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1. Resumen 
Los alimentos y bebidas fermentadas son de gran importancia cultural, económica, 

nutricional y social en todo el mundo 1–12. 

 

El pulque (PQ) es una bebida fermentada, tradicional mexicana producida a partir de la 

savia (aguamiel – AgM) de algunas especies de Agave. Diversos estudios han descrito 

la composición y diversidad microbiana del pulque y el aguamiel utilizando métodos 

dependientes de cultivo. Recientemente se realizó un perfil bacteriano por medio de 

secuenciación masiva del gen ribosomal 16S permitiendo identificar nuevos grupos 

bacterianos. Además, algunos sustratos (carbohidratos) y productos (ácidos orgánicos) 

de la fermentación se han asociado con las diversas poblaciones bacterianas13–17. 

 

La metagenómica es el estudio de la totalidad del material genético de una muestra 

ambiental empleando secuenciación masiva. Esta herramienta ha permitido ensamblar 

genomas sin la necesidad de aislar a los microorganismos y explorar la capacidad 

funcional de la comunidad secuenciada 18–22. Nuevas técnicas de microscopía han 

evidenciado que los microorganismos pueden organizarse espacialmente añadiendo otro 

nivel de complejidad al estudio de las comunidades microbianas 23,24. 

 

En este contexto, el presente trabajo tuvo como objetivo caracterizar la comunidad 

microbiana a lo largo de la fermentación de pulque mediante metagenómica y 

caracterización de los perfiles metabólicos. La fermentación se realizó mezclando AgM 

y PQ (2:3) en un volumen total de 5 litros. Se muestreó el AgM, el PQ, al inicio de la 

fermentación (0 horas), a las 3 y 6 horas. Se secuenció una réplica de cada tiempo de 

muestreo y los controles. Para el perfil metabólico se analizaron tres réplicas de la 

fermentación por HPLC. 

 

Este es uno de los primeros trabajos que reporta el ensamble simultaneo de bacterias y 

hongos a partir de una bebida fermentada. Se ensamblaron 23 genomas (2 levaduras y 

21 bacterias) que corresponden a las especies más abundantes en aguamiel y pulque. 

Estos genomas aportan más del 94% de la capacidad funcional de la bebida. Durante la 
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fermentación se observó el consumo de sacarosa, la producción de etanol, fructosa y 

lactato, y la disminución del pH, característicos de la bebida. Zymomonas mobilis y 

Saccharomyces spp. se asociaron con la producción de etanol. Z. mobilis se enriqueció 

al final del proceso (26% - 36%), mientras que, Saccharomyces sp. fue inoculado del PQ 

(21%). Bacterias ácido-lácticas, como Lactobacillus spp., responsables de la 

acidificación del pulque incrementaron su abundancia en más 4 veces durante la 

fermentación. El género asociado a rizosfera, Acinetobacter, fue el más abundante en el 

aguamiel indicando que proviene del Agave. Por último, mediante microscopía se 

observó levaduras y bacterias, las cuales formaban una estructura en forma de malla. 

 

En conclusión, el aguamiel y el pulque tienen una comunidad distinta de bacterias y 

levaduras. Durante la fermentación se enriquecieron bacterias etanologénicas y ácido-

lácticas que contribuyen a las propiedades sensoriales características de dicha bebida.  



 3 

2. Introducción 
 

2.1 Alimentos fermentados 
 

Los alimentos fermentados tienen un gran impacto cultural, económico y social. 

Representan un reservorio importante microorganismos con actividades metabólicas que 

podrían ser explotadas con fines biotecnológicos 3.  

 

La fermentación es el proceso metabólico por el cual las células utilizan una fuente de 

carbono en condiciones aeróbicas produciendo ácidos orgánicos; principalmente etanol, 

ácido acético, ácido láctico y ácido cítrico 25. Por ejemplo, los egipcios utilizaron la 

fermentación desde hace más de 4000 años para producir cerveza. En la actualidad se 

conocen más de 5000 distintos alimentos y bebidas fermentados en el mundo siendo los 

lácteos y las bebidas alcohólicas los que dominan el mercado 1,10,26,27. Esta gran variedad 

puede explicarse por la diversidad de microorganismos, sustratos y condiciones de 

producción. 

 

Las bacterias acido lácticas (BAL), ácido acéticas (BAA) y las levaduras son los 

microorganismos fermentadores por excelencia utilizados en la industria alimenticia. 

Saccharomyces cerevisiae (S. cerevisiae) es un microorganismo crítico en la producción 

de bebidas fermentadas alcohólicas, como el vino y la cerveza. S. cerevisiae requiere de 

concentraciones bajas de oxígeno (anaerobio facultativo), pH 4.5–6.5, una temperatura 

entre 20º–30º C y una fuente de carbono (sacarosa, fructosa, glucosa, maltosa, 

maltotriosa, etc.). Los principales productos son el etanol, CO2 y energía (2 ATP). S. 

cerevisiae es sensible a concentraciones elevadas de etanol (> 10-15% w/v), por lo cual 

se han generado levaduras resistentes a dicho metabolito para mejorar su producción 10. 

Por otro lado, las BAL y BAA presentan una gran plasticidad metabólica para la síntesis 

de diversos compuestos (ácidos orgánicos), una tasa de división alta y pueden cultivarse 

y manipularse con facilidad en el laboratorio. Dichas propiedades se han explotado en la 

industria de alimentos fermentados para la producción de quesos, yogurt, algunos 

cárnicos, bebidas alcohólicas, etc. Además, dada su fácil manipulación genética e 
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inocuidad son utilizadas en la industria biotecnológica para la síntesis de antibióticos, 

biopolímeros y en el control de plagas 28,29. 

 

2.1.1 Clasificación de los alimentos fermentados 
 
Propuesta de clasificación de los alimentos fermentados. Existen varias clasificaciones 

de los alimentos fermentados, estas son complejas y confusas 25,27,30–33. La versión aquí 

presentada tiene como objetivo clasificar a los fermentados partiendo de una visión 

general hasta una particular y técnica. Los ejemplos tienen la intención de evidenciar que 

las clasificaciones no son excluyentes sino complementarias: 

i. Por el objetivo del productor: venta (cerveza), conservador (queso Camembert). 

ii. Por el uso del consumidor: recreativo (sake), complemento dietético (yogurt con 

búlgaros). 

iii. Por su forma de consumo: alimento (sourdough) y bebida (vino). 

iv. Por el grado de industrialización: industrializado (cerveza), semi-industrializado 

(sourdough) y no industrializado/tradicional (pulque). 

v. Por el origen de los microorganismos: fermentación espontánea (microrganismos 

silvestres – segunda fermentación en cervezas) y fermentación no espontánea 

(inóculo- quesos maduros). 

vi. Por la composición microbiana: mono-fermentación (un microorganismo – masa 

fermentada), poli-fermentación (consorcio de microorganismos – crème fraîche). 

vii. Por el origen del sustrato: animal (jamón serrano), vegetal (sauerkraut). 

viii. Por el tipo de sustrato: cereales (pan de masa madre), vegetales (kimchi), 

leguminosas (kinema), raíces-tubérculos (fu fu), lácteos (yogurt), cárnicos-

embutidos (salami), pescados-mariscos (surströmming) y productos misceláneos 

(cacao). 

ix. Por el principal metabolito producido: fermentación alcohólica – etanol (sake), 

fermentación ácido-láctica - lactato (kéfir) y fermentación acética – acetato 

(vinagre). 
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Los métodos de secuenciación masiva podrían ayudar a clasificar los alimentos 

fermentados en función del tipo de microorganismos y su capacidad funcional. Por 

ejemplo, agrupándolos en oligotipos o filotipos de manera similar a los enterotipos 34,35 

 
2.1.2 Importancia de los estudios metagenómicos 
 
Las comunidades microbianas están conformadas por los microorganismos que viven en 

un espacio definido y las interacciones que tienen entre ellos (microorganismo-

microorganismo, microorganismo-huésped y microorganismo-factores abióticos) 36. La 

gran mayoría de los microorganismos no se pueden crecer en el laboratorio, son no 

cultivables. La secuenciación masiva es una técnica independiente de cultivo siendo 

ideal para describir la composición microbiana en ambientes distintos o a través del 

tiempo 4,37. Además, permite conocer el potencial funcional (funciones presentes en una 

comunidad) y ensamblar genomas que sirvan como referencia y ayudando en la 

elaboración de medios de cultivo adecuados para aislar microorganismos no cultivables. 

 

La metagenómica es una herramienta muy poderosa ya que ha permitido establecer la 

diversidad y composición microbiana, definir el potencial funcional y metabólico, 

ensamblar genomas y hacer inferencias sobre posibles interacciones entre los 

microorganismos (Figura 2) 38–40. Por ejemplo, Parks et al. en 2018 lograron ensamblar 

cerca de 8000 genomas a partir de datos metagenómicos públicos, Delmont et al. en 

2018 identificaron bacterias nitrificantes en mares que no habían sido reportadas y que 

podrían tener un impacto en procesos biogeoquímicos marinos, y en los últimos años se 

ha propuesto métodos para inferir interacciones metabólicas dentro de una comunidad 

microbiana 41,42. 
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3 Antecedentes 
 
3.1 Caracterización de comunidades microbianas 
 
3.1.1 Microorganismos cultivables y no cultivables 
 
Los microorganismos se pueden clasificar en cultivables y no cultivables en función de 

la capacidad que tenemos para crecerlos en el laboratorio. La gran mayoría de éstos 

pertenecen al segundo grupo y podrían tener un papel critico en sus comunidades. 

Nuestra capacidad para aislar microorganismos se limita por la gran diversidad 

metabólica que tienen y porque la gran mayoría de la investigación se centra en los 
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patógenos. La incorporación de uno o algunos pocos nutrientes (sales), así como 

modificar las condiciones de crecimiento (concentración de oxígeno) pueden mejorar 

nuestro porcentaje de aislamiento. En otros casos se requieren medidas extremas como 

utilizar una temperatura de crecimiento muy elevada 43,44. También se han identificado 

microorganismos (no cultivables) con genomas reducidos que viven dentro de otros 

organismos (endosimbiontes). Con ayuda de la secuenciación masiva se ha demostrado 

que algunos carecen de vías de síntesis de aminoácidos esenciales para ser aislados en 

el laboratorio. Al complementar el medio de cultivo dicho se han logrado aislar algunas 

bacterias 6,45,46. 

 

3.1.2 Secuenciación masiva de comunidades microbianas 
 
La secuenciación masiva surge a partir del Proyecto del Genoma Humano con la 

intención de mejorar la profundidad de secuenciación no lograda por secuenciadores de 

la época. El inconveniente fue la generación de grandes cantidades de información que 

debía ser procesada promoviendo el rápido desarrollo de la bioinformática. Bases de 

datos de fácil y rápido acceso, plataformas y programas automatizados y 

semiautomatizados y programas para ensamblar genomas y anotar genes son resultado 

de la generación de masiva de información 47. 

