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RESUMEN

El presente trabajo asume la responsabilidad de presentar el desarrollo de la
investigacion con un acercamiento cultural, encontrando un vinculo entre el
conocimiento cientifico y las otras formas de conocimiento convencional, que tienen
un valor incalculable sobre todo desde la postura de quienes investigan. El balché
como bebida tiene una estrecha relacion con la religion, la medicina, agricultura y la
vida; por ello el balché aparece en los principales textos mayas y se le vincula con el
desarrollo de la civilizacién, por ser el transporte al mundo de lo divino.

La comunidad lacandona de Nah&, &area de proteccion de flora y fauna,
conserva tradiciones mayas que les dan identidad cultural. El balché representa una
celebracion de union entre las comunidades lacandonas, siendo Naha, el ultimo lugar
con un templo maya tradicional. Don Antonio con una edad cercana a los 100 afos,
es protector de un legado tan antiguo que se remonta a los origenes de la civilizacion
maya, y por ello es la Unica persona que puede preparar un balché de la misma
manera que sus antepasados, considerandose el lider espiritual de la comunidad.

El balché se prepara con tres ingredientes, agua, miel o azlcar y corteza de
Lonchocarpussp. Y se deja reposar por dos a cuatro dias, hasta llegar a la
fermentacion deseada, convirtiendo el aztcar o miel en alcohol y gas (CO2).

En este trabajo se analizé balché preparado el 15 de septiembre del 2018 en
la comunidad de Nah&, Ocosingo, Chiapas; aislando las levaduras que participaron
en la fermentacion de la bebida con un medio de cultivo especializado para este fin;
medio WallensteinLaboratory (WL), describiendo sus caracteristicas macro y
microscopicas; Posteriormente se procedié a su identificacion utilizando técnicas
moleculares, PCR-RFLP, donde se encontr6 que Saccharomycescerevisiae participa
activamente en el proceso de fermentacion del balché.

Vil



l. INTRODUCCION

La biotecnologia ancestral corresponde a la era anterior a Pasteur y sus
comienzos se confunden con los de la humanidad. En esta época, la biotecnologia
se refiere a las practicas empiricas de seleccion de plantas y animales; sus cruzas
y a la fermentacidbn como un proceso para preservar y enriquecer el contenido
proteico de los alimentos. Este periodo se extiende hasta la segunda mitad del
siglo XIX y se caracteriza como la aplicacion artesanal de una experiencia
(Gonzalez, 2011).

El pueblo de Egipto lo represent6 a traves del vino y todo lo relacionado con
el arte de su preparacion. Sin embargo, fueron los griegos y romanos quienes
volvieron popular la fabricacion artesanal del vino (Dominé, 2004). En la meseta
central de México se preparaba una bebida ceremonial conocida como “pulque”,
mientras que en Chiapas se elaboran diferentes tipos de bebidas artesanales que
tienen valor cultural muy importante, como el pozol, la chicha, taberna, entre otras
(Godoy, Herrera y Ulloa, 2003).

En lo profundo de la selva lacandona, la comunidad de Naha es el ultimo
vestigio de lo que fue la religibn Maya lacandona, aun conservando la tradicion de
tener un lider espiritual, encargado de dirigir todas las ceremonias y rituales. Una
de las ceremonias mas importantes es la elaboracion del “balché". Es una bebida
exclusiva de la cultura Maya, elaborada a base de la corteza de un arbol nativo de
América (Lonchocarpuslongistylusy Lonchocarpus violaceus) que también es
llamado balchéy es por el cual lleva el nombre la bebida, otro ingrediente es la
miel de abeja (0 azucar) y agua, todos los ingredientes se exponen a una
fermentacién natural por varios dias durante los cuales, la microbiotanativa realiza
la transformacion de la materia prima, sustrato y medio ambiente(Marianne, 2007).

Entre lamicrobiota que participa en el proceso fermentativo, estan las
levaduras que son hongos unicelulares de forma ovalada o alargada de 6 a 8
milésimas de milimetros (um). La célula de levadura esta envuelta por una
membrana exterior denominada pared celular que cumple con varias funciones,

como regular el intercambio de la célula con el medio exterior permite la entrada



de nutrientes a la célula, y que el CO;, y el etanol sean secretados al medio
(Ponce, 2011). Las levaduras son organismos importantes en el sector
biotecnolégico (Rodriguez, 2007). Son esenciales en la produccion de algunos
alimentos y bebidas, tales como pan, cerveza, vino, sidra, entre otros (Senseset
al., 2005).

Los trabajos realizados para conocer lamicrobiota asociada a bebidas
tradicionales con procesos de fermentacion espontanea en el estado de Chiapas
son escasos. La investigacion que relacione a las levaduras que participan en los
procesos de fermentacion natural de las bebidas tradicionales, ayudara a describir
un proceso de biotecnologia ancestral. Por ello, el presente estudio explora la
bebida ceremonial lacandona “balché”, tomando como relevante las levaduras en
el proceso de fermentacion silvestre (Katz, 2003). Si identificamos a las levaduras
gue se desarrollan durante el proceso de elaboracion del balché, podremos

explorar el potencial biotecnoldgico de las levaduras de este proceso.



Il. MARCO TEORICO

2.1. Los Lacandones

Se considera que el término “lacandones” alude a todos los indigenas rebeldes
gue habitaban la selva durante el periodo colonial (Boremanse,1978, citado por
Eroza, 2006). Sin embargo, también se ha propuesto que originalmente se referia
a un grupo especifico hablante de lengua chorti, que habitaba una pequefa isla
situada en el rio Lacantin, en el extremo sur de la selva. Sus miembros se
autodenominaban “los del Lacam-Tun”, que significa en chorti “gran pefion” o
“piedra erecta”. Al ser castellanizado, el vocablo se convirti6 en lacandon o
lacandones (De Vos, 1980).

Los lacandones son un grupo indigena maya. Representan una de las
minorias étnicas mas pequefias de México y del mundo. Los lacandones de
Chiapas retornaron en el siglo XV a las formas de vida que habian desarrollado
durante el siglo X, al final del periodo clasico (De Vos, 1980). Fue éste el orden de
cosas que los espafioles encontraron en la region en el mismo siglo XVI, periodo
cuando incursionaron en Chiapas (Garcia, 1985).

Estas formas de vida, asi como el refugio que el medio selvatico procuraba,
permitieron a los habitantes de esta region resistir las incursiones militares y
misioneras por parte de los espafioles durante un periodo mas largo de lo que fue

posible en otras regiones (Garcia, 1985).

2.1.1 La cosmovisiéon de los lacandones
A partir de los primeros escritos realizados por exploradores de la selva, los
lacandones aparecieron como los ultimos sobrevivientes de la extinta civilizacion
maya constructora de los grandes centros ceremoniales; como los ultimos
sustentadores de una religién libre de toda influencia europea. En lugar de
conformar comunidades, los lacandones estaban conformados por grupos que se
distribuyeron a lo largo de la selva en nlcleos socioparentales (Eroza, 2006).

De acuerdo con Bruce, los habitantes de Naha fueron los Unicos que

rechazaron por completo los intentos evangelizadores. A partir de este supuesto,



él redefinié a la comunidad como el dltimo reducto de la religién politeista maya
(Eroza, 2006).

Los lacandones imaginan un cosmos amenazado de destruccion, cuyo
equilibrio estan obligados a mantener. Los mitos narran de qué manera nacieron
los dioses, que a su vez dieron nacimiento a los humanos y crearon los astros
para asegurar la reproduccién del universo. En esa época mitica se separaron las
aguas de la tierra y los distintos niveles del universo: el cielo, la tierra y el
inframundo. Entonces hubo también un primer intento de clasificacion de los seres
humanos (por grupos familiares y territoriales) y de los animales silvestres y
miticos. Dos héroes miticos se sacrificaron en una hoguera para convertirse en el
Sol y la Luna. A partir de este primer intento de ordenar el mundo, cada uno de los
dioses adquirié sus caracteristicas propias y establecio sus vinculos con el mundo
de los hombres. Al mismo tiempo, los dioses se instalaron en el firmamento, donde
engendraron una familia que tiene las mismas caracteristicas que las familias
humanas, salvo la mortalidad. Cada uno de esos dioses esta revestido de
atributos particulares que les permiten asegurar la reproduccion de la sociedad, la
naturaleza y el cosmos (Marion, 2000).

El orden universal depende del equilibrio existente entre esos tres niveles y
del cumplimiento de las obligaciones rituales por parte de los lacandones hacia las
deidades que moran en cada uno de esos espacios (Marion. 2000).

Para los lacandones del Naha los dioses supremos son Sukukyum, “sefior
del inframundo”, Akyantho, “el dios de los extranjeros”, y Hachakyum, “nuestro
verdadero sefior”, quien es considerado creador de los lacandones. Los hombres
de Naha y Metzabookque mantienen sus practicas religiosas tradicionales suelen
levantarse en medio de la noche para acudir a orar a la choza consagrada a sus
dioses (Eroza, 2006). De manera formal, se puede decir que la cosmogonia
lacandona expresa un ordenamiento jerarquico que ubica a las deidades en
diferentes niveles (los dioses supremos, los intermedios, las divinidades menores
y algunos otros seres sobrenaturales).

Independientemente de su rango, todas las divinidades actian de manera

complementaria en los contextos miticos y rituales. Por consiguiente, todas ellas



son capaces de incidir en la vida de los seres humanos. Por ejemplo, a través de
enfermedades pueden demandar la realizacién de una ceremonia dedicada a ellos
en especial (Eroza, 2006).

Para que sus dioses no destruyan el cosmos y por el contrario, atiendan la
renovacion ciclica de la selva y la alternancia de las fases de vida y muerte de los
seres humanos, los lacandones elaboraron un complejo sistema de rituales que se
nutre de los relatos contenidos en los mitos y reproduce la oposicion, la
complementariedad y la alternancia de los principios y categorias miticas (Marion,
1995).

