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Introduccion. El maguey (Agave spp) es una planta de
origen en mexicano de la cual se obtienen una variedad
de bebidas entre las que destacan el pulque y los
destilados como el tequila y el mezcal. En la elaboracion
de estas bebidas durante el proceso de fermentacion se
producen los diversos compuestos responsables del
sabor y aroma caracteristicos de las mismas. Ademas se
sabe que en estas fermentaciones alcohdlicas
Saccharomyces cerevisiae es la levadura predominante
y se ha observado, que dependiendo de la cepa de S.
cerevisiae utilizada se generan diferencias en el sabor y
aroma debidas a la produccién de distintos compuestos
congenéricos (1). Por consiguiente la tipificacién a nivel
molecular de las diversas cepas nos ayudard a
establecer una relaciéon entre la cepa y el sabor y el
aroma generado.

El objetivo del presente trabajo es establecer las
diferencias, a nivel molecular mediante la tipificacién de
Saccharomyces cerevisiae, entre las cepas obtenidas de
una fermentacion de tequila, mezcal y pulque.

Metodologia. La identificacién de las cepas se realizé
por PCR-RFLP enfocado en dos regiones diferentes:
a).La region 5.8S-ITS, utilizando los primers ITS1 (5'-
TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3) e ITS4 (5-TCCTCC
GCTTTATTATTGATATGC-.3’) con las enzimas de
restriccion Cfol Haelll y Hinfl (2). b) El gen MET2
utilizando los primers metfw (5’CGGCTCAGACGAAAA
CGCTCCAAGAGCTGG-3) y metrev (5CGGCTCAGA
GACCACGATATGCACCAG GCAG-3’) con las enzimas
EcoRly Pstl. (3).

Una vez identificadas, la tipificacion de las cepas de
S.cerevisiae se llevé a cabo empleando dos técnicas:
a) Amplificacion de las regiones interd por PCR, para lo
cual se utlizaron los primers 612 (5-ATTCCAAACAAC
TCGACT-3) y 621 (5-CATCTTAACACCGTATATGA-3)
(a). b) Electroforesis en campo pulsado (PFGE), el DNA
cromosomal utilizado para ésta técnica fue preparado en
tapones de agarosa utilizando el yeast genomic DNA
plug kit (Bio-Rad) de acuerdo con las instrucciones del
fabricante.

Resultados y discusién .En las tablas 1 y 2 se reporta
el tamafio de los productos de PCR y de los fragmentos
de restriccion con los cuales, se identificaron 9 cepas
procedentes de las fermentaciones de agave como
Sacchoromyces.cereviae.

Tabla 1 Tamafio en pb de la region 5.8S-ITS y de los
fragmentos de restriccién obtenidos.

Muestra 5.8S5- Fragmentos de restriccion
(2)Valor ITS Haelll Cofl Hinfl
reportado 850 325+230+ | 375+325+ | 375+365+
170+125 150 110
320+245+ | 380+325+
M1,M2,M3 810 165+135 145
316+233+ | 386+330+
T1,T2,T3 868 1784145 145 380+100
320+245+ | 380+325+
P1,P2,P3 810 165+135 145

Tabla 2 Tamafio en pb de la regién 5.8S-ITS y
de los fragmentos de restriccién obtenidos.

Fragmentos de
(3)Muestra Met2 restriccion EcoRI
Valor reportado | 585 369+211
M1,M2,M3 575 342+224
T1,T2,T3 570 340+220
P1,P2,P3 570 340+220

En la fig. 1 se reportan las diferncias de
los patrones de separacion de los
cromosomas para las cepas de
S.cerevisiae provenientes del tequila.

Conclusiones. Se identificaron las
cepas de S. Cerevisiae aisladas de las
fermentaciones de agave por medio de
los patrones de restriccion del gen MET2
y la region ITS. Se logré establecer la diferencia
genotipica entre las cepas de S.cerevisiae provenientes
de las fermentaciones de agave.

Fig. 1 Gel de
PFGE para las
cepas de tequila
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