 

Desde una perspectiva microbiológica la secuenciación masiva tiene dos variantes: i) a 

partir de los genes ribosomales 16S o las regiones espaciadoras intergénicas (ITS – por 

sus siglas en ingles) y ii) a partir del ADN total. El primer tipo de secuenciación es 

conocido como secuenciación de perfiles taxonómicos o secuenciación por 16S siendo 

ideal para identificar a los miembros de una comunidad. El segundo tipo se le llama 

metagenómica y permite conocer los genes presentes en el ambiente y ensamblar 

genomas 46,48. 

 

Cada tipo de secuenciación tiene ventajas y desventajas como la información que se 

puede obtener, los requerimientos computacionales y el costo (Tabla 1) 49. En este 
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trabajo se utilizará el término metagenómica para hacer referencia a la secuenciación 

masiva independiente de sonda. 

 

 
 

3.1.3 Microscopia de comunidades microbianas 
 
La distribución espacial de microorganismos es un fenómeno reconocido desde los 

inicios de la microbiología. El entendimiento de procesos biogeoquímicos como la fijación 

de nitrógeno en los océanos usando una columna de Winogradsky son ejemplos claros 

de una distribución selectiva y posible interacción entre microorganismos y sus 

metabolitos 50. El quórum sensing es otro ejemplo de interacción espacial de 

microrganismos 51. A microescala se sabe que los microorganismos pueden agregarse y 

formar biofilms. Sin embargo, estudiar estas micro comunidades representa un gran reto. 

Amann et al. (1990) desarrollaron un método basado en citometría de flujo e hibridación 

de sondas dirigidas contra el ADNr 16S, para analizar comunidades bacterianas mixtas 
52. Valm et al. (2012) visualizaron de manera selectiva diferentes taxones bacterianos en 

cultivo mixto usando microscopia de fluorescencia. En dicho trabajo diseñaron sondas 

marcadas con distintos fluoróforos dirigidas a distintos taxones bacterianos que hibridan 

con distintas regiones de los genes ribosomales Esta técnica lleva el nombre de CLASI-
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FISH (Combinatorial Labelling and Spectral Imaging) y se empleó para evaluar la 

distribución espacial de las bacterias que conforman la placa dentobacteriana 23,24. Esto 

incrementa la complejidad de entender a las comunidades microbianas; ya que no solo 

debemos tomar en cuenta: ¿quién está ahí?,¿qué puede hacer?, ¿qué está haciendo?; 

sino también, ¿cómo están organizados espacialmente? 

 
3.2 Metagenómica en alimentos fermentados 
 

Los alimentos y bebidas fermentados han sido una fuente importante de enzimas y 

microorganismos de interés biotecnológico. Éstos pueden proveer de nutrientes y 

probióticos – “microorganismos vivos que, al administrarse en cantidades adecuadas, 

confieren beneficio a la salud del hospedero” – de acuerdo con la Organización de las 

Naciones Unidas para la Alimentación y la Agricultura (ONUAA) y la OMS. Además, con 

el incremento de microorganismos multi-drogo resistentes, se están buscando nuevos 

péptidos y enzimas con actividad antimicrobiana que pudieran sustituir a los antibióticos. 

Los alimentos fermentados, como el pulque, podrían ser una fuente de probióticos y 

péptidos antimicrobianos 3,53–57. La búsqueda de estas enzimas, péptidos y 

microorganismos puede realizarse mediante el aislamiento de los microorganismos y/o 

por metagenómica. La mayor parte de la investigación en alimentos fermentados está 

enfocada en la identificación de patógenos y en el aislamiento y caracterización de 

microorganismos con potencial industrial. Esto reduce de manera importante la 

capacidad de encontrar nuevas funciones. 

 

Pocos alimentos fermentados han sido estudiados empleando técnicas de secuenciación 

masiva, aunque se realiza con mayor frecuencia. Estos estudios han permitido conocer 

de manera más precisa la diversidad y abundancia de bacterias, hongos y virus que 

están presentes antes, durante y al final de la fermentación, identificar genes que 

codifican para potenciales bacteriocinas, defensinas y péptidos antimicrobianos, definir 

el potencial funcional, etc. 32,58,59. Cao et al. (2017) y Rizo et al. (2018) hacen muy buenas 

revisiones sobre los resultados más relevantes en alimentos fermentados utilizando 
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metagenómica y otras ómicas (metatranscriptómica, proteómica y metabolómica), 

respectivamente 7,60. 

 

Los vegetales fermentados y los productos lácteos han sido ampliamente estudiados. 

Por ejemplo, uno de los primeros trabajos de metagenómica en alimentos fermentados 

fue el realizado por Jung et al. (2011). En dicho estudio, a partir de pirosecuenciación, 

comparan el perfil de bacterias (identificación del gen ADNr 16S), con el perfil metabólico 

(resonancia magnética nuclear - RMN) y el enriquecimiento de funciones a lo largo de la 

fermentación de kimchi, sugiriendo que 3 géneros (Leuconostoc, Lactobacillus y 

Weisella) son los principales responsables del proceso metabólico 61.  

 

Wolfe et al. (2014) analizaron las comunidades microbianas presentes en quesos 

maduros. Ellos identifican que las condiciones ambientales (el tipo de costra y la 

humedad) correlaciona mejor que el origen geográfico del queso con la diversidad 

microbiana (secuenciación del gen ADNr 16S y el ITS para bacterias y hongos, 

respectivamente) y con el potencial funcional obtenido de secuenciación por shotgun, de 

tal forma que la comunidad microbiana y el enriquecimiento de algunas funciones son 

características del tipo de costra de los quesos 11. 

 

En México se han realizado muy pocos trabajos en alimentos fermentados; la mayoría 

se han enfocado en los quesos y en describir la composición microbiana (Tabla 2) 4,62–

64. El trabajo realizado por Escobar-Zepeda et al. (2016) es el único, hasta la fecha, que 

ha empleado metagenómica por shotgun. En dicho trabajo identifican a 3 especies 

(Lactobacillus plantarum, Leuconostoc mesenteroides y Weisella paramesenteroides) 

como las más abundantes en el queso Cotija (80% de abundancia relativa) y obtienen 

sus genomas. Además, identifican potenciales bacteriocinas que podrían ser analizadas 

in vitro. Por último, ellos sugieren que tienen una huella bacteriana y genética que podría 

ser utilizada como biomarcador del queso Cotija 4. 

 

La escasez de estudios metagenómicos en alimentos fermentados de México abre la 

posibilidad de explorar y analizar nuevos productos. 
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3.3 El pulque 
 
3.3.1 Aspectos generales  
El pulque es una bebida tradicional mexicana que se caracteriza por ser ligeramente 

ácida, viscosa, alcohólica (4-7° GL), y de apariencia lechosa. En la actualidad, la mayor 

producción y consumo se concentra en el centro del altiplano mexicano donde colindan 

los estados de Hidalgo, Tlaxcala, el Estado de México, y Querétaro. La máxima 

producción y consumo se da en el valle del Mezquital en el estado de Hidalgo. Otros 

estados productores de pulque son: Morelos, Michoacán y Oaxaca; así como, algunas 

regiones rurales de la Ciudad de México 15,16. 

 

3.3.2 La elaboración de pulque 
 

La producción de pulque se lleva a cabo en cuatro etapas que prácticamente no han 

cambiado desde tiempos prehispánicos (Figura 2) 13–16: 

a) La maduración, castración del maguey y el reposo: los agaves se dejan crecer entre 

7 y 15 años hasta que comienzan a surgir los pedúnculos embrionarios florales. 

Cuando esto sucede, los pedúnculos embrionarios florales son eliminados y se realiza 

una cavidad en el núcleo de la planta (corazón del maguey) y se cubre el orificio. El 

agave castrado se deja reposar por algún tiempo (semanas o meses) previo a la 

extracción de aguamiel (Figura 3a). 

b) El raspado: esta operación consiste en estimular los tejidos de la pared interna de la 

cavidad del maguey para permitir la salida del aguamiel. Por lo general, se realiza 

dos veces al día (en la mañana y por la noche) durante todo el tiempo de vida de 

producción de la planta (~1 mes). El aguamiel es una solución azucarada que 

funcionará como sustrato de la fermentación (Figura 3b). 

c) Generación de la semilla: cuando se quiere empezar una nueva fermentación (un 

nuevo lote), aguamiel alta calidad (de acuerdo con el productor) se deja fermentar 

(fermentación espontánea) hasta que alcance las propiedades que busca el 

productor. Este fermentado es llamado semilla y es utilizada como un inóculo (Figura 

3c). 
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d) La fermentación: cuando se empieza un lote nuevo de fermentación, la semilla es 

colocada en el tinacal (función de biorreactor) y se le adiciona aguamiel. En caso de 

que se quiera continuar la fermentación de un lote, el aguamiel es adicionado al 

tinacal done se está llevando a cabo la fermentación. Este proceso simula una 

fermentación de tipo lote alimentado sin agitación. La duración de la fermentación 

varía entre productores (Figura 3d). 
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El tinacal es el recipiente donde se lleva a cabo la fermentación, y éste puede ser de 

distintos materiales y formas. Por lo general son de plástico y en algunas ocasiones de 

madera. Por lo general, el tinacal tiene forma de barril o de barril acostado. Además, el 

tinacal es resguardado de la intemperie en un lugar fresco y sin luz solar directa, por 

ejemplo, se deja dentro de un cuarto fresco. El tinacal no es tapado, y esto permite el 

intercambio de materia (incluyendo insectos), por lo cual el pulque se filtra antes de 

servirlo 16. 

 

3.3.3 Aspectos históricos del pulque 
 

Como se comentó anteriormente, la producción de pulque se da desde tiempos 

prehispánicos. Diversos códices y pinturas prehispánicas sugieren que el pulque era 

considerado una bebida sagrada en las culturas náhuatl y otomí. Correa-Asencio et al 

(2014) analizaron lípidos presentes en vasijas de la zona arqueológica de Teotihuacán 

mediante resonancia magnética nuclear (RMN) e identificaron hopanoides que son 

sintetizados por la α-PB Zymomonas mobilis. Esto sugiere que el pulque era producido 

y consumido desde los años 200-550 DC 65. 

 

San Bernardino de Sahagún describió en “Los usos y costumbres de la Nueva España” 

que el pulque se consumía como bebida religiosa en los asentamientos indígenas del 

Altiplano Mexicano y estaba restringido a personas y días específicos. Inclusive, se 

tenían penas por el incumplimiento de las normas de consumo, las cuales podían llegar 

a la pena de muerte. También existían usos medicinales para el pulque, y la planta de 

maguey, del cual se obtiene el aguamiel para la producción del pulque, era utilizada para 

la fabricación de mecates, utensilios y algunos alimentos como las hojas de la penca. 