Algunos ritos se realizan en la intimidad del espacio doméstico, otros tienen
lugar en el templo familiar y otros en espacios privilegiados, como los ritos que se
realizan en Yaxchilan en la estructura del antiguo dios Itzamna, dios de las
ciencias, la medicina, la astronomia, etcétera. Otros ritos se verifican en sitios
relacionados con la misma ceremonia; por ejemplo, ciertas plegarias en las cuevas
del lago de Metzabook para el dios K’ak, o bien Itzanoh Ku, Tsibatnah, para
propiciar el nacimiento de un hijo, la curacién de un enfermo, el regreso de un
familiar, o para obtener una buena cosecha. Metzabook es el duefio del mundo de
los muertos; a la orilla del lago que lleva su hombre esta la entrada al mundo de
las almas. Una cueva llena de restos humanos, de sahumerios rituales y de
tambores ceremoniales indica el paso del mundo de los vivos al de los difuntos.
Los hombres de los pueblos de Metzabook y de Naha acuden eventualmente a la
cueva de Metzabook para ofrendar copal y otros objetos rituales en honor de sus
difuntos que descansan en la cueva.

Los rituales mas importantes son las ceremonias realizadas por los jefes de
familia para asegurar la perennidad del mundo. Estas ceremonias involucran a
todos los hombres de la comunidad, independientemente de su linaje, sus
compromisos familiares y su nivel de iniciacion. Exigen un estricto respeto a la
norma de abstinencia sexual y excluyen del recinto sagrado a las mujeres durante
todo el tiempo que dura el ritual (Marion, 1995). Estas complejas ceremonias
persiguen el objetivo primordial de renovar a los dioses para asegurar el

rejuvenecimiento del cosmos.



En sus templos, los lacandones alimentan a sus dioses con copal. Las
“ollas de dios” son los receptaculos donde viviran las deidades durante su ciclo de
vida solar. Cada seis o siete afios, estas ollas, que son consideradas como una
especie de utero que alberga a la deidad, seran destruidas y sustituidas por
nuevos recipientes sagrados, a tiempo que los viejos recipientes son sepultados
en una cueva del monte. Este ejercicio de renovacion césmica (cada una de las
deidades esta vinculada con un fendmeno césmico) hace de los hombres
lacandones los reproductores del universo. Para realizar estas ceremonias se
visten con la piel del jaguar, es decir, pintan manchas rojas sobre sus tunicas
recordando asi su filiacion con el gran jaguar mitico, genitor universal y destructor
apocaliptico de los mayas de la selva.

En los rituales lacandones aparece nitidamente la légica de un sistema

simbdlico que restablece el equilibrio entre hombres y mujeres, Sol y Luna, vida y
muerte, sin violentar las representaciones que vinculan a los hombres entre si, con
la naturaleza y con el cosmos (Marion, 1995). Y lo mas admirable es que se
instalan en un mundo estructurado sobre el orden césmico, realizando asi la fusion
del pasado con la realidad del presente.
De modo que el sistema ritual de los lacandones no se puede explicar sin los
datos mitoldgicos. Los mitos y las practicas rituales son la culminacion tangible de
un proceso de reflexidon colectiva acerca de su existencia (Marion, 1995). Fuera de
este contexto mitoldgico, cosmogonico y teogonico.

Por tanto, los lacandones que aun conservan sus creencias tradicionales
mantienen una asidua interaccion ritual con las deidades. Sus imagenes son
representadas por incensarios de barro que los hombres colocan en los templos
familiares para la realizacién de ceremonias (Eroza, 2006).

Cualquiera que sea la naturaleza de los rituales, todos se fundamentan en
el mismo patrén: ofrecer copal, comida y bebida ceremonial (Tozzer, 1907).
Algunos son de caracter propiciatorio y pueden ser divididos en dos tipos: los que
tienen lugar de manera periddica (por ejemplo, cada afio) y los relativos al ciclo de

vida de los individuos. Ademas de expresar su gratitud a los dioses, los primeros



tienen como fin renovar y reforzar los vinculos entre los miembros de un grupo
socio parental.

Entre las ceremonias periodicas se pueden mencionar el ofrecimiento de las
primicias agricolas y la renovacion de los incensarios; ambas ceremonias se
prolongan durante dias. Entre las ceremonias relacionadas con el ciclo de vida
estan los ritos de iniciacion tendientes a introducir formalmente a los individuos en
la colectividad, en funcion de sus roles sexuales. En el caso de los lacandones de
Nahda, tal ceremonia es denominada meekchar o mecchahaly se realiza esta
ceremonia cuando la persona alcanza la pubertad (Eroza, 2006).

Los lacandones piensan que las enfermedades se presentan como
resultado de la voluntad divina; en este sentido, suele asumirse que cuando una
persona enferma es porque ha cometido algun acto censurable, tanto en el
contexto de su grupo social como en términos de alguna transgresion relativa al
entorno natural. Asi, quien no pide permiso a los duefios del monte para quemarlo,
0 quién no deposita las ofrendas correspondientes, es susceptible de enfermar. No
obstante, la enfermedad puede indicar que alguna divinidad intenta comunicarse
con la persona afectada para expresarle un deseo (por ejemplo, que su incensario

sea incluido en el altar familiar para ser venerada) (Eroza, 2006).

2.2. Contexto histérico del balché
La palabra “balché” deriva de su origen etimolégico: Baalche’ es el arbol oculto o
secreto, o que rodea o esconde algo, de baal, escondido, esconder, cubrir, ocultar;
y che’, arbol, ya que algunas plantas con propiedades narcéticas o embriagantes
llevan nombres que significan oculto, enterrado, secreto (Godoy, Herrera y Ulloa,
2003).

Las primeras referencias documentadas sobre el balché, la redacto el Fray
Diego de Landa en su obra “Relacion de las cosas de Yucatan” escrito alrededor
de 1566, mientras describia la conquista, escribié “Un vino de miel y agua y cierta
raiz de un arbol que para esto criaban, con lo cual se hacia el vino fuerte y muy

hediondo” haciendo referencia al balché (Sanchez,2018).



El Chilam Balam de Chumayel, un libro de relatos que dejan constancia de
las tradiciones religiosas del pueblo original, hace alusién al consumo del balché y
rituales secretos.

La Relacién geografica de Tekal denunciaba lo siguiente: “Fueron amigos
del vino y se emborrachaban con un vino que hacian los antiguos de miel de
abejas y de una corteza de un arbol y dicen los antiguos que era saludable aquella
borrachera por ser hecho el vino con miel y purgativo”. La bebida realizada con la
corteza del balche, causaba efectos purgativos en el sistema digestivo, siendo
también empleada para curar a los débiles y con “frio” por el mal viento. Los
oriundos exaltaban sus cualidades desintoxicantes y energetizantes, pues los
“hacia andar mas sanos” (Garza, 1983).

La Relacion de la Villa de Valladolid refuerza la idea del balche como
brebaje medicinal, siendo también empleado como agente animico pues “para
estos sacrificios y sus areitos usaban de beber y emborracharse con un vino que
ellos hacian de una corteza de un arbol que llaman balché, y miel y agua; este
vino dicen les causaba sanidad, porque con €l se purgaban los cuerpos y
lanzaban por la boca muchas lombrices; criabanse robustos y los viejos vivian
mucho tiempo y frescos” (Garza, 1983).

A principios del siglo XVII, en un informe contra Idolorum cultores
prohibieron el consumo, preparacion, venta en publico y secretamente del balché y
pulque, por el gran dafio que recibian los dichos indios, a causa de las
propiedades de las bebidas que los ponian fuera de sentido y que estando asi
idolatran (Sanchez, 2018).

Al llegar el siglo XIX, estallola guerra de Castas, la cual exigia por parte de
los indigenas las reparticion justa de tierras, autonomia politica y religiosa, entre
otras causas; lo que permitié el uso del balché como bebida ritual, santiguando y
purificando tanto espacios sacros como altares. También se amplié su uso en toda
la peninsula de Yucatan, traspasando espacios y tiempos, utilizandose hoy en dia

en rituales conmemorativos, rogativos, y sesiones terapéuticas (Sanchez, 2018).



2.3. Lonchocarpus longistylus
El arbol del balché pertenece al género Lonchocarpus; son plantas
arbéreas, arbustos, trepadoras, de raices venenosas; pertenecientes a la familia
Fabaceae. Comprende 358 especies descritas y de estas, solo 87 se distribuyen
en México (Figura 1). Comision Nacional para el Conocimiento y Uso de la
Biodiversidad (CONABIO, 2019).
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Figura 1. Clasificacién taxondémica de Lonchocarpuslongistylus, tomado de Enciclovida(CONABIO,
2019).

Balché, bal-ché, palo gusano, saayab, sakiabyxbal-che’ son los nombres
comunes con el que se conoce a la Lonchocarpuslongistylus,es un arbol nativo del
continente Americano, se distribuye desde el sureste de México, particularmente
en la peninsula de Yucatan y Chiapas, hasta la region del Petén en Guatemala
(Avilés, 2015).



Dependiendo de la disponibilidad de agua puede ser perenne o caduco.
Alcanza hasta 18 m de altura y de 20 a 25 cm de didmetro a la altura del pecho. El
tronco es recto y corto, la copa es grande, extendida y se compone de ramas
finas, ascendentes con follaje denso.

La corteza es facilmente desprendible del tronco, tiene color gris en el
exterior y rosaceo en el interior. Las hojas son compuestas, imparipinnadas y
tienen 15 foliolos de 3 a 8 cm de largo, oblongos u ovados, de apice acuminado a
subcaudado (Avilés, 2015).Su floracion es durante septiembre, octubre y la
fructificacion de abril a junio. Las flores son papilionaceas, puarpuras-violeta, y
dispuestas en racimos (Corral, 1985).

