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Introduccién. La fermentacién alcohdlica espontanea es
un proceso complejo que se caracteriza por la presencia
de un gran nimero de diferentes géneros y especies de
levaduras (1). La presencia y el nimero de especies
puede variar de acuerdo a las condiciones climaticas,
variedad de materia prima, practicas de proceso, etc. (2).
Existen diferentes metodologias para la identificaciéon de
microorganismos basadas en la PCR (Reaccion en
Cadena de la Polimerasa), que son Utiles para diferenciar
entre especies. El gen 18S permite discriminar entre
especies de levaduras (3).

El objetivo del presente estudio fue identificar por PCR-
RFLP del gen 18S las levaduras predominantes en la
fermentacion natural del mezcal duranguense.

Metodologia . Se aislaron siete cepas de dos regiones
productoras de mezcal: Nombre de Dios y El Mezquital,
Durango. Se llevé a cabo una extraccion de ADN. Se
amplifico el gen 18S empleando los oligonucleétidos NP3
(CCG TTG GTG AAC CAG CGG AGG GAT C) y NP10
(TCC GCT TAT TGA TAT GCT TAA G). Al producto de
amplificaciobn se le realizd6 una gestion con las
endonucleasas: EcoRI, BamHI, Hpal, Mspl, Xhol y
Hindlll. Posteriormente se llevo a cabo la secuenciacion
del gen 18S. Las secuencias estas fueron comparadas
con los bancos de genes especializados.

Resultados y discusion La Fig. 1 muestra los
fragmentos obtenidos por la digestion de las
endonucleasas, y se observan fragmentos de corte
Unicos, en la mayoria de las cepas, excepto para las
cepas 1, 3y6.
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Fig 1. Fragmentos del gen 18 S ADNr de 7 cepas de
levaduras generados por la digestion con las endonucleasas
EcoRl, Hindlll, Hpal y Mspl. Carril 1 y 10 Marcador Molecular
100 pb DNA Ladder. Carril 2 — 9 cepas de levaduras.

El Cuadro 1, muestra la identificacion obtenida por
secuenciacion, en Nombre de Dios existe una mayor
diversidad microbiana que El Mezquital, sin embargo ain
cuando la diversidad es mayor, no se encontraron
levaduras del género S. cerevisiae, que ha sido reportada
como microorganismo predominante en las
fermentaciones de mezcal (4).

Cuadro 1. Identificacion de las cepas por PCR — secuenciacion
y % de identidad.

Region Cepa Identificacion por % de
secuenciacion identidad
1 K. marxianus 97
Nombre de 2 C. lusitaniae 99
Dios. 4 S. castellii 92
5 S. unisporus 89
El Mezquital 6 K. marxianus 97
7 S. cerevisiae 99
Control Sc S. cerevisiae 99

Conclusiones . Existe diferencia en la diversidad
microbiana entre las regiones productoras. En Nombre
de Dios no se encontré S. cerevisiae. En la mayoria de
los casos se logré la identificacién a nivel de género y
especie con un porcentaje de identidad superior al 95%.
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