Durante la época colonial, a pesar de las restricciones en el consumo de bebidas 

embriagantes por parte de los conquistadores, el pulque se popularizó, principalmente 

entre los indígenas. Además, debido a la explotación de la bebida y de la planta de 

maguey que generaban abundantes recursos, comenzaron a generarse grandes plantíos 

en las cercanías de la Ciudad de México. A finales del siglo XIX y principios del siglo XX, 
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durante el Porfiriato y hasta algunos años después de la Revolución Mexicana, el pulque 

se convirtió en la bebida nacional. La época de oro del pulque fue posible debido a la alta 

demanda de esta bebida, así como por la construcción del sistema ferroviario que 

facilitaba el transporte hacia la capital desde ciudades y provincias de los estados de 

Hidalgo, Puebla, Tlaxcala y del Estado de México. La gran derrama económica que 

generaba permitió el establecimiento de las grandes haciendas pulqueras en las 

cercanías de la capital, así como expendios de pulque llamados pulquerías. La 

prohibición del consumo de bebidas alcohólicas durante los años 30, la asociación del 

pulque con un estatus socioeconómico bajo, el largo tiempo de maduración de la planta, 

la rápida fermentación de la bebida, las reformas agrarias y, eventualmente, la llegada 

de la cerveza (bebida industrializada) generaron una debacle en la industria pulquera. 

Para mediados y finales del siglo XX la producción y el consumo de pulque se restringía 

a comunidades rurales e indígenas del Altiplano mexicano y las haciendas pulqueras 

quedaron abandonadas, destruidas y saqueadas 66. 

 

En los últimos años se ha observado un incremento en la demanda de pulque, 

principalmente en la capital del país. No obstante, existe una gran competencia en el 

mercado de bebidas alcohólicas en el país, y el largo tiempo de maduración de la planta, 

el conocimiento para la elaboración de la bebida (que era transmitido de padres a hijos), 

la corta vida de anaquel y su bajo costo, hacen al pulque un producto poco redituable. 

 

3.3.4 Aporte nutricional del pulque  
 

El consumo de pulque en comunidades rurales es alto y ha sido asociado con 

alcoholismo, un problema importante de salud pública en México 67,68. En algunas 

comunidades, el pulque podría ser una fuente de nutrientes, por ejemplo, se ha 

cuantificado la concentración de ácido ascórbico en pulque. Éste se encuentra en niveles 

funcionales, sugiriendo que esta bebida puede ser una fuente este metabolito. Además, 

se han identificado fitasas, (enzimas que fosforilan a los fitatos, como el mio-inositol 

hexaquisfosfato, presentes en semillas) que incrementan la biodisponibilidad de fierro y 

zinc. El frijol y el maíz son ricos en fitatos y son alimentos básicos de la dieta tradicional 



 16 

mexicana. Además, algunas bacterias ácido-lácticas aisladas del pulque se han descrito 

como posibles probióticos (Lactobacillus spp.) y como prebióticos en el caso de los 

exopolisacáridos (EPS) sintetizados principalmente por Leuconotoc spp. La vida rural e 

indígena en México es compleja ya que existe una alta pobreza caracterizada por 

hambruna y un déficit de nutrientes esenciales en la alimentación. Mas allá del contenido 

alcohólico de la bebida y la asociación con cirrosis, el pulque pareciera ser una alternativa 

nutricional para dichas comunidades proporcionando vitaminas, carbohidratos simples y 

complejos, así como, incrementando la biodisponibilidad de micronutrientes esenciales 

a partir de frijol y tortillas 5,9,69,70. 

 

3.3.5 Microorganismos en el pulque 
 

A mediados del siglo XX, Sánchez-Marroquín aisló, identificó y caracterizó a distintos 

microorganismos provenientes del pulque. Además, utilizó un consorcio para producir 

pulque en condiciones industriales 71,72. 

 

En un trabajo realizado por Escalante et al. (2004), analizaron la composición bacteriana 

de PQ de 3 distintas regiones geográficas (Aculco, estado de México; Huitzilac, estado 

de Morelos; y Tizayuca, estado de Hidalgo) a partir de análisis de restricción (ARDRA) y 

secuenciación del gen ADNr 16S proveniente de bancos de clonas de cada región. Los 

resultados de dicho trabajo indican una diversidad microbiana mayor que la reportada 

previamente (cuando se utilizaron métodos dependientes de cultivo) en cualquiera de las 

muestras. Se destaca una elevada proporción de BAL, siendo alrededor del 80% de las 

clonas identificadas en cada banco, siendo el grupo más abundante independientemente 

de la región. Se identificaron BAL homo- y hetero-fermentativas. Además, se reportó por 

primera vez a Lactobacillus acidophilus en el PQ. La región de Aculco y Tizayuca tienen 

un perfil (presencia / ausencia) de bacterias más parecido entre ellas que con Huitzilac. 

(Figura 3) Y, el pulque de Huitzilac contiene α-PB. Desde el punto de vista geográfico, 

Aculco y Tizayuca son regiones más cercanas entre ellas y ambas al norte de la Ciudad 

de México, mientras que Huitzilac se encuentra al sur de la Ciudad de México. Además, 

de manera interesante, Lactobacillus cepa ASF, Lactobacillus acidophillus y Leuconostoc 
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mesenteroides subsp. mesenteroides están presentes en las 3 regiones, pudiendo ser 

microorganismos claves en la fermentación (miembros del core bacteriano del pulque) 
13. 

 

 
 

En un estudio posterior, Escalante et al. (2008) compararon la diversidad microbiana en 

AgM y a lo largo de una fermentación, empleando una aproximación dependiente e 

independiente de cultivo, reológica y microscópica. La diversidad microbiana fue 

determinada por el patrón de restricción (ARDRA) del gen 16S rRNA; las levaduras 

fueron identificadas por su crecimiento en medio. Las bacterias identificadas a partir de 

aislados fueron distintas a las de ADNmet., La diversidad bacteriana estuvo compuesta 
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principalmente por BAL, α-PB y γ-PB. Destacan en el AgM varias especies del género 

Leuconostoc y enterobacterias, como Enterobacter spp., Erwinia rhapontici, Kluyvera 

cochleae y Serratia grimensii. Durante la fermentación se detectaron BAL del género 

Lactobacillus, y Leuconostoc. Además, volvieron a identificar enterobacterias 

(Enterobacter agglomerans, Kluyvera ascorbata y Providencia spp.). De acuerdo con los 

autores, la asociación entre los cambios de la diversidad microbiana en la fermentación 

con los cambios físicos observados les permitió hacer inferencias sobre las 

características metabólicas de estos microorganismos y proponer su impacto sobre el 

desarrollo de las características sensoriales de la bebida 14. 

 

Solamente 6/36 especies y 5/20 géneros fueron identificados por ambos métodos 

(dependiente e independiente de cultivo) (Figura 3). Esto puede deberse a distintas 

razones, como el haber descartado a todas las bacterias que no se asignaron a nivel de 

especie, al método de ARDRA, o a los primers que utilizaron. Lo que llama la atención 

es que ni a nivel de especie ni a nivel de género, utilizando el gen ADNr 16S, se observa 

una homología entre el MDC y el MIC. Sin embargo, este resultado no es sorprendente 

si consideramos que las BAL (por ejemplo del género Lactobacillus) tienen una identidad 

de hasta el 99% en el gen ADNr 16S, pero con actividades metabólicas distintas, 

haciéndolas difíciles de clasificar utilizando solo este gen 43. 
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Escalante et al. (2016) proponen que durante la fermentación de pulque ocurren 4 

procesos microbianos 15: 

i) Fermentación láctica: promovida por BAL homo- y hetero-fermentativas, 

principalmente, de los géneros Enteroccocus, Lactobacillus, Pediococcus, 

Streptococcus y Leuconostoc. 

ii) Fermentación acética: dada por BAA de los géneros Acetobacter y Gluconobacter. 

iii) Fermentación alcohólica: característica de levaduras y algunas bacterias como 

Saccharomyces spp. y Z. mobilis, respectivamente. 

iv) Síntesis de polisacáridos: en este rubro Leuconostoc spp. y Zymomonas mobilis han 

sido descritas como productoras de polisacárido extracelular. 
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Recientemente, se realizó un trabajo donde caracterizan la composición microbiana del 

AgM, PQ y contrapunta (etapa media de la fermentación) empleando secuenciación 

masiva del gen ADNr 16S y el ITS. Ellos reportan que el AgM contenía la mayor cantidad 

de OTU’s (unidades taxonómicas operacionales) para bacterias y hongos e identificaron 

a los filos Proteobacteria y Ascomycota como los más abundantes, respectivamente. Los 

géneros más abundantes que ellos identifican correlacionan con resultados previos, 

aunque es de llamar la atención que el género Sphingomonas es el más abundante en 

PQ, disminuye la abundancia de Leuconostoc y la de Lactobacillus es apenas 

observable. Este es el primer trabajo empleando el gen ADNr 16S y el ITS para 

caracterizar la dinámica microbiana en la fermentación de PQ, sin embargo, no se 

observa una dinámica clara (Figura 5) 14. Es probable que requieran más muestras y 

estudiar más tiempos de la fermentación y no debe perderse de vista que varios de estos 

géneros contienen a especies con propiedades genómicas y metabólicas muy distintas 

entre ellas como es el caso del género Lactobacillus 73–75. Este tipo de estudios debería 

contemplar el uso de estrategias de secuenciación y/o de análisis bioinformático que 

permita resolver los taxones hasta nivel de especie, como oligotyping 35. 
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El PQ ha demostrado ser una fuente de microorganismos con potencial biotecnológico. 

Z. mobilis, aislada de agaves e identificada en el PQ, es utilizada para la producción de 

bioetanol 2,12. Algunos microorganismos aislados del PQ han sido utilizados como 

consorcio para la producción de una bebida tipo pulque 71,72. Además, se han obtenido y 

caracterizado cepas con potencial probiótico y/o con la capacidad de producir algún 

prebiótico 5,57,76,77. Los géneros microbianos más abundantes en AgM y PQ de distintos 

estudios son similares entre sí, con algunas excepciones. Sin embargo, es probable que 

existan más funciones en el PQ de las que ya se han caracterizado. El poder analizar la 

diversidad microbiana y funcional en AgM, PQ y a lo largo de una fermentación sería de 

gran importancia en la búsqueda de nuevas y mejores funciones. 

3. Justificación 
4. Justificación 
 
El pulque es una bebida fermentada de importancia cultural, económica y social de 

México. Los trabajos realizados hasta la fecha para caracterizar a los microorganismos 

de esta bebida no han abordado el potencial funcional microbiano. Mediante el uso de 

secuenciación masiva por shotgun, la cuantificación de metabolitos y un acercamiento 

microscópico se pretende definir la diversidad, composición y organización espacial 

microbiana a lo largo de la fermentación de pulque. Además, se busca definir el potencial 

funcional microbiano y ensamblar genomas microbianos. 