Los frutos son vainas oblongas y aplanadas, indehiscentes y de color
marron claro cuando estan maduros. Cada fruto contiene de una a dos semillas.
Las semillas son reniformes, aplanadas lateralmente, de 12.0 a 14.5 mm de largo,
de 6.8 a 7.0 mm de ancho y 4.5 a 6.0 mm de diametro. La cubierta de la semilla es
rojiza oscura marrén a marrén oscura, lisa, opaca y coriacea (Avilés, 2015; Corral,
1985).

El hilum es lateral, oblongo o eliptico, rodeado de restos funiculares y una
aureola mas oscura, y tiene una division. El micropilo es puntiforme y muy proximo
al I6bulo radicular. La lente es opuesta al micropilo, oblonga y oscura. EI embrion
amarillo oscuro tiene un eje curvo y es asimeétrico. Los dos cotiledones son plano-
convexos en seccion transversal, pulposo y aceitoso. La ciruela esta ligeramente
desarrollada. La radicula es curvada y alargada (Niembro, 1986).

L. longistylus no se encuentra actualmente en alguna categoria de riesgo,
sin embargo esta especie tiene un gran valor cultural y etnobotanico ya que mas

de una parte de la planta puede ser utilizada en la medicina tradicional.

2.4. Fermentacion

Uno de los estudios desarrollado por algunos de los cientificos fue el proceso de la
fermentacién a mediados del siglo XIX, debido a las necesidades de las industrias
licoreras y alimentarias, por lo que se piensa que Latour estudio el fermento

denominado levadura, donde observé que estaba constituido por células. Por otra
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parte, Berzelius y Liebig se encargaron de realizar estudios de este fenémeno, de
los que surgié una teoria universalmente aceptada: “las materias albuminoides
sufren, cuando han sido expuestas al contacto con el aire, una alteracion... que les
da el caracter de fermento” (Pasteur, 1944).

La fermentacion es el proceso de transformacion quimica de las sustancias
organicas, llevado a cabo por las enzimas producidas por los microorganismos y
que, generalmente, va acompafiado de un desprendimiento de gases y de un
efecto calorifico (Fula, 2010).

Las bebidas alcohdlicas son elaboradas por el proceso de fermentacion, el
cual es llevado a cabo mediante distintas reacciones quimicas a partir de la accién
de levaduras y bacterias especificas para producir energia como parte de su
metabolismo, estas consisten en reacciones redox que ocurren dentro de las
células (Molina, 2014).

Asi pues, los principales microorganismos fermentadores son las levaduras
del genero Saccharomyces, las bacterias lacticas, Lactobacillusspp. vy

Streptococcus spp., las Enterobacteriacea(Puerta, 2010).

2.4.1. Fermentacion alcohdlica

La fermentacion alcohdlica es la conversion de la glucosa en etanol,
especialmente por las levaduras, quienes descarboxilan primero el piruvato para
formar acetaldehido. Se lleva a cabo en dos etapas: la primera que convierte el
piruvato en acetaldehido y CO,, el acetaldehido con NADH, produce acido lactico.
Este tipo de fermentacion tiene aplicaciones en laindustria de alimentos en la
produccion de pan, cerveza, vino y otras (Tortora et al., 2007; Fula, 2010).

Las levaduras juegan un papel importante, ya que de ellas depende el
producto final, esto debido a que se pueden llevar a cabo dos tipos de
metabolismos quimiorganotroéficos: la fermentacion y la respiracion (Valdivieso,
2017). Cuando el oxigenoesta presente, las levaduras crecen eficazmente sobre el
azucar formando biomasa y CO, (respiracién). Sin embargo, en ausencia de
oxigeno las levaduras cambian a un metabolismo anaerdbico (fermentacién) que

origina menor cantidad de biomasa celular pero cantidades notables de alcohol y
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CO,. Dentro del géneroSaccharomyces, la especie Saccharomyces cerevisiae
constituye la levadura y el microorganismo eucariota mas estudiado en la industria
de alimentos y bebidas fermentadas, de acuerdo con los sustratos y las cepas, se
obtienen otros alcoholes como propanol, butanol, isobutanol, pentanol y ademas,
glicerina, acidosuccinico, ésteres, aldehidos, cetonas, aminas y compuestos de

azufre, entre otros (Puerta, 2010).

2.4.2.Condiciones para la fermentacion alcohdlica

1)Temperatura

La temperatura adecuada, es de los requerimientos mas importantes que afectan
directamente al proceso fermentativo, la sucesion y el proceso metabdlico de las
levaduras. Cada especie es diferente, necesita distintos pardmetros de
temperatura para realizar sus ciclos. Esta condicion debe controlarse pues durante
la misma se produce un relativo aumento de esta, la temperatura no debe ser muy
baja debido a que la fermentacidn sera lenta, si la temperatura excede de los 35°C
disminuye la accién de las levaduras y si esta aumenta por encima de los 40°C
esta se puede detener, se recomienda como temperatura optima los 27°C (Molina,
2014; Rodriguez, 2007; Valdivieso, 2017).

2) pH

El crecimiento de la levadura y la velocidad de fermentacién alcanza un 6ptimo
desarrollo de acuerdo a la formacién del producto y el crecimiento de la levadura a
valores de pH entre 4 a 5; en una fermentacion alcohdlica el pH varia, sin embargo
las levaduras tiene la ventaja de soportar en medios mas acidos, que otros
microoganismos, lo que en la industria de bebidas fermentadas sirve para
controlar los medios libres de bacterias que puedan competir por el sustrato
(Suérez, 2016).

3) Aireacion

Se pueden llevar a cabo dos tipos de metabolismos quimiorganotroficos: la
fermentacién y la respiracion. En presencia de oxigeno, los microorganismos
crecen eficazmente sobre el azucar formando biomasa y CO2, y en ausencia de

oxigeno cambian a un metabolismo anaerdébico que origina menor cantidad de
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biomasa y mayor cantidad de alcoholes, la mayor parte del carbono se emplea
como energia y solo el 2 % se asimila como material celular (Molina, 2014;
Garzény Hernandez, 2009).

4) Nutrientes

Un medio de cultivo debe de tener todos los elementos necesarios para el
crecimiento microbiano, para esto se debe tener en cuenta los requerimientos
nutricionales del microorganismo con el cual se va a trabajar. Las necesidades
nutricionales de las levaduras, buscan medios de cultivo que aporten los
elementos necesarios para la sintesis de los tejidos celulares y para cubrir las
necesidades energéticas de las levaduras (Garzény Hernandez, 2009; Valdivieso,
2017).

2.5. Las levaduras
Las levaduras juegan un papel importante en el proceso de fermentacion en
general; desde el punto de vista de las bebidas alcohdlicas, estas mismas son
utilizadas para hacer el producto mas digerible o para incrementar su valor
nutricional (Segura et al., 2010).

Una levadura puede definirse como un hongo unicelular no filamentoso, de
forma esférica u oval tipicamente, que se reproduce de una manera vegetativa y
asimétricamente por gemacién o0 en casos excepcionales por escision binaria,
como sucede con las levaduras que pertenecientes al género
Schizosaccharomyces (Trujillo, 2015). Por otra parte, las levaduras son
taxondmicamente diversas ya que se encuentran distribuidas dentro de la division
Eumicota que agrupa a los denominados hongos verdaderos, los cuales incluyen
en dos de las cinco subdivisiones de los Eumicetos, la Ascomicotina representada
por las levaduras capaces de producir ascosporas, llamadas por ello esporégenas,
y la Deuteromycotina representada por las levaduras incapaces de formar
esporas, llamadas por ello aspérogenas o no espordégenas (Mesas y Alegre, 1999,
citado por Ambrocio, 2018).

Las levaduras son cosmopolitas por lo que estan ampliamente distribuidas

en la naturaleza y con frecuencia se las encuentra como una cubierta en las
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diferentes partes de una planta (Tortora,Berdelly Case, 2007). El intervalo de
crecimiento de las levaduras es parecido al de los mohos, con una temperatura
que puede ir de 5 a 47 °C; con un desarrollo 6ptimo de los 25 a 30 °C; también
requieren una cantidad de humedad mayor que los mohos. Las levaduras crecen
mejor en aerobiosis, aunque las especies de tipo fermentativo son capaces de
crecer, aunque lentamente en anaerobiosis (Camacho et al.,, 2009, citado por
Ambrocio, 2018).

2.6. Métodos de identificacion de levaduras
Durante el ultimo siglo se ha dependido del aislamiento y cultivo de los
microorganismos para su identificacion. Estos han sido caracterizados
tradicionalmente por su fenotipo, el conjunto de propiedades celulares
observables, como su morfologia, propiedades fisioldgicas y por la estructura de
sus componentes celulares. La necesidad de cultivar los microorganismos para
identificarlos ha limitado la comprension de la diversidad microbiana, ya que ahora
se sabe que mas del 90% de los microorganismos en los ambientes naturales no
pueden ser cultivados usando las técnicas tradicionales (Diazy Wacher 2003).

La identificacion de las levaduras se puede llevar a cabo atendiendo a
cuatro criterios diferentes: morfolégicos, bioquimicos, inmunoldgicos o genéticos
(Linares y Solis, 2007).

2.6.1. Descripcion morfolégica: caracterizacion macro y microscopica
La descripcion morfolégica, la cual se encarga de referir el fenotipo de los
individuos u especies, pueden ser dividida en dos apartados: La descripcion
macroscopica (descripcion de los rasgos distinguidos a simple vista) y la
descripcion microscoépica (descripcion de los rasgos a nivel celular). EI primer
criterio tiene en cuenta el aspecto de las colonias de levaduras al crecer en los
diferentes medios de cultivo (Linares y Solis, 2007).

