercaptoetanol a una dilucion final de
0.5%) al filtrado del tubo de colecta del paso anterior. Luego se mezclo
cuidadosamente y se agregaron 800ul nuevamente en tubos de colecta con filtro y
se centrifugd 1 minuto a 10,000 rpm. Se tir0 el filtrado y se repitié el paso anterior.
Se agregaron 200ul del buffer de pre lavado de DNA a la columna de un nuevo tubo
de colecta y se centrifugé a 10,000 rpm durante 1 minuto.

Se agregaron 500ul del buffer de lavado a un tubo con filtro y se centrifugd a 10,000
rom en el mismo tubo de colecta anterior. A la columna con filtro se colocé en un
tubo limpio de microcentrifuga de 1.5 ml, a la cual se le agreg6 80ul del buffer de
elucion. Se centrifugo por 30 segundos a 10,000rpm para eluir el DNA 'y se mantuvo
en refrigeracion a -20°C para su conservacion. Finalmente se obtuvo DNA de buena

calidad de todas las muestras de levaduras analizadas.

7.3.1.1 Electroforesis en gel de agarosa
Para separar el DNA con base a su tamafio se llevd a cabo el proceso de
electroforesis con gel de agarosa al 1.2 %. El gel se prepardé pesando 200

miligramos de agarosa y disolviéndolos en 20 mL de buffer TAE 1X. La mezcla se
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calentd6 en un horno de microodas hasta homogeneizarla y se dejé enfriar
aproximadamente a 60°C para agregar 2 uL de Bromuro de Etidio (BrEt) atendiendo
las precauciones de uso.

Se colocé un peine en una base de polipropileno para formar el gel de agarosa y se
vacio la mezcla evitando la formacion de burbujas y se dej6 enfriar para lograr la
solidificacion del mismo. Posteriormente, se llend la cdmara con TAE 1X hasta cubrir
el gel y aproximadamente 5 mm sobre €l. Se mezclaron 2 pL de colorante naranja
G con 5 L del DNA muestra y se coloco cuidadosamente en cada uno de los pozos
formados por el peine sin romperlo ni perforar la base del mismo.

El gel se corrié del polo negativo al positivo a 100 volts por 30 minutos. Se retiro el
gel desde la base y se observé en un fotodocumentador DOC-PRINT VX2 marca

BIOTECH con la finalidad de observar la integridad y pureza del DNA.

7.3.1.2 Cuantificacion de DNA por espectrofotometria

La ley de Beer-Lambert indica que la concentracion de una molécula en solucién
depende de la cantidad de luz absorbida de las moléculas disueltas. Una
caracteristica de DNA es que absorbe la luz ultravioleta (UV) a 260 nm y permite
estimar su concentracion mediante espectrofotometria. En el caso de DNA
gendmico o de doble cadena, una densidad 6ptica equivale a 50 pg/ml (Lehninger
1975).

Para la cuantificacion del DNA se realizé una dilusién 1:200, agregando 5 uL del
DNA muestra y 995 uL de agua inyectable. La muestra se agitd cuidadosamente
durante 1 minuto y se tomaron 600 pL de la misma para colocarla en una celda de
cuarzo UV/VIS de 1mm de grosor (revisar la medida de la celda). Se ley6 la muestra
a 230, 260 y 280 nm. El blanco fue agua destilada, obteniendo una relacién 260/280
es muy estable, y se considera que un DNA de pureza 6ptima tiene un valor entre
1.8-2.0.
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7.3.2 Amplificacion de la region ITS del DNAr mediante PCR

La amplificacion de las regiones ITS-5.8S DNAr se realiz6 mediante la reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR) en un volumen total de 25 pL conteniendo 20 pmol
de cada iniciador ITS1 (5-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3') e ITS4 (5-
TCCTCCGCTTATTGATATGC-3'), amortiguador 10X (Invitrogen) (50 mM de KCI,
10 mM de Tris-HCI pH 8.0, 1% de Triton X-100), 25mM MgClI2, 0.2 mM de cada uno
de los desoxirribonucleétidos (ANTP's), 2.5 U de Tag DNA polimerasa (Invitrogen)
y 100ng de DNA. La amplificacion fue realizada en el termociclador Corbett
Research CG1-96 PCR programado con las condiciones siguientes: 1 ciclo de
desnaturalizacion inicial de 95 °C por 5 minutos, 30 ciclos [95 °C, 1 minuto; 55 °C,
1 minuto; 72 °C, 1 minuto] y un ciclo de extensién final de 72 °C durante 10 minutos.
Los productos amplificados se visualizaron en geles de agarosa al 1.2% en
regulador TAE 1X (Tris-Acetato-EDTA) tefiidos con bromuro de etidio y
fotografiados en un transiluminador UV Labnet Tm-26 Dyna Light Dual Intensity. El
tamafio de los fragmentos se estimd en comparacién con un marcador de peso
molecular de 100 pb (Tracklt 100 bp DNA ladder, Invitrogen). Los productos se
purificaron con el kit Quick-RNA para el posterior envio a secuenciacion. El producto
purificado se visualizé también en un gel de agarosa al 1.2% en el transiluminador

ya mencionado.