 

5. Hipótesis 
 
A partir del análisis de metabolitos, del metagenómico y del microscópico, se observará 

la dinámica microbiana y metabólica a lo largo de la fermentación de pulque. Estos datos 

permitirán ensamblar genomas microbianos representativos de la bebida. A través de la 

microscopía se identificará la organización espacial de hongos y bacterias en aguamiel 

y pulque. 
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6. Objetivo general 
 
Analizar el perfil de metabolitos, diversidad, composición y organización microbiana en 

aguamiel, pulque y a lo largo de la fermentación de pulque realizada en el laboratorio, y 

ensamblar los genomas de algunos microorganismos. 

 
7. Objetivos específicos 
 
1. Determinar el perfil de metabolitos (sacarosa, fructosa, glucosa, acetato, lactato, 

succinato, etanol y oligosacáridos), el pH y la temperatura en aguamiel, pulque y en 

3 tiempos de fermentación (inicio, mitad y final). 

2. A partir de datos de secuenciación por shotgun, establecer la diversidad, la 

composición genómica microbiana (archaeas, bacterias, hongos, protozoarios y 

virus) y la composición microbiana por genes ribosomales (archaeas, bacterias y 

hongos) para el aguamiel, pulque y en 3 tiempos de fermentación (inicio, mitad y 

final). 

3. Ensamblar y anotar genomas microbianos tomando en consideración los dos 

primeros objetivos. 

4. Analizar la distribución espacial de hongos y bacterias por microscopía confocal 

usando sondas dirigidas a los genes ribosomales. 

 
8. Desarrollo metodológico 
 
La Figura 6 muestra el resumen del desarrollo metodológico. Brevemente, en 5 

ocasiones distintas se obtuvo AgM y PQ de un productor local de Huitzilac, Estado de 

Morelos, México. En el laboratorio, se realizó la fermentación de pulque mezclando el 

AgM y el PQ recién recolectados. La fermentación tuvo una duración de 6 horas. Se 

tomaron muestras de AgM, PQ, al inicio (T_0h), a la mitad (T_3h) y al final (T_6h) de 4 

fermentaciones independientes. A partir de 3 fermentaciones se analizaron los 

metabolitos por HPLC (sacarosa, fructosa, glucosa, acetato, lactato, succinato, etanol y 

oligosacáridos), el pH, y la temperatura. De la cuarta fermentación se analizaron los 
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metabolitos por HPLC (sacarosa, fructosa, glucosa, acetato, lactato, succinato, etanol) y 

se extrajo el ADNmet para su secuenciación (NextSeq500, pareado 2X 150). Las lecturas 

(reads) de cada muestra (metagenoma) fueron sometidas a múltiples análisis 

bioinformáticos. Para la microscopía se recolectó AgM y PQ muestras de cada bebida 

fueron fijadas, procesadas y enviadas a EUA para su análisis. 
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8.1 Recolección de aguamiel y pulque 
 

En 5 ocasiones se obtuvieron muestras frescas de AgM y PQ de la localidad de Huitzilac, 

Estado de Morelos, México, de un productor local (Figura 6 “1. Obtención de sustrato e 

inóculo”). Las muestras fueron almacenadas en bolsas estériles, en hielo y transportadas 

de inmediato al laboratorio. Las 5 recolecciones fueron realizadas en distintos tiempos 

entre enero 2017 y agosto 2018 (Tabla 3). 

 

 
 

8.2 La fermentación y el muestreo 
 
La fermentación se realizó en laboratorio con las muestras de AgM y PQ recién 

colectadas. Para ello, el AgM y PQ se mezclaron en un biorreactor en una relación 2:3 

con un volumen final de 5 litros. El inicio de la fermentación (T_0h) se definió como el 

momento en el cual se realizó la mezcla y duró 6 horas (de acuerdo con el productor 

local). Las fermentaciones se llevaron a cabo el mismo día de la recolección y en el 

momento en que llegaron las muestras al laboratorio (Tabla 3). Todo fue realizado bajo 

condiciones asépticas (material estéril y el biorreactor se colocó dentro de una campana 

de flujo); además, la temperatura del cuarto se mantuvo a 23ºC, no hubo agitación y el 
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biorreactor no se tapó, permitiendo la transferencia de gases. Esto fue para mantener las 

condiciones lo más parecidas a la fermentación en el tinacal del productor. 

 

Las muestras (AgM, PQ, T_0h, T_3h y T_6h) se tomaron por triplicado (volumen de 10 

mL) para cada una de las fermentaciones. Uno de los triplicados se utilizó para 

determinar pH y temperatura, otro para la determinación de metabolitos / extracción de 

ADNmet y el otro para la microscopía. No en todas las fermentaciones se utilizaron 3 

muestras (Tabla 3). 

 

8.3 Extracción de ADN metagenómico 
 
Para separar la fracción no soluble (celular) de la soluble; cada muestra (volumen de 10 

mL) fue centrifugada 40 min a 4000 X g a 4ºC. La fracción soluble se almacenó en tubos 

cónicos a -70ºC hasta su uso (determinación de metabolitos). La fracción no soluble fue 

resuspendida en 9.5 mL de buffer TE y se adicionó 0.5 mL de SDS 10% (m/v) y una punta 

de espátula de Lisozima -A y se incubó por 1 h a 40ºC (lisis celular). Se agregó 1.8 mL 

de NaCl 5M, se mezcló vigorosamente, y se añadió 1.5 mL de CTAB/NaCl; se incubó por 

20 min a 65ºC (eliminación de proteínas y polisacáridos). Se adicionó un volumen de 

cloroformo/alcohol isoamílico y se centrifugó a 6000 X g a 4ºC. A partir de este punto se 

usó el kit de MoBio (PowerSoil, DNA Isolation Kit, MOBIO Laboratories Inc.) para la 

limpieza del ADN. La fracción acuosa (arriba) se transfirió a un Spin Filter y se centrifugó 

de acuerdo con las especificaciones del kit (este proceso se repitió hasta que se filtró 

toda la fase acuosa). El ADN se lavó con la solución M4 y se concentró con una solución 

de Tris en H2O grado milliQ. No se utilizó la solución M5 ya que contiene EDTA y éste 

puede afectar la actividad de la polimerasa durante la secuenciación 78. 

 

8.4 Determinación de metabolitos 
 

Los sobrenadantes se descongelaron y se centrifugaron a 10,000 X g 40min a 4ºC y se 

colocaron en hielo. Cada sobrenadante fue filtrado utilizando membranas con un poro de 

0.45 µm hasta obtener un volumen entre 2-3 mL. Un mL del filtrado fue utilizado para 
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cuantificar por HPLC: sacarosa, fructosa, glucosa, acetato, lactato, succinato y etanol; 

mientras que el otro mL se empleó para conocer el perfil de oligosacáridos por HPLC.  

 

Para la cuantificación de sacarosa, fructosa, glucosa, acetato, lactato, succinato y etanol 

se generaron 2 curvas estándar; una para los ácidos orgánicos que incluyó a etanol, 

acetato, lactato y succinato, y otra para los carbohidratos (glucosa, fructosa y sacarosa). 

En el caso de los oligosacáridos se utilizó un estándar de inulina. 

 

8.5 Secuenciación 
 

Antes de enviar el ADN a secuenciar se analizó su integridad en un gel de agarosa al 

1%, se determinó la relación 260/280 y 260/230 y la concentración de ADN por Nanodrop. 

Además, se cuantificó el ADN de doble cadena por fluorescencia con el equipo Qubit en 

la Unidad de Bioinformática y Secuenciación del IBT. 

  

Se envió 1 µg de ADN de doble cadena de cada muestra a la Unidad de Secuenciación 

del INEMGEN para su secuenciación. Para generar la librería, se utilizaron 50 ng de ADN 

de doble cadena cuantificado por Qubit HS para ADN de doble cadena. El ADN se 

etiquetó, se amplificó para ambos índices y se limpió con el kit Agencourt-AMPure XP 

(Beckman Coultier). Después, las librerías se normalizaron, y se juntaron para ser 

cargadas en el chip NextSeq 500. La configuración de la corrida fue de muestras-

pareadas 2 X 150. Todo el proceso se realizó de acuerdo con las especificaciones de 

cada proveedor.  

 

8.6 Análisis bioinformático 
 

El análisis bioinformático se dividió en 4 etapas generales (Figura 7). 
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8.6.1 Análisis de calidad, limpieza y trimming (Figura 7, recuadro verde) 
 

A las lecturas obtenidas de la secuenciación se les hizo un análisis de calidad (FastQC), 

se limpiaron (eliminando aquellas de mala calidad - PHRED SCORE < 20) y recortaron 

con Trim Galore, eliminando aquellas con una distribución elevada de k-meros repetidos 

y con adaptadores remanentes. 

 

Programas utilizados: FastQC v0.11.5 (análisis de calidad), Cutadapt v1.13 (remoción de 

adaptadores), Trim Galore v0.4.4 (limpieza y trimming) 79–81. 

 

8.6.2 Determinación de la diversidad y composición microbiana (Figura 7, 
recuadro morado) 

 

Diversidad microbiana 
Para la diversidad microbiana se definió un OTU como cualquier taxón asignado a 

cualquier nivel taxonómico. Se empleó Phyloseq (R) de acuerdo con la recomendación 

del programa y se estimaron los índices: Observed, Chao1, Shannon y Simpson. 

 

Composición genómica microbiana 
La composición genómica microbiana se definió como el número de lecturas asignadas 

por OTU dividido por el total de lecturas asignadas a nivel de dominio de la misma librería; 

empleando como referencia una base de datos (BD) de genomas completos (Figura 8 

Ec. 1). Se utilizaron 5 anotadores distintos (Centrifuge, KAIJU, KRAKEN, KRAKEN2 y 

Metaphlan2) y para cada uno de ellos se generó una BD con genomas completos de la 

RefSeq para: archaeas, bacterias, protozoarios, virus y hongos (cuando fue posible). 

Metahplan2 utiliza marcadores no ribosomales para la anotación y se utilizó la BD de 

default. Los resultados se compararon y se eligió una sola anotación, para la cual se 

calculó la eficiencia (porcentaje de lecturas asignadas por muestra) y precisión de la 

asignación (Figura 8 Ec. 2-4). 
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Composición de hongos y bacterias por genes ribosomales 
Otra forma de conocer la composición microbiana (hongos y bacterias) es caracterizando 

a los genes ribosomales. Se usaron las lecturas de cada muestra, se identificaron los 
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OTUs con SortMeRNA (filtrado, mapeo y selección de OTUs) usando la BD de SILVA y 

luego se clasificaron con la BD de RDP (RDPTools). 

 

Programas utilizados: Centrifuge v1.0.3-beta (anotador taxonómico), KAIJU v1.5.0 

(anotador taxonómico), KRAKEN v1.1 (anotador taxonómico), KRAKEN2 v2.0.7-beta 

(anotador taxonómico), Metaphlan2 v2.6.0 (anotador taxonómico), Phyloseq v1.27.0 

(análisis de diversidad), RDPTools v2.0.2 (clasificación de genes ribosomales), 

SortMeRNA v2.1 (identificación de genes ribosomales) 82–90. 