Asi pues, por disposicién en La Norma Oficial Mexicana (NOM- 111- SSA1-
1994), actualmente se deberia utilizar Gnicamente el agar papa dextrosa para la

deteccion y cuantificacion de levaduras; sin embargo, en este medio es dificil
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diferenciar las colonias de levaduras de las colonias bacterianas; la observacion
microscoépica de los microorganismos es la Unica forma segura de diferenciarlas.
La mayoria de las colonias jévenes de levaduras son humedas y algo mucosas; la
mayoria de las colonias son blanquecinas, aunque algunas tienen un color crema
o rosa (Camacho et al., 2009, citado por Ambrocio, 2018).

Por su parte, las caracteristicas morfolégicas microscépicas de las
levaduras se determinan mediante su observacion celular, en donde su forma
puede ser desde esférica a ovoide, alimonada, piriforme, cilindrica, triangular e
incluso alargada. Es importante sefalar que la mayoria de las levaduras, se
reproducen asexualmente por gemacién multicelular o por gemacion polar. Unas
pocas especies se reproducen por fisibn (Camacho et al., 2009, citado por
Ambrocio, 2018).

2.6.2. Método molecular para identificacion de levaduras

Las levaduras poseen numerosas aplicaciones en la biotecnologia tradicional y
moderna. Participan en procesos de produccién de alimentos, proteinas de
organismos unicelulares, productos con valor afiadido y en las Gltimas décadas se
han incorporado a la industria biotecnolégica como hospederos para la produccion
de proteinas de eucariontes. Por estas razones se hace imprescindible la
identificacion exacta y rapida de las levaduras de interés industrial, clinico y
ambiental; unos de los métodos mas utilizados actualmente para la identificacion
de levaduras es el PCR-RFLP (Obrera, 2004).

2.6.3. Método basado en el uso del genoma ribosomal: polimorfismo de
longitud en los fragmentos de restriccion del ADNr/RNAr (PCR-RFLP)
El andlisis de polimorfismo de longitud de fragmentos de restriccion PCR (RFLP)
es una popular técnica que aprovecha que los SNPs, MNPs y microindels a
menudo estan asociadas con la creacion o supresion de una enzima de restriccion
(Magdeldin, 2012).

La técnica de PCR-RFLP es muy valiosa para el genotipado de las

variaciones especificas de las especies. Es el estandar de referencia mas

15



comunmente utilizado para el genotipado del Factor V Leiden y G20210A de
protrombina. También se ha usado para la deteccién del alelo JK asociado con un
fenotipo Kidd nulo, y la determinacion de la apolipoproteina E (APOE) (Magdeldin,
2012).

La determinacion del polimorfismo de longitud de los fragmentos de
restriccidn, consiste en la diferenciacién de los organismos por el analisis de los
patrones de ruptura que se generan en un sitio especifico del genoma, cuando es
cortado por enzimas de restriccion. De esta forma en un gel de electroforesis
aparece un patron de bandas polimorficas correspondientes a los fragmentos de
diferentes tamafnos, que se generan con el corte de cada endonucleasa. Estos
fragmentos polimérficos aparecen debido a que los organismos de diferentes
especies, e incluso cepas, difieren en la distancia de los sitios de clivaje para cada
enzima de restriccidon. La similitud de los patrones generados permite establecer
correlaciones entre especies y cepas, Y la existencia de patrones Gnicos permite la
identificacion. Este método se ha empleado para diferenciar entre las especies de
los géneros Candida, Cryptococcus y otras, asi como para estudios ecologicos
utilizando el ARNr 16S, en determinacion de posicién taxondmica utilizando el
ADNr 18S, para el dominio D1/D2 del ADNr 26S, una region de elevada
variabilidad (Obrera, 2004).

El mas amplio uso que se le ha dado a la técnica PRC-RFLP ha sido en
estudios de identificacion y filogenia de levaduras de interés industrial, utilizando la
regibn del ADNr 5.8S y los espaciadores transcritos internos ITS 1 y ITS 2
(5.8SITS) (Sankar et al., 2011).

En las cepas de levadura la region 5.8S es codificadora y conservada y
muestra una baja variabilidad intraespecifica que no permite la delimitacién entre
cepas de una misma especie, sin embargo, la zona de los ITS, que es una regién
no codificadora e hipervariable, permite el reconocimiento a nivel interespecifico.
Esta ha sido empleada para la identificacion de especies del género
Kluyveromyces. En muchos estudios se ha utilizado la técnica RFLP acoplada a la
reaccion de PCR, conocida también como PCR-RFLP y luego son tratados con

endonucleasas de restriccion para obtener los patrones especificos. Las
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diferencias en las secuencias nucleotidicas de las diferentes especies daran lugar
a fragmentos de distintos tamafios que son examinados por electroforesis (Obrera,
2004).

Por su parte, las enzimas mas utilizadas para la generacion de los
fragmentos de restriccion son la Hhal (homdlogo Cfol), Haelll y Hinfl, para
completar el analisis y realizar una identificacibon mas certera, recientemente para
aquellas especies en donde el patrén generado con esas enzimas es el mismo, es
necesario utilizar otras endonucleasas que generen patrones de polimorfismos

diferentes para cada especie (Segura et al., 2010).
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lIl. ANTECEDENTES

La elaboracion artesanal de bebidas fermentadas ha formado parte de
costumbres, tradiciones sociales, religiosas y alimentarias, por lo tanto, han sido
culturalmente importantes en el desarrollo de la humanidad. Es conocido que los
grandes filosofos como SdOcrates, capturaron su época en pensamientos y muchos
de ellos se han ayudado de alguna que otra copa de vino, del mismo modo en
América.

El estudio de los rituales mexicanos exige un conocimiento profundo de las
ideas que forjaron el sistema de pensamiento que los nutre. Estas ideas
evolucionaron a través del tiempo y en muchos casos se encuentran al borde de la
extincion, sometido a poderosas influencias que explican su deterioro(Marion,
2000).

La identidad cultural de los mayas lacandones en Naha a venido sufriendo
cambios y ajustes en la forma que se relacionan con sus Dioses; Alfred M. Tozzer
(1902 a 1905) nos ofrece una brujula a traves de sus estudios del sistema
espiritual lacandon, y nos advierte de las complejas relaciones de sus ritos y
costumbres, asli como destaca ser supervivencias de la conquista. Robert D.
Bruce (1953 a 1974), recoge informacion de Chankin Viejo, quien era lider
espiritual de la comunidad y murio a los 104 afios. Marion MarieOdile (1976 a
1999) describio produnfamente el sistema de religiosidad de Nah4, ligada a la
selva, a los pefiones de la orilla de los lagos, a las rocas pintadas, a las cuevas y a
los templos mayas (Roblero, 2008)

Jon R. McGee (1991) da a conocer el rico y complejo universo de saberes,
creencias y practicas mayas lacandonas, relata su impresion durante la
preparacion del ritual del balche en la comunidad lacandona de Nah4, y describre
de manera precisa cada uno de los elementos que acompafan la ceremonia,
como las deidades involucradas, los cantos realizados y los motivos por los cuales
se realiza, planteando un claro panomara de lo que era el ritual del balché hace
mas de 30 afos.

Diaz y Wacher (2003) describieronlos diferentes métodos para estudiar las

comunidades microbianas en alimentos fermentados, también compartieron las
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diferentes alternativas para la determinacion de la estructura microbiana de estos
alimentos. Una de ellas consiste en aislar microorganismos Yy tipificarlos mediante
técnicas basadas en el ADN, como el RFLP, la ribotipificacion, el AFLP, el ARDRA
y el RAPD. Para incluir la deteccion de microorganismos no cultivables o ain no
cultivados se utilizan métodos en los que se extraen acidos nucleicos directamente
del alimento y a partir de éstos se determina la diversidad microbiana. La
construccion de bibliotecas de clonas de ADNr 16S, la obtencién de “huellas
digitales” mediante DGGE o TGGE son ejemplos de estas técnicas. Se presentan
avances recientes de la aplicacion de estos métodos para el estudio de alimentos
fermentados.

Godoy, Herrera y Ulloa, (2003) describieron al “Balché” como una bebida
alcohdlica no destilada indigenas de México. También destacan el uso de la miel
en el proceso por tener posible actividad antibacteriana de origen enzimatico que
se ha atribuido al peréxido de hidrogeno, el cual se presenta solo en mieles de
abejas diluidas, ellos mencionan que la miel genuina es bacteriostatica, de menor

accion contra hongos levaduriformes que contra bacterias.

Cervantes y Pedroza (2008) Caracterizaron la microbiota presente en el
Pulque. Aislaron e identificaron por métodos bioquimicos a un hongo
levaduriforme, un cocobacilo Gram negativo y un bacilo Gram positivo

pertenecientes a los génerosSaccharomycessp, Zymomonassp, y Lactobacillussp.

Arias et al., (2010) aislaron e identificaron con herramientas moleculares las
levaduras presentes en el masato, una bebida fermentada a base de yuca,
tradicional del Perd. Se identificaron las diferentes especies de levaduras en
cuatro tipos de masato, con ayuda del método PCR-RFLP. Como resultado se
aislaron 46 cepas de levaduras, se identificaron 3 especies y dos patrones (A y B)
gue no pudieron ser identificadas. Siendo Saccharomyces cerevisiae la especie

predominante en los cuatro tipos de masato.

Lépezet al., (2010) analizaron e identificaron las levaduras asociadas a las
chichas de maiz, pifia y arracacha, que son bebidas fermentadas de manera
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artesanal en Colombia, se tomaron muestras de chicha durante sus tres fases de
fermentacion: inicial, tumultosa y final. Para su identificacion sé incluyen pruebas
fisiologicas, ademas, se complementd el estudio de cada aislado empleando
técnicas moleculares basadas en el andlisis de restriccion del gen ARNr 5.8S, los
espaciadores transcritos internos (ITS1 e ITS2) y para confirmar las asignaciones
realizadas usaron PCR-RFLP, se secuencio el dominio D1/D2 del gen 26S ARNr
de los aislados més representativos. Mediante estas técnicas se lograron
identificar las especies mas representativas de los tres tipos de chicha que fueron

20 especies.

