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Introduccién. Con la intencion de mejorar la
comprension de procesos fermentativos, como la
fermentacion artesanal de mosto de agave; se han
implementado técnicas moleculares, en las que se
analizan los &cidos nucleicos de microorganismos del
sistema estudiado (1) (2). La extraccién de ADN es una
etapa critica que debe adaptarse a cada caso, ya que un
correcto analisis depende de que se incluyan todos los
microorganismos presentes (3).

Este trabajo tiene como objetivo disefiar una técnica
simple, rapida y poco costosa, aplicable para la obtencion
de ADN de buena calidad y en cantidades adecuadas
para PCR proveniente tanto de microorganismos
procariotas como de eucariotas aislados o presentes en
muestras de mosto de agave.

Metodologia. Se tomo6 como referencia la técnica
reportada por Harju et al., en 2004. Se emple6 el buffer
de lisis propuesto por Tappia-Tussel et al., en 2006
(50mM Tris-base, 250nM NaCl, 50mM EDTA pH 8, 0.3%
SDS wi/v), se tomaron muestras de mosto y cultivos
puros aislados con diferente morfologia. La técnica
consistié en la adicién de perlas de vidrio (0.1mm) y tres
tratamientos de congelacién en bafio de isopropanol,
descongelacion a 100°C por un minuto y agitacién por
5min en voértex, luego se adicioné un volumen de
cloroformo y centrifugé (11400 x g,10min) para retirar
impurezas, el ADN presente en la fase superior se
precipité con un volumen de etanol absoluto y se enjuago
con etanol al 70%, se dejo secar y resuspendi6 en TE (10
mM Tris-HCI pH 8.0, 1 mM EDTA pH 8.0, 10 mM NacCl).
El ADN se cuantificé en un nano espectrofotometro y se
amplific6 empleando primers especificos para eucariotas
y procariotas.

Resultados. En la Tabla 1 se muestran los rangos de
ADN obtenidos, que fueron superiores a los valores
logrados con la técnica de referencia, la variacion se
atribuye a  diferencias  estructurales de los
microorganismos, se indican los tiempos de cultivo o la
cantidad de mosto empleado para la extraccion. En la
Figura 1, se muestran las bandas de amplificados, a
partir del ADN extraido con la técnica propuesta, en
todos los casos fue necesario diluir las muestras.

Tabla 1. Cuantificacion de ADN de las distintas procedencias

pg de Bacterias | Levaduras | Mohos | Mosto
ADN (1d) (2d) (5d) (5mL)
Referencia 1.8-2 2-18.4 ND 1.6-11.2
Propuesta | 111.6-120 | 91.5-243 | 1.5-6.7 | 19-37.2
M 910 M 1112

Fig. 1. Se muestran de izquierda a derecha: amplificados de ADN
extraido de levaduras, hongos, bacterias y mosto empleando primers
especificos para eucariotas y procariotas respectivamente.

Conclusiones. La técnica propuesta es rapida, sencilla 'y
econOmica y permite obtener cantidades elevadas de
ADN, apto para realizar amplificacion.
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