 

8.6.3 Obtención de MAGs (Figura 7, recuadro azul) 
 
Elección de la plataforma 
Lo primero que se hizo fue comparar distintos protocolos y paqueterías para ensamblar, 

anotar y obtener MAGs; Se compararon 4 atributos: el control (capacidad para modificar 

parámetros del programa principal y de los programas auxiliares), la transparencia 

(accesibilidad al código del programa, flexibilidad para revisar los archivos generados y, 

de manera muy importante, que tuvieran un manual y tutoriales comprensibles), la 

versatilidad (utilizar programas auxiliares distintos a los sugeridos) y el funcionamiento 

modular (la facilidad para pasar de una etapa a otra de manera sencilla). 

 

Ensamble 
Se probaron 3 tipos de ensamble: i) cada muestra independiente, ii) juntando las 

muestras en un solo archivo (meta-ensamble) y iii) todas las muestras juntos en archivos 

distintos (co-ensamble). Se evaluaron 3 ensambladores (IDBA-UD, MEGAHIT y 

metaSPADES). Se eliminaron los contigs con un tamaño menor a 1000 nt para la 

comparación de la calidad estadística (QUAST) y elegir el mejor ensamble (Tabla 4).  
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Mapeo 
Las lecturas de cada muestra se mapearon (samtools) contra los contigs del meta-

ensamble. Primero se generó un índice con los contigs. Después, las lecturas de cada 

metagenoma fueron mapeadas a dicho índice bajo ciertas restricciones: i) el alineamiento 

fue muy sensible, ii) la lectura completa debía ser alineada (se prohibió que se recortara), 

iii) los 2 fragmentos (R1 y R2) de cada lectura debían estar cercanas entre ellas; y, iv) 

las lecturas que no mapearon no se incluyeron en el archivo de salida. Luego, se 

cuantificó el número de lecturas que mapearon (total mapping reads) y el número de 

lecturas que mapearon correctamente (total CORRECT mapping reads) para cada 

metagenoma. Finalmente, los archivos se transformaron de formato SAM a BAM, se 

ordenaron y se indexaron. 

 

Generación de la CONTIGS.DB con Anvi’o y predicción de genes (Gene calling) 
Los encabezados de los contigs fueron renombrados para eliminar caracteres extraños 

(“#,.!”, etc.) que impidieran ser leídos por Anvi’o (python3.6) y facilita la trazabilidad (se 

les asigna un nombre y un número - “Nombre_000#” a cada contig). Después, se generó 

una BD de contigs (CONTIGS.DB) incluyendo sólo los contigs >= 1000 nt y se hizo la 

predicción de genes (Prodigal). 

 

Anotación de genes de copia única y ribosomales 
Anvi’o incluye cuatro BD curadas de genes de copia única. Éstos sirven como 

marcadores genómicos y taxonómicos. La CONTIGS.DB fue anotada con estas 4 BD 

(HMMER3). 
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Anotación funcional 
Los genes hipotéticos fueron anotados funcionalmente con 17 BD, que da información 

para 18 clasificaciones de proteínas. Se anotaron (Blast+) con la BD de ortólogos de 

NCBI COG’s (función / categoría), con GhostKoala de KEGG en su versión gratuita en 

línea y con la BD de firmas de proteínas de InterPro (incluye 15 BD: PIRSF, 

ProSitePatterns, SMART, SUPERFAMILY, ProDom, PRINTS, TIGRFAM, 

ProSiteProfiles, MobiDBLite, Coils, Gene3D, Hamap, CDD, Pfam, SFLD). Las 

anotaciones fueron incorporadas a la CONTIGS.DB. 

 

Para identificar genes que pudieran codificar para enzimas de degradación o síntesis de 

carbohidratos en los MAGs, los genes hipotéticos se anotaron con la BD de CAZymes 

(HMMER3). 

 

Anotación taxonómica de los contigs 
Los genes hipotéticos fueron anotados taxonómicamente (KAIJU) con la BD no 

redundante de proteínas de NCBI. 

 

Perfiles únicos, binning y perfil unificado 
Utilizando la información del mapeo se generaron perfiles únicos para cada muestra para 

obtener información sobre la cobertura del meta-ensamble, cobertura de cada contig, 

cobertura por gen, %GC, #genes, # genes /kbp, etc. Además, identifica posibles 

variantes únicas de nucleótidos (SNV) y frecuencias de codones. Se estableció una 

cobertura mínima de 10X para el llamado de SNV. 

 

Los perfiles únicos se juntaron generando un perfil unificado. Durante este proceso se 

realizó el binning no supervisado (CONCOCT). Éste consiste en agrupar a los contigs en 

bins (“canastas” - archivos) en función de su cobertura y del uso de codones. En teoría, 

estos bins ya contienen la información de un genoma. Sin embargo, cada bin debe ser 

revisado manualmente. 
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Refinamiento de los bins (curación de los MAGs) 
Se eliminaron aquellos bins que no cumplieron con las siguientes condiciones > 1 Mb ó 

> 90% de genes de copia única. Luego, cada bin se revisó y limpió manualmente. La 

limpieza consistió en seleccionar, basados en un análisis jerárquico, aquellos clusters de 

genes con los cuales se obtuvieran bins > 90% de genes de copia única ó > 2 Mbp y < 

10% de redundancia de genes de copia única. La anotación taxonómica y los genes de 

copia única se usaron para la anotación taxonómica. Estos bins revisados y limpios ya 

son MAGs. Por último, se generó un reporte que incluyó información de cobertura, 

secuencia de nucleótidos, secuencia de aminoácidos y los resultados de la anotación de 

cada gen para cada MAG. 

 

Programas utilizados: Anvi’o (plataforma y visualizador), Blast+ v2.6.0 (alineamiento de 

COG’s NCBI), Bowtie2 v2.3.4.3 (alineamiento), CONCOCT v1.0.0 (binning), 

GhostKOALA v2.0 (anotación de KO’s – versión gratuita en línea), HMMR v3.1b2 

(anotación de genes de copia única – archaea, bacteria, eukarya y ribosomales – y 

CAZymes), IDBA-UD v1.1.3 (ensamblador), InterProScan v5.28 (anotación de InterPro), 

KAIJU v1.5.0 (anotación taxonómica de contigs), MEGAHIT v1.1.3 (ensamblador), 

metaSPADES v3.12.0 (ensamblador), Prodigal v2.6.3 (gene calling – búsqueda de 

genes), QUAST v5.0.0 (estadísticas de calidad para los ensambles), samtools v 1.9 

(mapeo) 19,91–106. 

 

8.6.4 Análisis funcional (pangenómico) de los MAGs (Figura 7, recuadro rojo) 
 

Análisis pangenómico de los 23 MAGs 
Utilizando la información de los 23 MAGs (el reporte generado al final del paso anterior 

– “Refinamiento de los bins”) se hizo una comparación de sus genomas. Este proceso 

comenzó con el alineamiento de todos los genes en todos los MAGs (Blast+), luego se 

usó MCL (con un valor de 1; genomas poco cercanos filogeneticamente) para definir la 

sensibilidad con la cual se hacen los clusters de genes y, por último, con MUSCLE, se 

hizo el alineamiento múltiple de aminoácidos dentro de cada cluster. 
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Analisis pangenómico de Zymomonas mobilis 
Se descargaron todos los genomas (n=14) de Z. mobilis que se encontraron en NCBI 

(RefSeq). Para cada genoma se generó una CONTIGS.DB y se anotó de la misma 

manera que los MAG’s (Sección 8.6.3 “Anotación funcional”). El análisis pangenómico 

fue realizado de la misma manera y con los mismos parámetros que para los 23 MAGs 

(Sección 8.6.4 “Analisis pangenómico de los 23 MAGs”), con excepción del valor de MCL 

(mcl=1; genomas de la misma especie). 

 

Programas utilizados: Anvi’o (plataforma y visualizador), Blast+ v2.6.0 (alineamiento de 

COG’s NCBI y alineamientos entre genes), GhostKOALA v2.0 (anotación de KO’s – 

versión gratuita en línea), InterProScan (anotación de InterPro), MUSCLE v3.8.1551 

(alineamientos múltiples), MCL v14-137 (agrupamiento – clustering) 19,20,83,90,91,94,101–110. 

 

8.7 Microscopía 
 

Debido a que la muestra es líquida y no se tenía un protocolo estandarizado para analizar 

por microscopía este tipo de muestras; se probaron 4 combinaciones de fijación: dos 

tratamientos (fijador) y dos condiciones (centrifugando y sin centrifugar). Se eligieron 

distintas sondas dirigidas contra genes ribosomales de hongos y bacterias (1 de hongos 

y 4 de bacterias). Y se analizó la disposición espacial de los microorganismos mediante 

microscopía confocal siguiendo el protocolo de CLASI-FISH (Figura 9) 23,24. 
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Fijación 
Se utilizaron dos métodos de fijación (etanol 50% y paraformaldehído 2%) y dos 

condiciones (con centrifugación y sin centrifugación) (Figura 9 – “1. Condiciones de 

fijación”): 

 

• Muestras centrifugadas 

Se centrifugaron 3 mL de cada una de las muestras a 1000 rpm por 5 minutos y fueron 

resuspendidas en 3mL TE (10 mM Tris, pH 7.5, 1 mM EDTA) en tres ocasiones. 

Para la fijación en etanol 50%, se adicionaron 3 mL de etanol 100% (volumen final de 

6 mL), se mezclaron lentamente por inversión y se colocaron en crioviales a -20ºC 

hasta su envío. Para la fijación en PFA 2%, se adicionaron 3 mL de PFA 4% y se 

dejaron fijando toda la noche. Las muestras se lavaron 3 veces con 10 volúmenes de 

TE centrifugando a 1000 rpm por 5 minutos. Las muestras se re-suspendieron en 3 
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mL TE, se les adicionó 3 mL de etanol 100%, se mezclaron lentamente por inversión 

y se colocaron en crioviales a -20ºC hasta su envío. 

 

• Muestras no centrifugadas 

Para la fijación en etanol 50%, se adicionaron 3 mL de etanol 100% (volumen final de 

6 mL), se mezclaron lentamente por inversión y se colocaron en crioviales a -20ºC 

hasta su envío. 

Para la fijación en PFA 2%, se adicionaron 3 mL de PFA 4% y se dejaron fijando toda 

la noche. Las muestras se lavaron 3 veces con 10 volúmenes de TE (10 mM Tris, pH 

7.5, 1 mM EDTA) dejando que sedimentaran toda la noche. Las muestras se re-

suspendieron en 3 mL TE (10 mM Tris, pH 7.5, 1 mM EDTA), se les adicionó 3 mL de 

etanol 100%, se mezclaron lentamente por inversión y se colocaron en crioviales a -

20ºC hasta su envío. 