Gonzalez (2011) durante el congreso multidisciplinario e internacional de
agrobiotecnologia en Nicaragua, destaca la importancia de la biotecnologia
ancestral en Ameérica Latina.

Molina (2014),también trabajé con la taberna en dos lugares, llevando a
cabo la identificacion de las levaduras también por el método PCR-RFLP de la
region 5.8S-ITS. Molina (2014), logro aislar nueve tipos de colonias de la localidad
Benito Juarez, todas correspondientes a la especie Saccharomyces cerevisiae.
Para la localidad de Las Arreolas se aislaron 16 tipos de colonias en total, de las
cuales 10 fueron identificadas (Saccharomyces pastorianus, Saccharomyces
cerevisiae, Pichia nakasei, Rhodotorula minuta, Candidatropicalis,Candida
incommunis, Candida stellata, Candida mesentérica), para tres de ellas no fue

posible su identificacion y los tres restantes podrian tratarse de bacterias.

Santiago et al., (2015) ampli6 el conocimiento sobre las levaduras
asociadas a la fermentacion espontanea en la taberna, una bebida tradicional
conocida como “vino de palma”.En su trabajo logro el aislamiento e identificacion
de las levaduras, durante la fermentacién espontanea de la savia de la palma de
coyol; de esta se aislaron 450 levaduras obtenidas de 45 muestras que fueron
colectadas durante 15 dias, cada 12 horas de tres palmas en la localidad de
Benito Juéarez, Villaflores, Chiapas. Los aislados de levadura se identificaron
mediante el analisis del patron de restriccion de la regién 5.8S-ITS y mediante el
andlisis de secuencia del dominio divergente D1 / D2 del gen 26S ARNT.
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Sanchez (2018) relaciona la ceremonia del balché como un elemento
empleado desde la antigiedad como interlocutor entre el hombre y lo
trascendental, siendo la bebida del balché consumido para exaltar emociones
fisicas y mentales, demostrando asi su devocion, volviéndose la ceremonia del
balché una forma de resistencia en el ambito religioso; registrando asi su
importancia a través del espacio y tiempo, utilizdndose hoy en dia en rituales
conmemorativos, rogativos, y sesiones terapéuticas en algunos pueblo de la
peninsula de Yucatan.

Los ultimos estudios que se encuentran sobre el balché en su mayoria
hacen referencia a la iconografia, asi es el caso de los murales de Tulum (Pérez,
Biré y Boucher, 2021) describen los contenedores de balché como utensilio para
ceremonias religiosas. También presentan la identificacion de las flores y frutos del
balché, dentro del contexto temporal de los murales del templo 16, y la
representacion del arbol de balché en el Cdédice Madrid. Pérez, Bir6 y Boucher,
(2021) destacan la relevancia de que muchos elementos iconograficos presentes

en los murales del templo 16 coinciden con la estacion de otofio.
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IV. OBJETIVOS

4.1. General
Analizar el proceso biotecnolédgico ancestral usado en la comunidad de Naha para

la produccion del balché.

4.2. Particulares

®* Documentarla ceremoniade elaboracion del balché en la comunidad de Nah4,

Ocosingo, Chiapas.

* |dentificar las levaduras asociadas a la etapa de fermentacion en la produccion
del balché.
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V. ZONA DE ESTUDIO

Naha se encuentra ubicada en el sureste de México. En la porcidon noroeste de la
Selva Lacandona del Estado de Chiapas. Ocupa una superficie de 3,847 - 41-59.5
ha y ubicada entre los paralelos 16° 56’ 41” y 17° 00’ 42” de latitud Norte y a 91°
32" 52”7 y 91° 37 43” de longitud Oeste, Instituto Nacional de Estadistica y
Geografia (INEGI, 1988). El 23 de septiembre de 1998 se publicé en el Diario
Oficial de la Federacién el Decreto por el cual se declara area natural protegida
(Figura 2), con el caracter de area de proteccion de flora y fauna con una
superficie aproximada de 3,847.41 ha por la Comision Nacional de Areas

"ys SPTU

In Campeche = Area de Proteccién de Flora y Fauna
5; Tabasco E de Naha, Chiapas
Nohg
. Chiapas ==
| Loconddn Dmmwwm«m-
e ) Avea nicieo

e RO\

ta - :
f) ;

A
o
v

Lot A

A &)
A

L

Rozas

"wTo
2 C 2 ‘ 5 m
| ] |

Figura 2. Localizacién de la comunidad de Naha en la selva Lacandona, Chiapas, México. Tomado de
Duranet al., (2016).
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Naturales Protegidas (CONANP, 2006).

Con sélo 0.16 % de la superficie del pais, se considera que esta region
cuenta con mas que 20 % del total de las especies existentes en México. En
menos de cinco décadasla cobertura selvatica de esta region ha disminuido en
mas del 50 %, como consecuencia de un fuerte proceso de colonizacién,
expansion de las vias de comunicacion, la tala inmoderada y la incorporacién de
nuevas areas al aprovechamiento agricola y pecuario (Duran et al., 2016).

El area se encuentra sobre mesetas de origen carstico, su fisiografia se
caracteriza por una secuencia meseta-sierra-planicie sedimentaria con un
gradiente altitudinal que va de los 800 msnm en las planicies a los 1,280 msnm en
las mesetas, alternadas con valles, geoformas que Muench (1978) considerd
como serranias y terrazas antiguas. Geoldgicamente predominan las calizas del
Cretécico superior de inicios aproximadamente hace 60 6 70 millones de afios.
(INEGI, 1988).

El sistema fluvial superficial se manifiesta en una red de rios y arroyos que
desembocan en los rios Tulija y Santo Domingo-Chocolja, los cuales drenan en
direccién sureste-noroeste y forman parte de la gran cuenca del Usumacinta
(INEGI, 1988). El sistema de lagos de Nah& est& integrado por nueve cuerpos de
agua permanentes cuyo nivel varia muy poco entre la temporada seca y la
hameda. Los lagos Naha y el Ocotalito poseen dimensiones considerables: 52.26
y 7.41 ha respectivamente. Los cuerpos de agua ocupan 127 ha, que
corresponden al 3.31 % de la superficie que ocupa el Area (CONANP, 2006).

El clima es célido humedo con lluvias abundantes en el verano y parte del
otofio, y una temporada seca corta de marzo a abril. La temperatura media
mensual es de 23.6 °C, con una oscilacion térmica anual de 5.6 °C; el mes mas
frio es enero, con un promedio de 20.9 °C, y los mas calidos son mayo y junio con
un promedio mensual de 25.6 °C (CONANP, 2006). La precipitacién total anual va
de 1,862 mm a 2,500 mm (Muench, 1978; CONANP, 2006). Los suelos
predominantes son rendzinas Yy litosoles, de coloracion roja vy gris,
respectivamente; son suelos poco desarrollados que no sobrepasan 50 cm de

espesor, generalmente arcillosos (Muench, 1978).
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Con base en las clasificaciones de Rzedowski (1978) se ha clasificado a la
vegetacion de Naha como: bosque tropical perennifolio, bosque mesdfilo de
montafia, bosque de coniferas y vegetacién secundaria (acahuales). El listado de
flora incluye 779 especies de plantas vasculares que pertenecen a 452 géneros de
116 familias (CONANP, 2006). El 51 % de las especies se agrupan en las familias:
Rubiaceae, Fabaceae, Orchidaceae, Bromeliaceae, Melastomataceae,
Euphorbiaceae, Lauraceae, Araceae, Moraceae, Meliaceae y Arecaceae
(CONANP, 2006).

La etnia lacandona constituye el Unico grupo realmente autdctono de la
region y posee un conocimiento tradicional sobre las formas de aprovechamiento
de la flora y vegetacién regional, mediante el sistema de roza, tumba y quema

para el manejo del suelo (Levyy Aguirre, 2005).

25



VI. METODO

6.1. Trabajo de campo
Se solicito permiso a las autoridades de la comunidad para tener accesoy libre

transito en el interior de la comunidad.

Se realizaron entrevistas no estructuradas a Don Antonio Martinez, su
esposa Yy nhietos. Asi mismo, se realizaron caminatas por el interior del Area
Natural Protegida de Nah4.; estableciendo una relacion de intimidad, sintonia y

armonia, basado en lo propuesto por Taylor y Bogdan (1987).

Se utilizo una cdmara Canon EOS Rebel T6, con un lente EFS 18-55 para

fotografiar lo que Don Antonio nos permitia durante todo el proceso.

6.2. Colecta de muestras
La colecta de muestras se llevd a cabo dentro de la comunidad de Naha,

especificamente en el templo de los Dioses Mayas Lacandones; se tomaron
muestras en diferentes tiempos (cuadro 1) determinados por el lider espiritual con
un lapso no mayor a 24 horas entre muestreo, durante el periodo de fermentacién
de tres dias y también cuando la bebida estuvo lista para su consumo (Lopezet al.,
2010).