Para realizar la observacion de los productos de PCR, se preparé un gel de agarosa
y se desarroll6 la electroforesis como se describié anteriormente, empleando un
marcador HyperLadder 100bp como guia con la finalidad de conocer el tamafio de
los productos de PCR obtenidos el cual corresponde a fragmentos de entre 650 a
1000 pb.
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7.3.3 Purificacion de los fragmentos amplificados por PCR

Para la purificacion de los fragmentos de ADN, se utilizé el método del kit Wizard
Genomig DNA Purification, en el que las células de levaduras se suspenden
inicialmente en EDTA (acido etilendiaminotetraacético) como agente quelante,
posteriormente se agregd una solucidn para precipitacién de proteinas, y donde el
lavado del DNA se realizé con etanol al 70%. Al DNA se agregaron 50ul de solucién
rehidratante, se adicion6 RNAsa y se incubo6 a 37°C por 15 minutos. Finalmente se
rehidratd el DNA a 65°C durante una hora antes de mantener en refrigeracion. El
producto obtenido se mostré degradado y con contaminacion, probablemente a
causa del lavado con etanol. Despues se recurrié la técnica del Wizard SV Gel and
PCR Clean-up System optimizado en el Laboratorio de Biologia Molecular a partir
del protocolo original, que consisti6 en cortar el gel de la electroforesis para
recuperar el trozo de gel con el DNA de interés. Se utilizabd una solucion de lisis
para agitar en vortex e incubar a 65°C hasta disolver. El lavado se realiz6 con una
solucion para limpieza de membrana, y la elucion se realizé con agua libre de
nucleasas. EI DNA purificado fue bueno en 8 de 30 muestras, por lo que se descartd

como protocolo final.

Finalmente se purificaron los fragmentos amplificados en la PCR a partir de geles
de agarosa, empleandose el equipo comercial Zymoclean™ Gel DNA Recovery Kit
de Zymo Research®. Posterior a la electroforesis en gel de agarosa, se realizo el
corte de los fragmentos de DNA. Se pesaron tubos eppendorf de 1.5 ml previamente
estériles y se agregaron los fragmentos de agarosa en los tubos. Se agreg6 el
reactivo ADB en una relacion de 3 volmenes con el peso del fragmento determinado
por la diferencia del peso del tubo vacio. Se incubaron los tubos a 55°C durante 5
minutos para disolver la agarosa y se transfirid a una columna colocada en un tubo
de colecta del kit. Los tubos se centrifugaron a 8000 rpm durante 60 segundos y se
descart6 el volumen filtrado. Se agregaron a cada tubo 200l del reactivo DNA Wash
Buffer a cada columnay se centrifugd durante 30 segundos a 8000 rpm. Se descarto

el filtrado y se repitio el lavado.Se agregaron 10pul del reactivo DNA Elution Buffer y
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20ul de agua inyectable estéril a las columnas de centrifugado, y se colocaron en
tubos eppendorf nuevos previamente estériles. Se centrifugaron por 60 segundos a
8000 rpm y se llevaron a -20°C para su conservacion.

7.3.4 Obtencidn y andlisis de secuencias

La secuenciacion del ADN se llevd a cabo mediante un servicio externo en el
Laboratorio Nacional de Biotecnologia Agricola, Médica y Ambiental (LANBAMA)
del el Instituto Potosino de Investigacion Cientifica y Tecnologica (IPICYT).

La edicién de los electroferogramas se realiz6 utilizando el programa MEGA 11. El
analisis de la variabilidad de las especies de levaduras provenientes de seis sitios
de muestreo se realiz6 con base en los polimorfismos de DNA. Las secuencias
fueron comparadas con la base de datos del GenBank utilizando el programa
BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) del NCBI
(http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi). El analisis de las secuencias se realizé con
el programa MEGA 11, donde se alinearon, ajustaron y compararon las secuencias
obtenidas contra el material ATCC obtenido en el NCBI-BLAST para confirmar su
identidad.

7.4 Diversidad genética mediante la amplificacién del gen del citocromo oxidasa
P450

Para obtener la diversidad genética de las levaduras aisladas se recurrié a la
utilizacion de la enzima de la citocromo ¢ oxidasa o complejo IV, realizando una

PCR con cuatro pares distintos de oligos (Tabla 3).
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Tabla 3. Marcadores moleculares utilizados para la prueba de la citocromo C
oxidasa.

Forward Reverse
CYP1A1lF heme2B6
CYP2B6F heme2C19
CYP1AlF CYP2C19R
CYP2B6F CYP2C19R

Las mezclas de reaccion para PCR se realizaron en un volumen total de 12.5 pL
conteniendo 10 pmol de cada par de oligos, amortiguador 10X (Invitrogen) (50 mM
de KCI, 10 mM de Tris-HCI pH 8.0, 1% de Triton X-100), 25mM MgClI2, 0.2 mM
de cada uno de los desoxirribonucledtidos (ANTP’s), 2.5 U de Tag DNA
polimerasa (Invitrogen) y 100ng de DNA. La amplificacion con los oligos
CYP2B6F/heme2C19 se realiz6 en el termociclador Corbett Research CG1-96 PCR
con las condiciones siguientes: 1 ciclo de desnaturalizacion inicial de 95 °C por 5
minutos, 33 ciclos [95 °C, 1 minuto; 56 °C, 1 minuto; 72 °C, 1 minuto] y un ciclo de
extensiéon final de 72 °C durante 10 minutos. Para los pares de oligos
CYP1AlF/heme2B6 y CYP2B6F/heme2C19 la temperatura de alineamiento fue de
52°C bajo las mismas condiciones restantes, y para el par de iniciadores
CYP2B6F/CYP2C19R la temperatura de alineamiento a 46°C. Se analizaron los
productos amplificados en geles de agarosa al 1.5% en regulador TAE 1X tefido
con bromuro de etidio y se visualizaron en el transiluminador. Se estimoé el tamafio
de los fragmentos en comparacion con un marcador de peso molecular de 1 kb
(Tracklt 1kb DNA ladder, Invitrogen) observado en la reveladora UV retirando la

base. Se observé el gel en el DOC-PRINT VX2 y se leyeron los resultados.
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7.5 Diversidad biologica de levaduras