 

Hibridación 
La hibridación y microscopía se realizó en el MBL por la Dra. Shamayim Tabita Ramirez 

Puebla y la Dra. Jessica Mark Welch. 

 

Brevemente, se adicionaron 2 mL de la solución humidificadora (Formamida 20% v/v en 

H2O) en 2 toallas (Kimwipe) y se colocó cada toalla en orillas opuestas de la cámara 

húmeda. Se colocaron 30 μL de las células en un portaobjetos y se dejaron secar por 5 

minutos a 46º C en el horno de hibridación (previamente calentado a - 46º C). Los 

portaobjetos se sumergieron en etanol 70% v/v, etanol 80% v/v, etanol 95% v/v y etanol 

100% v/v por 1 minuto cada uno y se dejaron secar al aire a temperatura ambiente. Los 

portaobjetos se colocaron dentro de la cámara húmeda y se aplicaron 20 μL de la 

solución para sondas (NaCl 900 mM, Tris pH 7.5 20 mM, SDS 0.01 % m/v, formamida 

desionizada 20% v/v, y cada sonda 2 pmol/μL; mezclado en H2O) a las células adheridas. 

Inicialmente se probaron 5 sondas, sin embargo, solo se utilizaron 2 para los análisis 

(Eub338 y MY1574) (Tabla 5). Para evitar la evaporación, se colocaron cubreobjetos (22 

x 30 mm) sobre las muestras. La cámara húmeda se selló con parafilm y se metió a la 

campana de extracción. Se dejó incubando por 10 minutos. Se metió la cámara húmeda 
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al horno de hibridación por 2 horas a 46ºC evitando que la cámara estuviera en contacto 

directo con el piso del horno de hibridación. En la campana de extracción, se adicionaron 

de 100 - 200 μL de la solución de lavado (NaCl 215 mM, Tris pH 7.5 20 mM, EDTA 5 mM 

en agua estéril) previamente calentada a 46ºC en una de las esquinas del cubreobjetos 

y se dejó que permeara hasta que el cubreobjetos flotó y se removió con unas pinzas. 

Los portaobjetos se lavaron sumergiéndolos por 15 minutos en tubos cónicos de 50 mL 

con solución de lavado precalentada a 48º C. Se adicionaron 100 μL de la solución de 

DAPI-WGA (Tris pH 7.5 10 mM, DAPI 1 μg/mL y WGA 20 μg/mL) y se incubó por 30 

minutos a temperatura ambiente en oscuridad. Los portaobjetos se lavaron con agua 

helada y con etanol 100%. Se adicionó 1 gota del reactivo para montar (ProLong Gold 

Antifade Mountant) y se colocó el cubreobjetos (#1.5). Las muestras se almacenaron en 

oscuridad hasta que se realizó la microscopía (Figura 9 – “2. Hibridación”). 

 

 
 

Microscopía 
Las imágenes se tomaron con un microscopio confocal de escaneo por láser, Zeiss 780 

(Carl Zeiss) equipado con un detector de espectro de multiánodos con 32 canales y 3 o 

5 líneas de laser. Las imágenes se adquirieron a 40X. El escaneo (Zeiss) de los espectros 

de las imágenes se adquirió para cada campo en orden descendente de la longitud de 

onda de excitación; 633 nm, 561 nm y 488 nm. Se adquirió una imagen de fluorescencia 

estándar a 405 nm de excitación para cada campo cuando se leía la señal de la sonda 

Eub388- Pacific Blue (Figura 9 – “3. Microscopía confocal”). 
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9. Resultados 
9.1 Determinación de metabolitos 
 

Los metabolitos del AgM y del PQ se han caracterizado en trabajos previos. En nuestro 

caso, el perfil metabólico se realizó con el objetivo de caracterizar la fermentación 

realizada en el laboratorio y comparar el final de nuestra fermentación con el pulque del 

productor local. Además, el perfil permitía monitorear el avance de las fermentaciones. 

 

Se cuantificaron 7 metabolitos: sacarosa, fructosa, glucosa, acetato, lactato, succinato y 

etanol; así como la temperatura y el pH. La sacarosa, glucosa y fructosa son 

carbohidratos utilizados como fuente de carbono por muchos microorganismos, mientras 

que el acetato, lactato, succinato y etanol son considerados productos de fermentación. 

La temperatura es un indicador indirecto de la actividad microbiana y el pH es un 

indicador de la acidificación de la bebida por la producción de lactato y acetato (u otros 

ácidos orgánicos). 

 

Los resultados se muestran en la Figura 10. Las mediciones para aguamiel y pulque se 

muestran del lado izquierdo de las gráficas (representando los controles) y las 

mediciones de la fermentación (T_0h, T_3h y T_6h), del lado derecho (representando la 

fermentación). El pH y la temperatura se monitorearon durante la toma de las muestras 

(Tabla 6). 
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El AgM está compuesto principalmente por sacarosa (40.81 g L-1 ± 28.8), glucosa (16.04 

g L-1 ± 12.85) y fructosa (14.17 g L-1 ± 6.43). El etanol (4.80 g L-1 ± 5.28) presente en 

AgM puede deberse a la rápida fermentación de éste, que pudo suceder durante el 

transporte o desde la colecta. Mientras que el lactato fue el ácido orgánico más 

concentrado en esta muestra (3.05 g L-1 ± 0.98), seguido por el succinato (2.50 g L-1 ± 

0.51) y el acetato (1.00 g L-1 ± 0.32). (Figura 10 – Sección roja y Tabla 6). El pH fue de 

4.90 ± 0.21 indicando que el AgM ya estaba ligeramente ácido, y la temperatura fue de 

17.3 ºC ± 1.5 (Tabla 6).  

 

Por otro lado, el PQ tiene como metabolito más concentrado el etanol (41.43 g L-1 ± 

10.90), seguido por la fructosa (30.75 g L-1 ± 4.17), la glucosa (10.14 g L-1 ± 1.05), el 

lactato (4.00 g L-1 ± 0.77), la sacarosa (2.26 g L-1 ± 2.44), el succinato (2.04 g L-1 ± 0.48) 

y el acetato (1.02 g L-1 ± 0.02) (Figura 10 – Sección roja y Tabla 6). Su pH fue de 4.24 ± 

0.01 y una temperatura de 19.7 ºC ± 1.2 (Tabla 6). 
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Durante la fermentación (T_0h, T_3h y T_6h) se observa un incremento en la 

concentración de etanol (26.40 g L-1 ± 7.36 a 35.99 g L-1 ± 9.67), fructosa (26.40 g L-1 ± 

5.58 a 35.91 g L-1 ± 3.09) y lactato (3.55 g L-1 ± 0.61 a g L-1 ±); una disminución de la 

sacarosa (17.75 g L-1 ± 12.72 a g L-1 ±); y la glucosa (14.78 g L-1 ± 5.03 a 4.17 g L-1 ± 

0.59). El acetato (1.04 g L-1 ± 0.11 a 1.16 g L-1 ± 0.05) y el succinato (2.21 g L-1 ± 0.48 a 

2.39 g L-1 ± 0.31) no tuvieron grandes cambios (Figura 10 – Sección azul y Tabla 6). El 

pH disminuyó durante el proceso, pasando de 4.45 ± 0.14 al inicio (T_0h) a 4.15 ± 0.18 

al final (T_6h); mientras que la temperatura aumentó de 18.3 ºC ± 1.5 al inicio (T_0h), 

22.3 ºC ± 0.6 a la mitad (T_3h) y 24.7 ºC ± 0.6 al final (T_6h) de la fermentación (Tabla 

6). 

 

La fermentación de PQ llevada a cabo en el laboratorio se caracteriza por la diminución 

en el pH y el incremento en la temperatura que son características de procesos 

fermentativos y de actividad metabólica, respectivamente. Además, se observa una 

fermentación, principalmente etanologénica y láctica. 

 

Al comparar el PQ con el final de la fermentación (T_6h) (Figura 10 y Tabla 6), se observa 

que la concentración de metabolitos y el pH son similares entre las dos muestras. Esto 

sugiere que la fermentación llevada a cabo en el laboratorio produce una bebida similar 

al PQ del proveedor. 

 

La temperatura es 2.4 ºC mayor en el PQ, respecto al AgM. Durante la fermentación, 

incrementa 5.4 ºC del inicio (T_0h) al final (T_6h). La temperatura del cuarto de 

fermentación estuvo controlada a 23 ºC, y esto contribuyó al incremento en la 

temperatura durante las primeras 3 horas de la fermentación. A pesar de ello, la 

temperatura final fue de 24.7 ºC ± 0.6, lo que significa que incrementó 1.4 ºC respecto a 

la temperatura ambiente mostrando una actividad microbiana importante. 

 

Las concentraciones de los metabolitos entre fermentaciones variaron mucho (Figura 10 

y Tabla 6), esto puede deberse a haber usado AgM y PQ recolectado de distintas plantas 

y en diferentes épocas del año. Una forma de normalizar y poder comparar entre 
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muestras es utilizando la cantidad de carbono (moles) que aporta cada metabolito (Figura 

11). En este análisis se incluyó la cuantificación de metabolitos de las 4 fermentaciones 

realizadas. 
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La sacarosa es el metabolito que aporta en mayor proporción carbono (moles) en el AgM 

(con excepción del AgM de la fermentación 4 – fecha 30/08/18); mientras que en el PQ, 

el etanol y la fructosa son los que se encuentran en mayor proporción en las 4 

fermentaciones. Durante la fermentación, se observa una disminución en la proporción 

de sacarosa junto con un incremento del etanol y la fructosa. Esto sugiere que, a pesar 

de haber diferencias entre la concentración de los metabolitos (Tabla 6), la proporción 

de carbono (moles) que aporta cada metabolito es similar entre las muestras de cada 

fermentación. 

 

El aguamiel y el pulque tienen perfiles metabólicos distintos. El AgM es rico en sacarosa 

y el pulque en etanol, CO2 fructosa y lactato. En la fermentación se observa un cambio 

gradual de estos metabolitos (T_0h, T_3h y T6h), la sacarosa se consume casi en su 

totalidad a las 3 horas y a las 6 horas el etanol, la fructosa y el lactato alcanzan niveles 

similares al que tienen en el PQ. La concentración de glucosa se mantiene constante en 

todo momento, y es posible que este siendo utilizada como fuente de carbono de los 

microorganismos.  

 

Debido a que se observó un incremento en la concentración de fructosa a lo largo de la 

fermentación, y esta podría estar siendo utilizada para la síntesis de oligosacáridos 

extracelulares (OSE), se decidió explorar si estaban presentes o no en nuestras 

muestras. Se utilizó HPLC con un método de detección basado en oxido-reducción y se 

empleó la inulina (polímero de fructosa) como estándar (Figura 12). 
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En los primeros tiempos de retención (0 – 15 minutos), no se observan cambios en los 

perfiles de OSE (Figura 12 – “Fragmentos pequeños”). En tiempos tardíos de retención 

(15 – 37 minutos), varios picos se definen de manera clara, separando las muestras en 

dos grupos (Figura 12 – “Fragmentos grandes”). El primero conformado exclusivamente 

por AgM, y el segundo por el PQ, T_0h, T_3h y T_6h. De manera interesante, varios 

picos de las muestras no coinciden con el estándar sugiriendo que durante la 

fermentación se producen OSE de un tipo distinto a la inulina o distintos a los incluidos 

en el estándar de inulina utilizado. La abundancia y conformación estructural de estos 

OSE no se pueden determinar con este método. Pero, el AgM podría ser un utilizado 

como control negativo de OSE de la fermentación de PQ.  