Cuadro 1. Descripcién de los tiempo de muestro en del balché

Tiempos de muestreo Fecha Dia Hora
To 15/09/2018 Sébado 00.0
t1 16/09/2018 Domingo 23.5
t2 16/09/2018 Domingo 335
t3 17/09/2018 Lunes 49.5

Para cada muestreo se obtuvo el pH, la temperatura de la bebida con un
Medidor analégico HI83141 de pH/mV/°C con electrodo HI1230B HANNA®
instruments y la temperatura del ambiente a través de la estacibn meteorolégica

automatica (EMA) de Montes Azules, Chiapas.
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En eltO se colectarontres muestras, la primera se indculo directamente, de
la segunda muestra se hizo una dilucién 1:10 con agua destilada estérily de la
tercera muestra la dilucién fue 1:100. En el t1 (23.5 h) se hicieron dos diluciones,
1:100 y 1:1,000. En el t2 (33.5 h)las diluciones fueron 1:1,000 y 1:10,000. En el t3
(49.5 h) que correspondio al producto terminado, las diluciones fueron 1:10,000,
1:100,000 y 1:1,000,000. Entodas las muestras se tomaron 100 pL de la dilucién
para ser inoculados por duplicadoen las placas con agar nutritivo Wallerstein (WL),
adicionado con 0.05% de Cloranfenicol. El inoculo se distribuyo por dispersion en
toda la superficie de la caja con una varilla de vidrio acodada estéril hasta su

absorcion completa.

Las placas, se registraron con un numero; asi como el dia, la hora de
colecta, la dilucion decimal que fue inoculada y el numero de réplica. Se
mantuvieron a temperatura ambiente hasta el traslado al Laboratorio de
Microbiologia del Instituto de Ciencias Bioldgicas de la Universidad de Ciencias y

Artes de Chiapas (UNICACH) para su procesamiento.

6.3. Trabajo de laboratorio
En el laboratorio de microbiologia se guardaron las placas en la Incubadora

bacteriol6gica ARSAa 29°C por 48 horas, para su posterior conservacion en

refrigeracion.

6.3.1. Aislamiento en placa

Las diferentes colonias desarrolladas en las cajas durante el muestreo se aislaron
en el laboratorio de microbiologia en placaspetri con medio WL, para
posteriormente pasar a su caracterizacion con un microscopio Carl Zaiss, Primo
Star.

6.3.2. Caracterizacion demorfotipos.
Las caracteristicas morfologicas observadas fueron: forma de la colonia,

textura, color directo del centro, color directo del borde, forma del borde, brillo,
superficie, elevacion, anillo interno, color del anillo interno y medicidén celular
(Verdugo, 2013).
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Se procedié a separar a todos los morfotipos caracterizados y se aislaron
por duplicado en cajas con agar YPD (Por sus siglas en inglés: Yeastextract,

Peptone, Dextrose Agar).

De los morfotipos aislados se eligieron al azar las cepas representativas

para realizar los andlisis moleculares.

6.3.3. Polimorfismos de Longitud de los Fragmentos de Restricciéon de la
region ITS- 5.8S del ADNr (RFLP)

En primera instancia se activaron los tubos de reaccién del GoTag® Green Master
Mix de PromegaCorporation; con una mezcla de reaccién de 12.5 pL de una
solucion premezclada que contiene ADN polimerasa Taq derivada de bacterias,
dNTP, MgCI2y tampones de reaccion para una amplificacion eficiente de las
plantillas de ADN mediante PCR. Se afiadié a la mezcla de reaccion 1 uL de ITS 1
(5- TCC GTA GGT GAACCT GCG G- 3'),1 uL de ITS 4 (5- TCC TCC GCT TAT
TGA TAT GC- 37) y 10.5 uL de agua destilada estéril; posteriormente se inoculo la
biomasa de la colonia deseada; dicho inoculo se tomo por picadura Unica de

colonias frescas (Valdivieso, 2017).

Las muestras se amplificaron por PCR directa deacuerdo a las condiciones
mencionas en el Cuadro 2, con 35 ciclos.Con el resultado de la PCR se llevo a
cabo una electroforesis en gel de agarosa (UltraPure TM, Invitrogen) al 1%
durante 30 minutos a 80 Volts; en cada pozo, se depositaron 3 uL de muestra
amplificada con 2 pL de buffer de carga 6X (Xylencianol, 0.25%; azul de
bromofenol, 0.25%; glicerol, 30% y TAE 10X, 10%)y2 uL marcador de peso
molecular de 100pb de PromegaCorporation en cada extremo del gel;para
visualizar los amplicones;el gel se tifio con Bromuro de Etidio (BrEt) al 1% en TAE
1Xdurante 15 minutos; la visualizacion del mismo se realizéen un
fotodocumentador (Enduro TM GDS Labnet International, Inc.). La imagen se

digitaliz6 mediante el programa Enduro GDS 2.0.
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Cuadro 2. Descripcion de los pasos de PCR directa

Pasos Temperatura Tiempo
Desnaturalizacidn inicial 96 °C 25 min
Desnaturalizacion 94 °C 1 min
Alineamiento 55°C 2 min
Extension 72°C 2 min
Extension Final 72°C 10 min
Incubacion 4°C 0

Cada muestra de ADN amplificada se dividio en 6 pL que se mezclaron con
19 uL de una solucion madre a base de 2.0 pL de buffer 10X 0.2 pL del Act. BSA,
y 16.3 pL de agua destilada estérii y 0.5 pyL de la enzima de restriccion

correspondiente (Hhal, Haelll y Hinfl de PromegaCorporation).

La digestion se llevé a cabo en un termociclador (AppliedBiosystemsVeriti
96 WellThermalCycler) durante 2 horas a 37 °C. Los fragmentos de restriccion
fueron analizados mediante corrimiento en gel de agarosa al 3% durante 1 hora a
100 Volts; en cada pozo se depositaran 10 uL de muestra digerida mezclada con 2
puL de buffer 10X y 3 pL del marcador de peso molecularde 100 pb de
PromegaCorporation en cada extremo. El corrimiento de las muestras se
realizocon buffer TAE 1X (Tris base, 40 mM; Acido acético glacial, 20 mM y EDTA
al 0.5 M a pH 8, 1mM). Para la tincion y observacion de los patrones de digestion

se replico el mismo procedimiento que para la visualizacién de los amplicones.

6.4. Identificacién
Los patrones de bandas obtenidos por la digestion de cada enzima de restriccion

se analizaron con el programa QuantityOne y se compararon con los perfiles

descritos en la bibliografia especializada.
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VIl. RESULTADOS

7.1. Ceremonia del balché

Se procedid a un encuentro conDon Antonio Martinez, lider espiritual de la
comunidad lacandona de Nah&, Ocosingo, Chiapas, a quien se solicitd permiso
para documentar y estudiar el proceso ceremonial de elaboracion del balché,
participando en todos los rituales de la ceremonia, hasta concluir con una

degustacion del balché.

Al ir camino al lugar donde se realizo la ceremonia Don Antonio relata que
el y sus hijos (Bol Martinez y Chankin Martinez) hicieron todo con ayuda del dltimo
gobernador (Juan Sabines Gutiérrez) que les regalo el guano (Sabal

mexicanaMartius) para construir el templo.

Durante el proceso de elaboracién del balché se obtuvieron comentarios al
respecto del peligro que corren sus tradiciones por la llegada de la modernidad a
la comunidad y el cambio de su alimentacién por productos comerciales, asi como
el hecho de que a la mayoria de las personas de la comunidad han perdido interés
por sus rituales.Cuenta que antes las personas pedian mucho a sus Dioses, para

cuidar, comida, no morir, etc... “pedian haciendo balché”.

7.1.1. Descripcién de la elaboracién del balché

La ceremonia del balché fue ofrecida por Don Antonio Martinez, ultimo lider
espiritual de Naha. Al llegar al Yatochku'h (templo de los Dioses Mayas) se
procedid a hacer una ligera limpieza del lugar y del espacio donde tiene a los
Dioses; asi como del recipiente donde se producira el balché que se llamabalché
chem (canoa para balché) la cual estd elaborada con madera de Caoba
(Swieteniamacrophylla).Don Antonio narraque antes tenian una tradicion de salir a
buscar el arbol de Caoba a lo profundo de la Selva y tenian una técnica especial

para darle la forma de canoa, tradicién que se ha abandonado.
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Figura 3. Fotografia de Don Antonio descubriendo la canoa para hacer balché, cubierta
con ramas de palmera.

La canoa se encontr6 aproximadamente a 30 cm del suelo; estaba boca
abajo, cubierta con ramas de una palmera conocida como Jtya' chij’ipy atada con
pedazos de corteza de arbol (Figura 3). Al descubrir la canoa salieron huyendo
rapidamente diferentes artropodos.

La limpieza de la canoa se realiz6 solo con agua entubada proveniente de
un manantial a no mas de dos kildbmetros de distancia; al llenar la canoa con agua
aparecieron grietas y perforaciones realizadas por los artropodos que habitaron la

canoa mientras esta no se utilizaba (nueve meses).
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Figura 4. Fotografia de Don Antonio mientras manipula la resina de copal con fuego para sellar
cualquier orificio de la canoa.

Don Antonio utilizo como goma una resina aromatica de origen vegetal
llamada “copal” proveniente de un arbol de la familia Burseraceae, dicha resina se
calenté con fuego de la rama de un ocote (Pinusmontezumae) y asi se consiguié
un pagamento naturalque ayudo a sellar los huecos en la canoa (Figura 4), un
procedimiento que se llevdo un tiempo, pero lo realiz6 con mucha calma y
paciencia.

Una vez lista la canoa se le volvid a afiadir agua a través de un recipiente
especial llamado “Bol” (Figura 5) con capacidad hasta 17 litros, por lo que se llené
varias veces agua hasta conseguir un volumen aproximado de 40 litros. Don

Antonio narra que bol es el sefior del vino que hace felices a los Dioses.
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Figura 5. Fotografia del recipiente sagrado, elaborado con barro y de vistosas decoraciones en toda
su superficie, de altura no mayor a 30 cm, su hombre “Bol” deriva de ser un Dios menos, sefior del
vino.

Se procedié a adicionar dos bolsas de un kilogramo de azlcar morena
(Zulka) al agua de la canoa y sé disolvié suavemente, a esto le siguié un canto
secreto de 2:33 minutos, en Maya lacandon y posterior a eso con una jicara
(Crescentia cujete) se entregd un poco de esa agua a la madre tierra en los
diferentes puntos cardinales (Figura 6).
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Figura 6. Fotografia de Don Antonio mientras realizaba el canto secreto antes de afiadir las cortezas
de balché, su posicion es viendo al este, por donde sale el sol.