El indice de Sorensen es un indice cualitativo que se basa en la relacién de
presencia-ausencia entre el nimero de especies comunes en dos areas (0
comunidades) y en el numero total de especies (Kent y Coker, 1992). Este indice
se expresa de la siguiente manera: ISS = [c /1/2(A+B)] 100, o bien: ISS =
[2c/(A+B)]100. Donde, ISS = indice de semejanza de Sorensen , C = NGmero de
especies comunes en ambas comunidades, A = NUmero total de especies presentes
en la comunidad A, y B = NUumero total de especies presentes en la comunidad B

El indice se expresa en porcentaje dado la multiplicacion ultima que es por 100, lo

gue nos expresa el porcentaje de semejanza entre las comunidades comparadas.

Este indice trabaja con datos de presencia/ausencia sin involucrar cantidades de
individuos de cada especie, por lo que se le conoce como indice binarios. Este
indice se obtuvo mediante la construccién de una matriz binaria con los conceptos
de presencia y ausencia de especies en la regién uno, presencia y ausencia de

especies en la region dos, y especies comunes entre regiones.

8. RESULTADOS Y DISCUSIONES

8.1 Muestreo para el aislamiento de levaduras

Al realizar la colecta de las muestras de las cuales se aislaron las levaduras, primero
se identifico el género y especie de los agaves utilizados para la elaboracion de la
raicilla (Tabla 5), con la finalidad de relacionar si el tipo de agave empleado influia

0 no en el tipo de levaduras obtenidas en cada muestreo.
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Tabla 3. Agaves utilizados en cada taberna para la elaboracion de raicilla y su
porcentaje como materia prima por ciclo de produccién donde: TMCS: Taberna El
Ciervo, Mascota. TSEH: Taberna Hda. Lalin, TMCM: Taberna Sierra Mascota,
TXSG: El Tio Luis, TPCD: Taberna Don Chalio, TSCT: Taberna Tesoro del Oeste.

Muestra Taberna Materia prima Porcentaje

A TMSC A. maximiliana 85%
A. inaquidens 10%
A. valenciana 5%

B TSEH A. maximiliana 80%
A. inaquidens 20%

C TMCM A. maximiliana 100%

D TXSG A. maximiliana 75%
A. inaquidens 25%

E TPCD A. angustifolia 80%
A. chico Aguiar y 20%
A. rhodacantha

F TSCT A. maximiliana 80%
A. inaquidens 20%

En latabla 5 se puede observar que el 50% de las tabernas emplean principalmente
dos especies de agaves para la elaboracion de raicilla, A. maximiliana y A.
inaquidens. Por otra parte, se observé que el 20% de las tabernas utilizan especies
de Agave de la costa, A. angustifolia, A. chico Aguiar y A. rhodacantha; el 20% de
las tabernas utilizan A. valenciana en su produccién, mientras que el 20% de las

tabernas utilizan sélo A. maximiliana para la produccién de raicilla.

A continuacion se muestra el nimero de levaduras aisladas de cada lugar de

muestreo, obteniéndose un total de 30 aislamientos de los mostos de agave, los
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cuales fueron analizadas posteriormente por diversos métodos moleculares para

identificar su taxonomia y diversidad (Tabla 6).

Tabla 4. Numero de levaduras encontradas por muestra

TABERNA  Numero de especies diferentes de

LEVADURAS AISLADAS
TMSC 3
TSEH 5
TMCM 7
TXSG 6
TPCD 4
TSCT 5

8.2 Microbiologia general aplicada

8.2.1 Aislamiento e identificacion de levaduras

De las seis tabernas muestreadas, se lograron aislar un total de 30 cepas con
apariencia distinta segun su crecimiento en el medio selectivo a nivel macroscoépico
(fig. 17). En el aislamiento de A)Pichia cecembensis se observan las colonias
irregulares, filamentosas, extendidas y planas con margen hialino, textura
pulvurulenta y color aperlado mate. En el caso de B)Saccharomyces pastorianus las
colonias son de forma irregular, planas y extendidas, con margen semidelineado y
textura pulverulenta. Las colonias de C)Kluyveromyces marxianus son irregulares,
de contorno desvanecido, apariencia humeda, color beige brillante.
D)Saccharomyces mikatae muestra colonias minusculas, elevadas y abultadas,
bien definidas, de apariencia soélida, con contorno delimitado y de color perla

blanquecinas. E)Saccharomyces cereviseae forma colonias ligeramente
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extendidas, con contorno definido y ligeramente traslicido, de apariencia cremosa

y color blanco.

Figura 18. Morfologia macroscopica de las levaduras aisladas de raicilla en medio
selectivo YPD. A)Pichia cecembensis B)Saccharomyces pastorianus,
C)Kluyveromyces marxianus, D)Saccharomyces mikatae y E)Saccharomyces

cereviseae.