 

La fermentación de PQ realizada en el laboratorio es etanologénica, láctica, contiene 

OSE, se acidifica (pH) y tiene actividad microbiana (temperatura). Utiliza la sacarosa 

como principal fuente de carbono la que es transformada en etanol y lactato y libera 

fructosa al medio. Además, a las 6 horas de fermentación, la bebida producida en el 

laboratorio es muy parecida al PQ del productor local. 

 

El usar AgM y PQ de distintas plantas y en diferentes épocas del año pudieron ser los 

factores que más contribuyeron a la dispersión de las concentraciones de los 

metabolitos, aunque la proporción de carbono (moles) aportada por cada metabolito, el 

pH y la temperatura son similar entre las fermentaciones. Dos factores que no se 

midieron y que podrían haber sido de gran utilidad son la concentración de CO2 y O2, 

éstos son indicadores de la actividad metabólica y del crecimiento de los 

microorganismos. La biomasa no se determinó ni se calculó. 

 

9.2 Extracción de ADN metagenómico y secuenciación 
 

El ADN metagenómico (ADNmet) se extrajo de cada una de las muestras por triplicado 

y fue analizado para: 
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i) Conocer la integridad del ADNmet usando un gel de agarosa al 1% (Figura 13). 

Las bandas ubicadas por encima del marcador de peso molecular corresponden 

al ADNmet y las bandas ubicadas en la parte inferior del gel corresponden a RNA. 

ii) Determinar la concentración de ADN, relación 260/230 y 260/280 por medio de 

Nanodrop (Tabla 7). 

iii) Determinar la concentración de ADN de doble cadena (Tabla 7). 

 

Y se envió 1 µg de ADN de doble cadena por muestra para su secuenciación.  
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9.3 Análisis bioinformático 
 
9.3.1 Análisis de calidad, limpieza y trimming 
 

El número de nucleótidos totales obtenidos de la secuenciación fue ~30,000 millones y 

el tamaño de todos los archivos fue de ~70 gigabytes. A partir de este momento, a las 

muestras se les llamará metagenoma. Cada metagenoma fue secuenciado en 4 líneas 

para garantizar la homogeneidad de la secuenciación, que se realizó de manera pareada 

(R1 y R2), obteniendo 8 archivos de secuenciación para cada metagenoma (total 

archivos = 40). Se concatenó la información de las 4 líneas de cada metagenoma para 

R1 y R2. Con esto se obtuvieron 2 archivos por metagenoma, uno con las secuencias 

R1 y otro con las R2 (total archivos concatenados = 10) (Tabla 8). 

 

 
 

Para conocer la calidad inicial de las lecturas se utilizó el programa FastQC y se observó 

una distribución elevada de k-meros repetidos (k-mer content). Dichos k-meros 

coincidían con las secuencias de los códigos de barras utilizadas durante la 

secuenciación, por lo cual se decidió recortar las lecturas con el programa Trim Galore. 
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La calidad de las lecturas recortadas se volvió a analizar con FastQC y no se observó la 

presencia de k-meros. Inicialmente, las 5 librerías contenían 253,173,126 lecturas 

pareadas y después de la limpieza y el trimming se conservaron 251,702,144 lecturas 

(se eliminaron menos del 0.6% del total de lecturas iniciales) (Tabla 9). 

 

Las 5 librerías tuvieron un tamaño similar (65,682,782 – 49,501,142 lecturas) con 

excepción de la librería 3 (T_0h) donde se generaron 20,761,154 lecturas siendo 

considerablemente menor al resto. Pese a ello, se decidió utilizarla ya que en todos los 

análisis se normalizó con el tamaño de cada librería. El tamaño promedio de las lecturas 

de cada librería estuvo entre 117 y 121 nt con máximos de 127 y mínimos de 20 

(establecido durante el trimming) (Tabla 9). 

 

 
 

9.3.2 Determinación de la diversidad y composición microbiana 
 
Elección del anotador taxonómico 
Las lecturas de cada metagenoma (librería o muestra) se anotaron con distintos 

programas (Metaphlan2, Centrifuge, KAIJU, KRAKEN y KRAKEN2); para elegir la mejor 

anotación se consideraron los siguientes criterios: 

1. La capacidad de anotar a nivel de género y especie. 

2. La capacidad de anotar hongos. 

3. Que el archivo de resultados permitiera la extracción de información de manera 

sencilla. 
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4. Que existiera documentación clara de cada programa 

 

KRAKEN2 fue el mejor anotador taxonómico evaluado, ya que anota de buena forma a 

nivel de género y especie, la BD incluye hongos y es de genomas completos, es fácil 

extraer la información y clasifica de manera rápida (Tabla 10). 
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Para evaluar de manera más cuantitativa la capacidad de anotar de KRAKEN2 se estimó 

la eficiencia y precisión usando los 5 metagenomas (se emplearon las ecuaciones de la 

Figura 8). 

 

La eficiencia de asignación de KRAKEN2 estuvo entre 0.3248 para el metagenoma del 

AgM y 0.4851 para el del T_3h. Los otros 3 metagenomas estuvieron por encima de 0.45 

(Figura 14.). Esto significa que en 4 de los 5 metagenomas se lograron asignar casi la 

mitad de las lecturas de cada librería, al menos a nivel de dominio. En el caso del 

metagenoma de AgM, es probable que algunos de los microorganismos presentes en 

esta muestra no estén reportados en la RefSeq y, por lo tanto, podrían ensamblarse 

genomas no reportados a partir de esta muestra. Otra posibilidad es la presencia de 

organismos que no estuvieron considerados en la BD. Por ejemplo, no se consideraron 

los genomas de insectos o del humano como posible fuente de contaminación. Los 

insectos pudieron haber estado en contacto con el AgM antes de la recolección, y, por el 

otro, durante la extracción de AgM, donde se emplea el acocote y se succiona con la 

boca, se habría podido contaminar con células humanas. Sin embargo, cuando se utilizó 

el anotador “Centrifuge”, cuya BD contiene secuencias humanas, se observó una baja 

contaminación por genoma humano (<5%), descartando que haya afectado en la 

eficiencia de asignación de KRAKEN2 en el AgM. En el caso de los insectos no se analizó 

si había o no secuencias en nuestros metagenomas. 
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Una vez que sabíamos la eficiencia de asignación, se estimó la precisión de asignación 

en 6 niveles taxonómicos (filo, clase, orden, familia, género y especie). En los 6 niveles 

taxonómicos analizados, la precisión con la cual asignó KRAKEN2 fue excelente, ya que 

se obtuvo un valor mayor a 0.9 en cada uno de ellos. Esto significa que, en promedio, 

más del 90% de las lecturas de cada metagenoma que se asignaron a nivel de dominio, 

también se asignaron en los demás niveles taxonómicos (Figura 15.). Esto nos permitió 

analizar la composición microbiana hasta nivel de especie. 

 



 56 

 
 

Diversidad microbiana 
La diversidad de especies es una propiedad de las comunidades ecológicas, la cual se 

cree que es el principal factor descriptivo que determina la estructura, funcionalidad y 

dinámica de las comunidades 111. Existen distintas maneras para analizar la diversidad 

microbiana, en los últimos años la más utilizada se basa en utilizar el gen ribosomal y 

estimar diversos índices 111–113.  

 

En nuestro caso, se decidió estimar la diversidad microbiana enfocada a la riqueza y 

similitud (Observed, Chao1, Shannon y Simpson) por dos razones: la primera como un 
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factor descriptivo y la segunda porque estos resultados se tomaron en cuenta, más 

adelante, en la elección del tipo de ensamble. 

 

Con Observed y Chao1, se estimó la riqueza de OTUs únicos y ajustados, 

respectivamente. Con Shannon y Simpson se estimó la riqueza de OTUs similares y la 

probabilidad de que dos OTUs tomados al azar representen al mismo OTU, 

respectivamente. Se utilizaron únicamente los taxones asignados a nivel de especie. 

 

La riqueza (Observed y Chao1) es similar en los 5 metagenomas (Tabla 11). El 

metagenoma del AgM fue el de mayor riqueza (Observed = 4285 y Chao1 = 4658.02). El 

metagenoma T_0h tuvo los valores más dispersos y menores de riqueza (Observed = 

3784 y Chao1 = 4160.51); esto es de esperarse, ya que es la librería más pequeña. Los 

demás metagenomas tuvieron valores cercanos al del AgM. 

 

Se calculó el exponente del índice de Shannon (eShannon) para poder comparar entre los 

metagenomas. El índice de Shannon (eShannon) y el de Simpson muestran que el 

metagenoma del AgM tiene la mayor cantidad de OTUs dominantes ~100 y está 

dominado por 1 OTU. Este OTU fue identificado como Zymomonas mobilis (abundancia 

relativa 11.4% en AgM). Los demás metagenomas tuvieron índices Shannon (eShannon) 

entre 14.26 y 29.69, y de Simpson entre 0.76 y 0.86, sugiriendo que hay menos especies 

dominantes en la fermentación y en el PQ respecto al AgM, pero sigue habiendo 1 

especie que domina, la cual volvió a ser identificada como Zymomonas mobilis. 
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No se estimó la diversidad beta porque este considera la abundancia relativa de los 

OTUs. La anotación que se realizó fue con genomas completos, por lo cual, el número 

de lecturas asignadas a cada OTU está afectada por el tamaño del genoma al cual fue 

asignada. Por ejemplo, se esperaría que el número de lecturas asignadas y la 

abundancia relativa de una levadura fuera mayor que de una bacteria, porque su genoma 

es más grande. 

 

Composición microbiana a nivel de género 
La composición genómica microbiana (CGM) se definió como la sumatoria del número 

de lecturas asignadas a un taxón dividido por el total de lecturas de la librería (Figura 8. 

– Ec. 1) y se calculó la CGM para los siguientes niveles taxonómicos (dominio, filo, clase, 

orden, familia, género y especie). 

 

Las bacterias y los eucariotas fueron los dominios más abundantes en los 5 

metagenomas, con > 99.84 % de las lecturas asignadas (Tabla 12). Se decidió no 

explorar las archaeas debido a su baja proporción; sin embargo, a pesar de ser el grupo 

menos abundante, si se analizaron los virus debido a que sus genomas son de menor 

tamaño y podrían tener importancia en el control de la población microbiana. Los virus 

se analizaron por separado de las bacterias y eucariotas. 