33



Una vez lista el agua con azucar se le afiadieron 20 cortezas de balché
(Lonchocarpus longistylus) que se habian puesto a secar varios dias antes bajo la
luz del sol. También se afadieron cinco cortezas de balché frescas, de un arbol no
mayor a cinco afios de edad. Todas las cortezas de balché se sumergieron en el
agua con azucar y se colocaron pequefias estacas en la canoa para evitar que las
cortezas de balché se levantaran y asi asegurar que siempre se mantuvieran

sumergidas (Figura 7).
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Figura 7. Fotografia de Don Antonio mientras escogia las cortezas secas de balché, para afiadirlas a
la canoa.

Se dejaron las cortezas reposar por 49 horas, al mismo tiempo que se
realizaban visitas para monitorear la fermentacion del balché. Don Antonio decidio
el momento en el balché se habia fermentado y estaba listo para su consumo (al

segundo dia), cuando los Dioses estaban listos para escucharlo (Figura 8 y 9).
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Figura 8 y 9. De izquierda a derecha se observa a Don Antonio mientras tala el arbol de balché. Don

Antonio mientras golpea una rama del arbol de balché para obtener la corteza fresca que se va a
afiadir a la canoa.

Cuando el balché estaba completamente listo para su consumo, se
procedié a iniciar con los rituales de agradecimiento, peticion y proteccion a los
Dioses; esto consistid en extraer un poco del balché directamente de la canoa con
una jicara y colarlo a través de un paliacate, hasta tener el recipiente Bol lleno, el

mismo recipiente y todos los instrumentos que se comenzaron a utilizar en

a
ceremonia estaban sobre hojas de platano (Musa sp.). Don Antonio comenté al
respecto de eso lo siguiente:

“Los Dioses son sagrados y viven en los cielos, ellos no deben tocar la tierra”.
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Figura 10. Fotografia de Don Antonio mientras llenaba las 11 jicaras con balché. Se observa en el
centro a Bol
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Una vez se tuvo el recipiente de Bol dentro de la casa de los Dioses, se
colocaron 11 jicaras a su alrededor. Don Antonio procedid a cantar a los Dioses
para posteriormente llenar las jicaras con balché (Figura 10).

Después de tener llena las jicaras se procedio a colocar a nueve Dioses al
frente de donde se tenian las 11 jicaras y Bol, con una distancia de tres metros.

Los Dioses estan hechos de barro en forma de incensarios con diferentes
rostros cada uno representado a una deidad.

Don Antonio procedio a elaborar algo similar a cucharas con hojas de
palma Xate (Chameadoreaelegans) las cuales sirvieron para dar balché a los
Dioses y también fueron obsequio de Don Antonio como amuleto para la
proteccion de los que estaban presentes y bebieron balché en la ceremonia
(Figura 11).

Figura 11. Fotografia de Don Antonio mientras elaboraba algo similar a una cuchara con la palma xate
recién cortada de la selva.
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Don Antonio procedio a colocarles 23 jicaras al frente de los Dioses y les
afiadié un poco de balché del recipiente Bol. Al mismo tiempo que les fue dando
de beber a los nueve Dioses balché con la hoja de la palma, en promedio les dio
cinco veces balché. También tomo un poco de balché para los otros Dioses que
no fueron colocados sobre las hojas de platano y se encontraban en su lugar de
descanso alrededor de 1.30 m del suelo, colgando de lianas, bejucos y carrizo.

Al terminar de beber los Dioses, Don Antonio tomo su caracol gigante
(PleuroplocaSp.) y comenzo6 a soplar de él hasta lograr o que considero:

“Llamar a todos los espiritus de la selva para que tomaran balché”.

Después tomo un poco de balché en una jicara y con las mismas hojas de
palma xate que les dio balché a los Dioses, arrojo un poco de balché a la tierra, al
cieloy a la selva.

Don Antonio tomo un poco de incienso y copal para prender fuego a los
nueve Dioses que estaban cercanos a las jicaras de balché. También procedié a
cantarles mientras el incienso se consumia, al mismo tiempo que pasaba por el

humo las hojas de palma xate (Figura 12).

Figura 12. Fotografia de Don Antonio con la mano derecha encendiendo el incienso de los Dioses. Con
la mano izquierda las hojas de palma xate.
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Don Antonio tomo las hojas de palma xate que habia expuesto al humo del
incienso de los Dioses y realiz6 un ritual para pedir a los Dioses por los que
estaban presentes y por los que bebieron balché, el ritual consistié en un canto en
Maya lacandon, mientras tomaba una hoja de palma xate y la colocaba en la
cabeza y a ambos lados de los hombros, para después obsequiar en nuestras
manos, mencionando:

“Esto para que no venga enfermedad, no caiga camino, no choques y te cuide”

Al terminar el ritual Don Antonio procedid a entregar a cada persona una de
las 11 jicaras con balché que estaban alrededor de Bol y ensefio que antes de
beber el balché primero se toma un poco de balché directamente de la jicara y se
arroja a la tierra para poder beber balché. Este proceso se repite cada que tomes

una jicara nueva con balché (Figura 13).

Figura 13. Fotografia de Don Antonio ensefiando como se debe beber el balché a Alan Sanchez

Con respecto a sus caracteristicas organolépticas; el balché es una bebida

de color blanco amarillento pélido, moderadamente turbio y con una efervescencia

38



discreta; en nariz tiene una intensidad alta, reflejo de la corteza del balché, aromas
herbaceos, humedad y tierra mojada.
En boca el balché tiene buena acidez, semi seco, mineral, herbal con

persistencia de 11 segundos para un final a madera.

7.2. Parametros fisicoquimicos

Los parametros fisicoquimicos que se midieron durante el proceso de
fermentacion del balché son: temperatura (en grados Celsius “°C”) y el pH
(potencial de Hidrogeno); a continuacién, se muestran los registros de temperatura
de una estaciéon meteorolégica automatica (EMA), la temperatura de la bebida y el
pH de la bebida.

Cuadro 3. Pardmetros de las variables temperatura y pH, respecto a los diferentes
tiempos de muestreo.

Tiempos de Fecha Dia Hora Temperatura EMA  Temperatura pH bebida
muestreo "MONTES AZULES" bebida
0 15/09/2018 Séabado 10:05 20.2°C 26.3°C 7.02
1 16/09/2018 Domingo 9:35 18.9°C 23.0°C 4.53
2 16/09/2018 Domingo 19:30 31.2°C 26.0°C 4.44
3 17/09/2018 Lunes 11:00 20.8°C 23.9°C 4.33

En el cuadro 3. Se observa que la temperatura maxima registrada por la
EMA fue de 31.2 °C en el tiempo T2, mientras que en la bebida la temperatura
mas alta se registré6 al comienzo del proceso, en el tiempo TO (26.3). Con el
parametro del pH podemos observar que la bebida inicio con un pH neutro (7.02)

gue en medida que la bebida se fermento el pH se torné acido (4.33).
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7.3. Diversidad de levaduras

7.3.1. Caracteristicas morfoldgicas de las colonias de levaduras
Se desarrollaron doscolonias con diferentes morfologias que se clasificaron como
L-1yL-2.

L-1 presento colonias circulares, cremosas, de color blanco mate con borde
liso blanco y con superficie elevada(Figura 14).

L-2 presentd colonias ameboides, cremosas, de color verde en el centro y

blanco mate en el borde con forma lisa, la elevacion umbeliforme, con un anillo

interno de color verde (Figura 15).

Figura 14. Fotografia macroscopica de las Figura 15. Fotografia macroscopica de las
coloniales L-1, aisladas en medio LW coloniales L-2, aisladas en medio LW
durante la elaboracion del balché en la durante la elaboracion del balché en la
comunidad de Naha, Ocosingo, Chiapas. comunidad de Nah4, Ocosingo, Chiapas.

7.3.2. Caracteristicas morfoldgicas celulares
A nivel microscopico las colonias presentaron caracteristicas similares.

Las colonias UFC (unidades formadoras de colonias) de levaduras L-1
presentaron células circulares, Unicas, las cuales miden alrededor de 2 a 5 ym de

didmetro(Figura 16).
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Figura 16. Células de levaduras de la colonia Figura 17. Células de levaduras de la colonia

L-lobservadas con un Objetivo 100X, del L-20bservadas con un Objetivo 100X, del

balché en la comunidad de Naha, Ocosingo, balché en la comunidad de Naha, Ocosingo,

Chiapas. Chiapas.

Las colonias UFC de levaduras L-2 presentaron células circulares, de 2 a 5

pum de diametro, con una coloracién verdeen su interior(Figura 17).

7.4. ldentificacion de levaduras
El andlisis molecular de las dos diferentes colonias que se aislaron en este
estudio, dio como resultado los perfiles que se describen en el cuadro 4 y que se

presentan en las figuras 18 y 19.

Cuadro 4. Morfotipos de las colonias amplificadas y digeridas con las enzimas de

restriccion; comparas con literatura especializada.