Se determinaron sus caracteristicas morfolégicas a nivel microscopico mediante la
observacion post-tincién, donde se identificaron levaduras esféricas con una
vacuola notable, también ovoides cercanas a pseudomicelios, algunas mas
redondeadas y otras se observaban piriformes con varias ascosporas en su interior
(Fig. 18)
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Figura 19. Morfologia de las levaduras aisladas de los mostos de raicilla tefiidas
con safranina. A) Saccharomyces cerevisiae, B) Saccharomyces pastorianus, C)
Saccharomyces mikatae, D) Pichia cecembensis y D) Kluyveromyces marxianus.

(izquierda: levaduras aisladas de raicilla, derecha: levaduras de referencia)
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Segun la literatura reportada de Saccharomyces cereviseae, la morfologia tiene
identidad con la reportada por Walteros en 2020, que avalué cepas de dicha especie
para la produccion de cerveza colombiana. La morfologia identificada de
Saccharomyces pastorianus coincide ligeramente con una cepa caracterizada por
Potter en 2018, donde analizé su capacidad fermentativa con nanotecnologia. En el
caso de Saccharomyces mikatae la estructura coincide en gran parte con la
reportada por Oda en 2021, que evalu6 también su capacidad fermentativa en la
elaboracion de pan y algunas de sus actividades enzimaticas a nivel molecular.
Finalmente, Pichia cecembensis ha sido aislada de una papaya en descomposicion
por Bhadra en 2007, quien la describi6 con forma esferoidal o alargada, con
formacion de pseudohifas, con una o mas ascosporas, ademas determiné su
capacidad para fermentar B-glucosa, cuya morfologia descrita coicide con la
observada en las levaduras Pichia cecembensis aisladas del mosto de raicilla.
Particularmente, en Kluyveromyces marxianus, Lane et al., en 2011 reportaron su
morfologia en su trabajo de investigacion sobre la diversidad fisiolégica y metabdlica
en dicha levadura, donde determinan que posee la capacidad de llevar a cabo la
fermentacién de lactosa e inulina. Dicha morfologia también coincide en gran

medida con la reportada en éste trabajo de investigacion.

8.2.2 Elaboracién de un cepario

Para la constitucion del cepario, se lograron incluir las 30 cepas aisladas
inicialmente, se decidid no descartar ninguna sin importar el género o la especie,
para futuras investigaciones donde puedan determinarse con excatitud si las

caracteristicas entre cepas del mismo género son similares.
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Tabla 5. Cepas de levaduras aisladas de mostos de raicilla que constituyen el

cepario del Laboratorio de Biologia Molecular.

SEHO1
SEHOZ2
SEHO3
SEHO4
SEHOS
SEHOE
rMSCO1
rSCO2
M3C03
M5C04
M3CO05
MCMO1
MCMO2
MCMO3
MCMO4

Pichio cecembensis
Soccharomyces cerevisioe
Soccharomyces postorignus
P cecembensis
Kluyveromyces mamxianus
P cecembensis

5. cerevisipe

K. marxignus

P cecembensis

K. marxignus

K. marxignus

5. cerevisige

5. ceravisioe

K. marxianus
Saccharomyces mikatoe

MCMOS
MCMOB
MCMOT
SCTO1
SCTO2
SCTO4
SCTOS
PCDO1
PCDO2
PCDO3
PCDO4
PCDO5
X5G01
X5G02
X5G03

. CETEVISiae
. mikatoe

. Cerevisioe
mikaotae
mikatae

. CETEVISioe
. mikatoe

. mikotae

5. cerevisioe
5. cerevisioe
K. marxignus
5, cerevisioe
5. ceravisioe
P. cecembensis
5. cerevisioe

by L b B W B D

8.3 Métodos moleculares

8.3.1 Extraccion de DNA

Despues de probar diversos métodos para la extraccion del DNA, se concluyé que

el mejor de ellos fue el kit ZR miniprep para levaduras, hongos y bacterias ya que

resulté ser mas efectivo que otros métodos enzimaticos, debido a que contiene un

tubo con perlas de corte que facilita la lisis de la pared celular para la extraccion del

DNA. En la Fig. 20, se muestra un ejemplo de los geles de agarosa al 1.0% donde

se observan las bandas del DNA extraido de 14 levaduras aisladas de tres tabernas:
C) TMCM, D) TXSG y E) TPCD.
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Levaduras TMCM (7) Levaduras TXSG (3) Levaduras TPCD (4)

B e e e B e e et Y e e e

Figura 20. Gel de agarosa al 1.0% que muestra los productos de la extraccion del
DNA de 14 levaduras aisladas de fermentaciones para la elaboracién de raicilla
artesanal.

8.3.2 Cuantificacion de DNA por espectrofotometria

El DNA extraido de las 30 levaduras nativas de mostos de raicilla, se obtuvo con
una pureza elevada, los valores obtenidos respecto a la relacion 260/280 y 260/230
se observan en la tabla 8. Un DNA de pureza aceptable deberia tener al menos en
la misma relacién un valor >1.6, un valor de la misma relacién <1.6 indicaria
contaminacion por compuestos aromaticos como fenoles y proteinas.

Segura, (2014), menciona la absorbancia a 230 nm como indicador de
contaminantes, como sales caotrépicas, fenoles o carbohidratos. DNA mas puro con
un valor 260/230 entre 1.8 — 2.0- Menos de 1.8 indicaria contaminantes en la
muestra, sin embargo, avisa que dicha relacion resulta mucha mas variable que la
relacion 260/280 pues dependera de diversos factores, entre ellos la concentracion

del DNA o la composicion del tampdn de resuspension de la muestra.
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Tabla 6. Cuantificacion de DNA relacion 260/280 indica la concentracion del mismo.

TABERNA 260/230 260/280
A) TMSC 0.43 1.56
B) TSEH 0.41 1.85
C) TMCM 0.70 1.61
D) TXSG 0.53 1.75
E) TPCD 0.80 1.47
F) TSCT 0.89 1.86

Por lo tanto las levaduras de las tabernas B y F se encuentran en concentracion
Optima (>1.8), las levaduras de las tabernas C Y D en una concentraciéon aceptable,
y las de las tabernas A y E concentracion baja. En cuanto a la relacion 260/230,
todas las muestras de las seis tabernas estan en el rango <1.8, lo que indica que

tendrian contaminacién por compuestos aromaticos como fenoles y proteinas.

8.3.3 Amplificacion de fragmentos de DNA mediante PCR

Los productos de amplificacion obtenidos en la PCR fueron separados en una
electroforesis horizontal en geles de agarosa al 1.5% se procedio a la visualizacién
del ADN mediante exposicién a luz UV. Los oligos ITS1 e ITS4 permitieron la
amplificaron de fragmentos de entre 650 y 1100 pb aproximadamente (Fig. 20) las

cuales fueron comparadas con un marcador de peso molecular de 100pb.
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Figura 21. Gel de agarosa al 1.5% que muestra los productos de la amplificacion
de la region ITS del rDNA de 14 levaduras aisladas de fermentaciones de tres
tabernas C)TMCM, D)TXSG y E)TPCD con los iniciadores ITS1 e ITS4 que se

compararon con un marcador de peso molecular de 100 pb.

8.3.4 Identificacién molecular de levaduras por secuenciacién

Mediante el analisis de los resultados de la secuenciacion del ITS del rDNA de las
levaduras aisladas y su posterior comparacion con los datos reportados en el
GenBank, se identificaron tres géneros y cinco especies distintas entre las que
podemos encontrar Saccharomyces cerevisiae, Saccharomyces pastorianus,
Saccharomyces mikatae, Kluyveromyces marxianus, y Pichia cecembensis (Tabla
9).

Con el alineamiento multiple de las secuencias de las levaduras aisladas de los
mostos de raicilla, y comparadas con la cepa TIPO de las levaduras reportadas en
el GenBank del NCBI se confirmé el género y especie de las cepas. Se logrd
identificar a Kluyveromyces marxianus, Saccharomyces mikatae y Pichia
cecembensis, donde se obtuvo un porcentaje de identidad del 95% en promedio.
(Fig. 22). Se analizaron también los electroferogramas obtenidos de las

secuenciaciones de las diferentes levaduras para corroborar su identidad (Fig. 22).
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su porcentaje de identidad con las cepas reportadas el GenBank del NCBI.

Tabla 7. Levaduras identificadas en los mostos de agave para la elaboracién de raicilla y

CLAVE LBM ESPECIE IDENTIFICADA % IDENTIDAD NO. ACCESION NCBI
MCMO02 Saccharomyces cerevisiae 72.0% NR_111007.1
MCMO03 Kluyveromyces marxianus 91.37% NR_111251.1
MCMO04 Saccharomyces mikatae 97.66% NR_111354.1
MCMO06 Saccharomyces mikatae 97.66% NR_111354.1
MCMO07 Saccharomyces cerevisiae 76.11% NR_111007.1
MSC01 Saccharomyces cerevisiae 70.47% NR_111007.1
MSC02 Kluyveromyces marxianus 83.62% NR_111251.1
MSCO03 Pichia cecembensis 90.61% NR_164078.1
MSC04 Kluyveromyces marxianus 80.79% NR_111251.1
MSCO05 Kluyveromyces marxianus 87.03% NR_111251.1
PCDO1 Saccharomyces mikatae 97.76% NR_111354.1
PCD04 Kluyveromyces marxianus 97.42% NR_111251.1
PCDO05 Saccharomyces cerevisiae 93.22% NR_111007.1
SCT04 Saccharomyces cerevisiae 67.05% NR_111007.1
SCTO05 Saccharomyces mikatae 97.41% NR_111354.1
SEHO01 Pichia cecembensis 81.42% NR_164078.1
SEHO02 Saccharomyces cerevisiae 72.18% NR_111007.1
SEHO03 Saccharomyces pastorianus 82.95% NR_165985.1
SEHO05 Kluyveromyces marxianus 92.33% NR_111251.1
SEHO06 Pichia cecembensis 75.93% NR_164078.1
XSGO01 Saccharomyces cerevisiae 88.09% NR_111007.1
XSG02 Pichia cecembensis 95.50% NR_164078.1
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1. SEH01_Pichia cecembensis
2. XSG02_Pichia cecembensis
3. SEH06_Pichia cecembensis
4. NR_164078.1 Pichia cecembensis

1. MCM04_Saccharomyces mikatae
2. MCM06_Saccharomyces mikatae
3. PCD01_Saccharomyces mikatae
4. SCT0S_Saccharomyces mikatae
5. NR_111354.1 Saccharomyces mikatae TS