N°  Colonia Hhal (pb). Hae Il (pb). Hinf I (pb). Especie Referencia
1 L-1 359,325,133 340, 298, 210, 153 381,123 fg;i?;;’emyces i’ta;t‘if‘gg'ljfbi”a
2 L-1 378,335,132 325,226,170, 131 380, 107 f:;f/?;g’emyces Sta;t_"aggilfb'”a
3 L-1 357,295,119 307, 202, 154, 113 355, 105 f:;cv'?;g’emyces Sta;t_if"gg'llibi”a
4 L-1 341,308,112 292, 200, 152, 110 339, 124 i Sta;t_i""‘ggi;’_rbi”a
5 L-2 355,308,128 315, 230, 156, 132 323,119 Saccharomyces Sta;t_if‘gg'lifbi”a
6 L-2 559, 313, 245 604 301 Sin registro Sin registro

7 L-2 548, 311, 237 591 305 Sin registro Sin registro

8 L-2 322,234, 148 365, 221,160,119 336, 117 Saccharomyces - Santiago-Urbina

cerevisiae

etal., 2014.
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Figura 18. Captura de pantalla del gel de agarosa al 3%, con los perfiles
moleculares de RFLP de la region ITS-5.8 S de las levaduras aisladas en
el balché despues de la digestion con las enzimas Hhal, Haelll, Hinfl, de
color amarillo a ambos extremos observamos el marcador de peso
molecular en el pozo 1y 20.

Figura 19. Captura de pantalla del gel de agarosa al 3%, con los perfiles
moleculares de RFLP de la regién ITS-5.8 S de las levaduras aisladas en
el balché despues de la digestion con las enzimas Hhal, Haelll, Hinfl, de
color amarillo a ambos extremos observamos el marcador de peso
molecular en el pozo 1y 11.
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VIII. DISCUSION

Desde un punto de vista de occidental, los entornos que nos rodean como las
comunidades indigenas y sus culturas; en este caso la comunidad lacandona,
pueden ser consideradas como sistemas (Aracil, 1986). Entendiéndose de esa
forma son sistemas complejos cuya sustentabilidad trasciende a la suma de las
partes de la comunidad. Es por ello que las poblaciones lacandonas de Nah,
Metzabook y lacanjachansayab tienen modos propios de entender la cultura, la
ecologia, la vida, etc. Sin embargo, la Organizacion de la Naciones Unidas para la
Educacion, la Ciencia y la Cultura (UNESCO), reconocen que las diferencias entre
los puntos de vista cientificos e indigenas contindan creando barreras que no
permiten el intercambio de conocimientos; es por eso que la descripcién de la
ceremonia del balché se puede reconocer como un puente intercultural cientifico.

Don Antonio, lider espiritual de la comunidad lacandona de Naha, aun
mantiene algunas de sus précticas religiosas tradicionales; como la ceremonia del
balché y orar en la casa de sus Dioses con los incensarios de barro que
representan a sus deidades que estan ordenas jerarquicamente (los dioses
supremos, los intermedios, las divinidades menores y algunos otros seres
sobrenaturales) independientemente de su rango, todas las divinidades actian de
manera complementaria en los contextos miticos y rituales (Fig. 12). Por
consiguiente, todas ellas son capaces de incidir en la vida de los seres humanos
(Eroza, 2006). Schulter y Hofmann (1979), afirman que hay una relacién o vinculo
muy profundo entre las plantas y las culturas milenarias donde el comuin
denominador son laspropiedades no materiales de los seres y que al mismo
tiempo sugiere una reconceptualizacion de lo que entendemos por salud y sus
alcances; es decir que para Don Antonio la salud incluye el contacto con sus
Dioses.

Los lacandones realizaban la ceremonia del balché en fiestas,
compromisos, bodas, afio nuevo, para solicitar favores de curacion en enfermados
y para agradecer por las cosechas. Sin embargo, en los ultimos 10 afios la
ceremonia del balché y los rituales con los cuales se acompafa se estan dejando

de lado, y se observa una menor relacion entre los miembros de la comunidad de
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Naha y sus deidades lacandonas; Tozzer (1907) comentd que el balché de Naha
contiene una cantidad mayor de alcohol y destaca que los jévenes varones
participaban activamente en todo el proceso, sin embargo Don Antonio destaca
que hay muy poco interés en los jovenes por continuar participando en las
practicas ceremoniales en Naha.

Los diferentes asentamientos poblacionales de la comunidad lacandona
(Metzabok, LacanjaChansayab y Nahd) son sabedores de la existencia de la
ceremonia y la bebida balché, pero solo en Naha se prepara la bebida y dentro de
la misma comunidad la introduccion de nuevas practicas religiosas ha generado
una deformacioén del concepto de la bebida, por lo que se hace cada vez mayor el
rechazo a bebidas embriagantes, y con ello la practica ceremonial del balché se
esta abandonando, sin embargo una reciente visita en LacanjaChansayab sugiere
estan retomando el consumo del balché.

La literatura respecto al balché expone una bebida dogmatica, sin embargo
los estudios cientificos realizados porKabelik (1967, citado en Goncalves, 1975) ha
descubierto cierta actividad antibacteriana de origen enzimatico que se ha
atribuido al peroxido de hidrégeno, el cual se presenta solo en miel de abeja
diluida, uno de los principales ingredientes del balché tradicional, sin embargo la
avanzada edad de Don Antonio le impide salir a buscar miel y ha sustituido en la
ceremonia del balché el uso de la miel por el azlicar de cafa; este cambio origina
un sustrato rico para levaduras del géneroSaccharomyces (Fig. 14 y 15).

Goncalves, (1975) encontr6 una multitud de células viables de
Saccharomycescerevisiae en el recipiente de los Dioses Bol, con el cual Don
Antonio prepara el balché, la misma especie de levadura que se identificaron en
los diferentes tiempos de muestreo por medio del método PCR-RFLP. Sin
embargo tambien encontramos levaduras desconocidas o bien se podria tratar de
una especie nueva (Cuadro 4).

Thompson (1972, citado en Goncalves, 1975) sefial6 que la corteza del
balché puede ser usada como sazonante para propocionarle a la bebida un sabor
y aroma caracteristico, sin embargo se conoce que en Lonchocarpuslongistylus se

encuentran el isoflavonoide rotenona, un importante producto de pesticidas e
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insecticidas, también se encuentran sustancias fendélicas que se identifican como
hidroxiestilbenos, compuestos antimicrobianos especialmente efectivos en
bacterias Gram negativas.

Emboden (1979, citado en Litzinger, 1983) sugiere que los compuestos de
Lonchocarpuslongistylus son toxicos para los humanos por que interfieren con la
transferencia de electrones a través de la membrana, aunque a
Saccharomycescerevisiaeno le afectan las bajas concentraciones de los
compuestos. Higbee (1947, citado en Litzinger, 1983) sefala que el cambio del pH
en el balché puede ser un indicador de su baja toxicidad de los compuestos de
Lonchocarpuslongistylus.Sin embargo, Lépez et al (2010) analizé las bebidas
tradicionales de colombia con metodos moleculares como PCR-RFLP; para poder
identificar las levaduras a nivel de especie; sin embargo, utilizo otras pruebas como la
tolerancia a etanol y halo-tolerancia para identificar levaduras nativas con posible
utilizacion biotecnoldgica en el sector industrial, aunque el uso del balché no se extiende
al sector industrial si es pertinente aplicar las pruebas mencionadas en el proceso de
ferementacion asi como ampliar su descripcion de la microbiota que participa en su

elaboracion.
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IX. CONCLUSION

El balché como una ceremonia Maya es un acto de identidad; constituye una
conexion entre los seres humanos que habitan la selva Lacandona y los dioses
que formaron a ellos y su pueblo. El lider espiritual en la cultura Maya Lacandona
son un oficio de hombres, es entregar con fe una vida hasta el final de la misma.
Labor que ahora no tiene sucesor, es decir que Don Antonio es el dltimo lider
espiritual de la comunidad de Naha y probablemente de toda la cultura maya
lacandona.

De acuerdo a los resultados la preparacion del balché se ha mantenido en
la convivencia como una ceremonia “oculta” por sus propiedades embriagantes.

Una de las finalidades de esta investigacion fue la aplicacion de la
biotecnologia como una ciencia y herramienta para identificar los microorganismos
gue producen la fermentacion y obtencion de la bebida el balché.

La levadura que se identific6 es Saccharomycescerevisiaey se realizé a
través de pruebas medibles que se realizaron como son los patrones enzimaticos
de Hhal, Haelll y Hinfl. Cabe mencionar que esta levadura es la que se utiliza para
producir la cerveza, pan, vino y kumis, entre otros productos, gracias a su
capacidad de generar etanol y diéxido de carbono durante el proceso de
fermentacion.

La segunda levadura que participo en el proceso de fermentacién no logro
ser identificada con los metodos moleculares utilizados. Sin embargo, si pudo ser
aislada para futuras investigaciones

Es importante, mencionar que un estudio de levaduras en el balché,
utilizando tecnicas moleculares puede convertirse en un primer paso para explorar
los potenciales biotecnologicos que guardan las Areas Naturales Proteginas de
Flora y Fauna como lo es la comunidad de Naha.

En cuanto a la identificacion del microorganismo Saccharomyces cerevisiae
gue hace especial y particular el balché aplicando los conocimientos que han

pasado de generacidon en generaciéon combinandolos con sus tradiciones, es decir
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gue desde epocas antiguas en mesoamerica y sobre todo donde se desarrollo la
cultura maya permanecio el balché como un vestigio de lo que fue una civilizacion
con amplios conocimientos en lo que ahora llamamos biotecnologia ancestral.
Aunque menos dramatico que lo ocurrido en la conquista de Tenochtitlan, la
comunidad de Naha atraviesa un desuso de sus ceremonias lacandonas como lo
es con la ceremonia del balché, un acto que se olvida, des memoriza y deja de

tener significado para la comunidad.
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X. PROPUESTAS Y RECOMENDACIONES

Para tener un conocimiento amplio de las ceremonias en Nah& se requiere un
estudio a profundida con profesionales en diversas areas del conocimiento

cientifico.

Es preciso resguardar como patrimonio de la humanidad los conocimientos,

cuentos, historias y relatos que guarda Don Antonio Martinez.

Considerar el muestreo de las diferentes etapas de preparacion para un analisis
integral de la bebida. Para explicar los atributos que se le confieren en la literatura

respecto a su caracter medicinal y ceremonial.
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