1. MSC02_Kluyveromyces marxianus

2. MSCO05_Kluyveromyces marxianus

3. MSC04_Kluyveromyces marxianus

4. MCM03_Kluyveromyces marxianus

5. PCD04_Kluyveromyces marxianus

6. SEH0S_Kluyveromuyces marxianus

7. NR_111251.1 Kluyveromyces marxianus TS

Figura 22. Alineamiento multiple de las secuenciaciones de las levaduras aisladas de mostos de raiclla vs. la cepa TIPO
reportada en el GenBank del NCBI. El porcentaje de identidad es de 95% en promedio.
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8.3.5 Abundancia y relatividad de levaduras nativas

Las especies identificadas tuvieron un porcentaje de identidad con la base de datos
del GenBank de entre el 82% y el 98%. La especie mas abundante identificada fue
Saccharomyces cerevisiae 40.89% del total de los aislados, mayoritariamente en
las muestras D (TXSG), E (TPDC) y C (TMCM) y en menor cantidad en la muestra
B (TSEH) (Fig. 23).
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TMSC TSEH TMCM TXSG TPCD TSCT
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Figura 23. Abundancia relativa (%) de las especies de levaduras identificadas en
muestras de fermento de raicilla artesanal; SC: Saccharomyces cereviseae, SM:
Saccharomyces mikatae, SP: Saccharomyces pastorianus, PC: Pichia
cecembensis, KM: Kluyveromyces marxianus y su distribucion en las tabernas
muestreadas; A) TMSC, B) TSEH, C) TMCM, D) TXSG, E) TPCD y F) TSCT.

Saccharomyces cerevisiae es la especie de levadura que domina en la produccion
de bebidas alcoholicas a nivel mundial, y las cepas particulares de esta especie
empleadas en la fermentacion ejercen una profunda influencia en las caracteristicas

de sabor y aroma de diferentes bebidas (Walker, 2016). Ademas, se conoce gue a
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una temperatura de 40 °C obtiene un efecto positivo en la produccion de etanol,
aumentando la productividad y eficiencia en la fermentacion del maguey, esta
levadura ha demostrado una buena capacidad fermentativa y produccion de
compuestos volatiles, lo que confirma su potencial uso como cultivo iniciador en la
fermentacion del mezcal (Ruiz, 2019).

Saccharomyces pastorianus se identific6 solamente en la muestra B (TSEH) y
representd el 2.77% de los aislamientos, la cual es un hibrido natural de S.
eubayanus y S. cerevisiae (Gallone et al., 2018) considerada una levadura de
importancia industrial que esta involucrada en el proceso de produccion de bebidas
alcohodlicas como la cerveza Lager (Rainieri, 2006) y que ha sido identificada con
propiedades fermentativas a bajas temperaturas (cercanas a los 5°C) (Gibson y Lity
2017) , ademas de que no ha sido reportada con anterioridad en fermentaciones de
bebidas destiladas de agave.

Saccharomyces mikatae (23.36%) se encontrd en las muestras B, C, E y F. Dicha
levadura es considerada una levadura silvestre que se habia reportado
exclusivamente en el medio ambiente natural de Japén al aislarse del suelo y hojas
en descomposiciéon (Naumov et al. 2000) y que Hutzler en marzo de 2021, la
catalogé como una levadura con restriccion regional la cual no ha sido asociada con
ambientes de fermentacion industrial (Bellon, 2013).

Kluyveromyces marxianus represento el 15.71% de las levaduras aisladas, y se
encontré en las muestras A, C, y E. Se ha reportado constantemente en
fermentaciones no alcohdlicas de agave americana (Lara, 2017), y de forma
espontanea en fermentacion alcohdlica para la produccién de mezcal con Agave
cupreata (Pérez, 2013) en la cual produjo el mayor contenido de etanol en
comparacion con otras levaduras aisladas.

También se encontrd Pichia cecembensis en un 17.18% que estaba presente en las
muestras A, B y D. Bhadra en (2007) aisl6 varias cepas de levaduras de una fruta
de papaya en descomposicion (Carica papaya) y cuyos rasgos fenotipicos como la
forma esferoidal o alargada, y ascos con una o mas ascosporas, ademas de
caracteristicas bioquimicas como su capacidad para fermentar D-glucosa y la

incapacidad para asimilar nitrato sugirieron su afiliacion al género Pichia, con
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coincidencias a nivel genético con varias especies del mismo género, por lo que se
propuso asignar la nueva especie Pichia cecembensis. Esta levadura también ha
sido considerada una levadura de biocontrol contra el moho azul causado por
Penicillium expansum (Liu, 2017) pero no hay reportes de estar presente en agave

ni en fermentaciones de bebidas destiladas.

Segun el indice de similitud de Sorensen, se concluye que las especies de levaduras
encontradas en la Costa Sur y en la Sierra Occidental del estado de Jalisco tienen
un 75% de similitud, y nos dice que a medida que nos acercamos a valores de 100,
la similitud de especies de las regiones son mas similares; mientras mas alejado a
100 sea el valor del IS, mas distintas seran las especies reportadas para dicho

indice.

Estudios por simulaciéon de poblaciones con patrones de abundancia de especies
indican que la cobertura (probabilidad de que el intervalo calculado con 95% de
confiabilidad efectivamente cubra el parametro) depende no solo del tamafio de
cada muestra y del nimero de muestras que se promedien, sino también del método

de estimacion utilizado.

Se registré la abundancia y diversidad de especies de los seis sitios de muestreo
distintos (A,B,C,D,E,F) de la zona productora de raicilla. Del total de especies
registradas el 40% son caracteristicas de fermentaciones para la produccion de
bebidas destiladas a partir de agave y el 60% no se habian reportado con
anterioridad en fermentaciones de este tipo. Saccharomyces cerevisiae esta
presente en el 100% de los sitios muestreados. Pichia cecembensis en el 50%,
Kluyveromyces marxianus en el 50%, Saccharomyces pastorianus en el 16.6% y

Saccharomyces mikatae se encontro en el 66% de los sitios.
Se realizé también una tabla comparativa de las levaduras encontradas en las
fermentaciones de algunas bebidas destiladas de agave (Tabla 10) donde resaltan

Clavispora lusitaniae, Pichia fermentans, Kluyveromyces marxianus, Debaryomyces
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spp., Zygosaccharomyces spp., entre otras; mientras que en éste trabajo de

investigacioén se encontraron en los mostos de raicilla 3 géneros y 5 especies, entre

ellas Pichia cecembensis,bSaccharomyces pastorianus, y Saccharomyces mikatae,

levaduras no reportadas hasta el momento en fermentaciones de bebidas destiladas

a partir de agave.

Tabla 8. Comparacién de levaduras aisladas en fermentaciones de bebidas
destiladas de agave vs. levaduras aisladas de mostos de raicilla

Autores

Bebida

Levaduras encontradas

Barba de la Rosa et al.,
2008

Verdugo-Valdez et al., 2011

Segura Garcia et al., 2017.

Juéarez Avifa et al., 2021

Mezcal de Agave
Salmiana producido en
SLP

Mezcal de Agave
Salmiana producido en

SLP

Mezcal de Agave
Angustifolia  producido
en Oaxaca.

Raicilla Artesanal del

estado de Jalisco

Clavispora lusitaniae

Pichia fermentans
Kluyveromyces marxianus
Saccharomyces spp.
Kluyveromyces marxianus
Pichia kluyveri
Zygosaccharomyces bailii
Clavispora lusitaniae
Torulaspora spp

Candida ethanolica
Candida spp.

Clavispora lusitaniae
Debaryomyces spp.

Pichia spp.
Rhodosporidium spp.
Rhodotorula spp.
Saccharomyces Cereviseae
Torulaspora spp.
Zygosaccharomyces spp.
Saccharomyces cereviseae
Saccharomyces pastorianus
Saccharomyces mikatae
Pichia kudriavzevii

Kluyvemomyces marxianus
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8.4 Diversidad genética de levaduras

Para obtener la diversidad genética, se realizd6 un analisis de la region de la
citocromo P450 mediante cuatro pares distintos de oligos, cuyos geles de agarosa
se muestran en la figura 24. Mediante la construccion de un dendrograma, utilizando
la , se realiz6 el agrupamiento de los patrones PCR interdelta obtenidos para todas
las cepas analizadas, con la finalidad de visualizar como se relacionan y/o agrupan
totalidad de los individuos con base a las semejanzas en sus perfiles moleculares.
(Fig. 25).

El carril M en todos los geles muestra el marcador molecular de 1kb , los carriles de
1-30 muestran los perfiles obtenidos con la PCR utilizando los oligos P450. Se
obtuvo un promedio de 12 perfiles distintos entre los cuatro geles, sin embargo se
observo variabilidad de perfiles sin que coincidieran las similitudes por carriles entre
ellos. Los perfiles podrian indicar que las levaduras no pertenecen a la misma
especie si no comparten el patron de bandeo, por lo que se debe considerar también
el resultado del estudio morfofisioldgico y la secuenciacion de las regiones ITS-5.8S
de cada cepa para comprobar su identidad.

.Para algunas especies de levaduras los patrones de bandas son muy similares lo
que resulta complicado para la identificacién como es el caso de los carriles 14y 15
en el gel D, correspondientes a Saccharomyces cerevisiae y Saccharomyces
mikatae, que se muestran en la figura 24.

Puesto que durante la reaccion PCR se utilizan temperaturas de hibridaciéon de
cebadores bajas, las reacciones suelen ser bastante sensibles a la concentracion
de cebador. Concentraciones de cebadores diferentes pueden resultar en la

generacion de patrones de bandas diferentes.
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Figura 24. A), B), C) y D) Geles de agarosa al 1.5% que muestran los perfiles
obtenidos con la PCR utilizando los oligos CYT P450 para la caracterizacion de las
30 levaduras aisladas de los mostos para la elaboracion de raicilla. El tamafio de

las bandas fue estimado en comparacién con un marcador de 1kb
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Figura 25. Analisis de conglomerados de los patrones generados con el uso de la COX de las 22 levaduras aislamientos
de fermentacion de raicilla artesanal y secuenciadas. El dendrograma se obtuvo mediante Kimura 2 y las distancias de las
ramas expresadas como porcentaje de similitud. Las lineas discontinuas incluyen aislamientos pertenecientes al mismo

género. Las especies dentro de los distintos géneros se muestran con el mismo color.
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8.5 Relacion filogenética de levaduras

Posteriormente se realizd el alineamiento mdltiple de los fragmentos de las

secuencias, y se construyo el arbol filogenético con el parametro de Kimura 2 y el

meétodo de neighbour-joining respectivamente, utilizando el software Mega 11. Para

proporcionar fidelidad al andlisis filogenético, el método Bootstrap se realizd

utilizando 1000 repeticiones.
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Figura 26. Relacion filogenética de los aislados de levadura en funcién de los
andlisis de union de vecinos mas cercanos de las ITS1-5.8S rDNA-ITS2. Los 22
aislamientos se agrupan en las cajas de lineas discontinuas que incluyen
aislamientos pertenecientes al mismo género. Las cepas con el mismo color son
muestras de la misma especie, y se compararon ademas con el material TIPO

presente en el GenBank utilizando el algoritmo BLASTNn.

El arbol filogenético mostré la formacién de tres ramas principales y los valores de
arranque en promedio de 99% valida la robustez de la ramificacion patron (Fig. 26).
Los aislamientos pertenecientes al mismo género se agruparon adecuadamente en
los casos de Kluyveromyces marxianus y Pichia cecembensis. Sin embargo, en el
caso del género Saccharomyces no se distinguen grupos especificos por especie
en todas las levaduras (Fig. 26). Esto puede deberse a que la similitud entre sus
secuencias genéticas es hasta de un 90%. Se puede observar que las especies de
levaduras aisladas estan estrechamente relacionadas filogenéticamente, como lo
verifican las secuencias ITS1-5.8S rDNA-ITS2.

Segura, en (2010) menciona que las 4 técnicas mas utilizadas para la identificacion
de levaduras son: secuenciacion de las regiones ribosomales (siendo la regién
D1/D2 del gen 26S la mas utilizada), el estudio del polimorfismo de los fragmentos
de restriccién (RFLP) de las regiones ribosomales, principalmente las regiones ITS-
5.8S, electroforesis en gel con gradiente de desnaturalizacion (PCR-DGGE)
empleando iniciadores universales y PCR en tiempo real. El determin6 mediante
una PCR-RFLP de la region ITS-5.8S de 104 levaduras mediante RFLP de la region
ITS-5.8S, y reporto6 el tamafio de los fragmentos de restriccion de dichas regiones.
Sin embargo menciond que al revisar dichos patrones, se percaté de que para
algunas especies de levaduras existen mas de un patron reportado por diferentes
autores con un promedio de variacion en el tamafio de las bandas de 14 pb.
Tambipen menciona que algunas enzimas no diferencian entre especies, como en
el caso de Hpa Il y ScrF | para S. bayanus y S. pastorianus. Concluye que en la
mayoria de los casos la técnica de RFLP de las regiones ITS-5.8S es valida y

confiable para la identificacion de las levaduras mas comunes.
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Una investigacion futura podria estudiar las caracteristicas que brindan al destilado
final cada una de estas especies, en especial Pichia cecembensis, Saccharomyces
mikatae y Saccharomyces pastorianus, que son levaduras presentes en los seis
sitios de muestreo y que no han sido reportadas en fermentaciones de bebidas

destiladas de agave hasta antes de esta investigacion.
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9. CONCLUSIONES

Se aislaron 30 levaduras de seis mostos fermentados para la elaboracion de
raicilla artesanal del estado de Jalisco, de las cuales 26 fueron obtenidas de
la sierra'y 4 de la costa .

Se logro identificar mediante la secuenciacion de la region ITS1-5.8S rDNA-
ITS2 de las levaduras y al compararlas con lo reportado en el GenBank, tres
géneros distintos y cinco especies, Saccharomyces cerevisiae, S.
pastorianus. Pichia cecembensis y Kluyveromyces marxianus, todas ellas sin

ninguna restriccion regional o patron de distribucién entre las muestras.

Segun el indice de Sorensen que las especies de levaduras encontradas en
la costa y las aisladas de la sierra son similares en un 75%.

Se demostrd que el uso de el uso de los marcadores moleculares CYTP450
resulto util para obtener la diversidad genética de poblaciones de levaduras
de mostos de raicilla, pues los perfiles obtenidos con este analisis coinciden
perfectamente con el arbol filogenético generado, lo cual demuestra que es
una eficiente opcién de identificacion y caracterizacion de levaduras.

Se obtuvo por primera vez un aislado de Saccharomyces mikatae fuera del
continente asiatico con un porcentaje de identidad del 98% y se asoci6 por
primera vez a la fermentacion de destilados de agave, en el caso particular

de la raicilla.

De acuerdo a la hipotesis planteada en éste trabajo de investigacion, se
concluyo que las levaduras que se encuentran en las fermentaciones de los
mostos para la elaboracién de raicilla en la Costa Sur y en la Sierra
Occidental no difieren significativamente en cantidad, ya que el promedio de
levaduras aisladas por taberna en la costa fue de 4, mientras que en la sierra
fue de 5. Ademas de que dichas especies no son determinadas por la materia
prima utilizada para la elaboracién de la raicilla, puesto que las especies
identificadas se encuentran por igual en fermentaciones de diferentes

especies de agave.
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ANEXOS

Taberna “Sierra Mascota”, Mascota, Jalisco.
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Taberna “Rancho El Cono”, Cabo Corrientes, Jalisco.
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Taberna “El Ciervo”, San José del Mosco, Mascota, Jalisco.
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Taberna “El Tio Luis”, San Gregorio, Mixtlan, Jalisco.
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Taberna “Hacienda Don Lalin”, La Estancia, SSO, Jalisco.
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Taberna “Tesoro del Oeste”, San Sebastian del Oeste, Jalisco.
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