 

 
 

Para analizar la abundancia relativa de bacterias y eucariotas, se incluyeron aquellos 

taxones >= 0.5% en al menos 1 muestra y se decidió analizar los resultados en 3 niveles 

taxonómicos: clase, género y especie. Se identificaron 4 clases dominantes de bacterias 
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(Bacilli, Clostridia, Alfaproteobacteria y Gammaproteobacteria) y 1 de eucariotas 

(Saccharomycetes), que representan entre el 96.4% y 98.2% de las lecturas asignadas. 

Además, se identificaron 14 géneros, que pertenecieron a 4 de las 5 clases más 

abundantes (Bacilli, Alfaproteobacteria, Gammaproteobacteria y Saccharomycetes) y en 

conjunto contenían entre el 82.6% y el 91.8% de lecturas asignadas. Finalmente, se 

obtuvieron 38 especies distribuidas en 9 de los 14 géneros y en 4 de las 5 clases (Bacilli, 

Alfaproteobacteria, Gammaproteobacteria y Saccharomycetes) y todas las especies se 

compartieron en las 5 muestras. Varias de las especies clasificadas pertenecen a BAL, 

BAA y levaduras que han sido identificadas previamente en AgM y PQ 5,13–15,17,76. 

 

El AgM está compuesto principalmente por géneros de la clase Bacilli – 41.3% 

(Leuconostoc – 21.7%, Lactococcus – 9.9%, Streptococcus – 3.4%, Lactobacillus – 1.4%, 

Bacillus – 0.6%, Enterococcus – 0.6% y Staphylococcus – 0.5%), Gammaproteobacteria 

– 40.3% (Acinetobacter – 26.7%, Hafnia – 3.5%, Rahnella – 1.3% y Obesumbacterium – 

0.7%), Alfaproteobacteria 13.8% (Zymomonas – 11.4% y Acetobacter – 1.1%) y 

Saccharomycetes – 0.5% (Saccharomyces – 0.1%).  

 

Por su parte, el PQ tuvo una composición distinta. La clase más abundante fue la 

Alfaproteobacteria 40.3% (Zymomonas – 35.8% y Acetobacter – 0.8%), seguida por los 

Bacilli – 33.8% (Leuconostoc – 15.9%, Lactobacillus – 6.0%, Lactococcus – 5.8%, 

Streptococcus – 2.3%, Enterococcus – 0.4%, Bacillus – 0.4% y Staphylococcus – 0.4%), 

las Gammaproteobacteria – 13.8% (Acinetobacter 2.5%, Hafnia – 0.7%, Rahnella – 0.2% 

y Obesumbacterium – 0.1%), y los Saccharomycetes – 21.2% (Saccharomyces – 20.3%). 

 

El cambio más notorio entre el AgM y el PQ y que es consistente durante la fermentación, 

fue el enriquecimiento de los géneros Saccharomyces (240 veces), Zymomonas (3.15 

veces) y Lactobacillus (4.2 veces), junto con la disminución de todos los géneros de la 

clase Gammaproteobacteria en el PQ y al final de la fermentación (T_6h) (Figura 16).  

 

De acuerdo con otros estudios (Figura 5), los géneros Acinetobacter, Lactococcus y 

Leuconostoc son abundantes en AgM. Anteriormente no se había a Zymomonas en el 
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PQ; estas diferencias pueden deberse a que las muestras son de distinto origen 

geográfico o por usar secuenciación masiva. Z. mobilis se encuentra en otras regiones 

geográficas y algunos genomas se han aislado de otras zonas. El encontrar a Z. mobilis 

pudo deberse a que la metagenómica no depende de un solo gen, permitiendo una mejor 

clasificación e identificación taxonómica.  

 

 
 

Composición microbiana usando genes ribosomales 
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Una manera de corroborar la anotación taxonómica es mediante la asignación de las 

lecturas a genes ribosomales 39. Por ello, se decidió recuperar (identificar u OTU picking) 

posibles genes ribosomales de bacterias (ADNr 16S) y hongos (ITS) con la BD de SILVA 

v121 (curada) y clasificarlos con la BD de RDP con un número de boostraps = 100. La 

abundancia relativa se definió como (#hits = # genes ribosomales; #hits / total de hits de 

cada metagenoma) y se graficaron los géneros con una abundancia relativa >= 0.5% en 

al menos una muestra (Figura 17.). 

 

Se clasificaron 6 géneros bacterianos: Streptococcus, Lactobacillus, Lactococcus; 

Leuconostoc, Acinetobacter y Zymomonas; y, 4 géneros de hongos: Kluyveromyces, 

Naumovozyma, Saccharomyces y Torulaspora. De estos, Streptococcus, Lactobacillus, 

Lactococcus y Leuconostoc pertenecen a los Bacilli y son la clase más abundante 

identificada en las 5 muestras. Acinetobacter y Zymomnas fueron los únicos géneros de 

las clases γ-PB y ⍺-PB, respectivamente. 

 

Al igual que cuando se asignó con genomas completos (KRARKEN2), el AgM tiene una 

composición mayoritaria de géneros pertenecientes a los Bacilli, seguidos por las 

Gammaproteobacterias, las Alfaproteobacterias y por último los Saccharomycetes. Estos 

dos últimos se incrementan en el PQ y durante la fermentación. Los 10 géneros 

identificados por genes ribosomales también fueron identificados cuando las lecturas se 

asignaron con los genomas completos sin restringir la abundancia. Kluyveromyces, 

Torulaspora y Naumovozyma habían sido identificados como poco abundantes (< 0.5% 

en todas las muestras). Otra diferencia muy evidente es la dominancia de BAL (> 60% 

abundancia relativa) y una baja cantidad de levaduras (< 10% abundancia relativa) en 

todas las muestras. 
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El análisis de la composición microbiana recuperando genes ribosomales refleja un 

comportamiento similar al observado cuando se usan genomas completos. Este análisis 

es más estricto y restringido a un solo gen; y por eso no se pudieron identificar todos los 

géneros predichos cuando se usó una referencia con genomas completos. Este análisis 
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permitió ratificar la presencia de 10 de los 14 géneros (71.4%), es probable que éstos 10 

géneros sean claves en la estructura funcional y dinámica de la fermentación de PQ. En 

la Tabla 13 se comparan los microrganismos, nivel de género, identificados en este 

trabajo con trabajos previos. 

 

Composición microbiana a nivel de especie 
Como se había mencionado con anterioridad; la precisión de KRAKEN2 (>90% a nivel 

de especie) permitió analizar la composición microbiana hasta nivel de especie. Para 

este análisis se incluyeron aquellas especies que tuvieran una abundancia relativa > 1% 

en al menos una de las muestras (Figura 18). 
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Las BAL aportan la mayor cantidad de especies y géneros al AgM, PQ y durante la 

fermentación; es probable que cada una de ellas este teniendo un papel característico 

debido a su diversidad genómica 73–75. Por otro lado, Zymomonas mobilis es una bacteria 

microaerofílica y la única especie del género Zymomonas. Esta bacteria fue aislada por 

primera vez del pulque y se tienen pocos genomas secuenciados completos hasta la 
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fecha (16), a pesar de su alto potencial en la producción de bioetanol 2,12. La presencia y 

participación de esta bacteria en la fermentación de pulque no es clara, aunque todo 

indicaría que está involucrada en la síntesis de etanol y polisacáridos. Estudios de 

diversidad microbiana en pulque y aguamiel mostraron que su abundancia es baja con 

respecto a levaduras etanologénicas clásicas (S. cerevisiae) y de bacterias productoras 

de EPS (L. mesenteroides) 15. Es probable que su representatividad haya sido 

subvalorada por ser una bacteria de difícil aislamiento y poco representada en bases de 

datos. En este trabajo estamos reportando por primera vez que Zymomonas mobilis es 

la especie más abundante en aguamiel, durante la fermentación y en el pulque. 

 

Estos resultados sugieren que, a pesar de que Z. mobilis y S. cerevisiae son la bacteria 

y la levadura más abundante en las muestras, las BAL son las que tienen la mayor 

cantidad de especies y, probablemente, la mayor diversidad de funciones. 

 

El viroma 
Los virus son microorganismos que dirigen la evolución de otros microorganismos y 

promueven la transferencia horizontal de material genético; además, se cree que la 

mayoría de los virus son fagos que infectan a bacterias. El viroma, que se define como 

la colección de material genético de virus en un ecosistema, ha sido estudiado 

principalmente en ambientes marinos en donde han encontrado que cambios genéticos 

en los genomas de los virus explica de mejor manera la diferencia entre las regiones 

geográficas que la presencia o ausencia de los virus. Dicho en otras palabras, los virus 

son universales y los cambios genéticos se deben a factores ambientales los cuales 

ejercen presión de selección 114,115. Aunque, en alimentos fermentados se ha encontrado 

que la diversidad de virus explica de mejor manera el origen geográfico del kimchi que la 

diversidad bacteriana 116.  

 

En este marco, se decidió analizar la abundancia de los virus en las 5 muestras 

secuenciadas. La abundancia relativa de los virus no superó el 0.08% en ninguna de las 

muestras; el metagenoma del AgM fue el que tuvo la mayor proporción de virus (0.08 %) 

y los demás metagenomas estuvieron entre 0.3% (PQ, T_0h y T_6h) y 0.2% (T_3h) 
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(Tabla 12). La composición de virus se analizó a nivel de especie con la finalidad de 

identificar de manera más clara a los miembros de esta comunidad y se incluyeron los 

más abundantes (27 especies >=10 lecturas en al menos una muestra) (Figura 19).  

  

De los 780 virus identificados, se muestran las 27 especies más abundantes, la mayoría 

de ellos fagos de bacterias de la clase Bacilli (96.3%) con excepción del Cellulophaga 

phage phi39:1 el cual se encuentra en bacterias del género Cellulophaga. Este fago ha 

sido asociado con el viroma de océanos y la biósfera rara 117. La presencia de fagos de 

los océanos en nuestras muestras sugiere que éstos podrían tener diferentes nichos 

ecológicos. Los fagos de bacterias de la clase Bacilli pertenecen a los géneros 

Enterococcus (n=2), Lactococcus (n=9), Leuconostoc (n=7), Staphylococcus (n=2) y 

Lactobacillus (n=6). Una diferencia interesante que se encontró es que los fagos del 

género Lactococcus (0.0193%), que eran los más abundantes en AgM y los del género 

Leuconostoc (0.0074%), que eran los terceros más abundantes en AgM, pasaron a ser 

los segundos (0.0044%) y cuartos (0.0013%) más abundantes en PQ y al final de la 

fermentación, respectivamente, mientras que, Enterococcus y Lactobacillus pasaron del 

segundo (0.0178%) y cuarto (0.0009%) lugar en AgM, al primero (0.0050%) y tercero 

(0.0029%) en PQ y al final de la fermentación, respectivamente. Estos resultados 

coinciden con el incremento en la población bacteriana de Lactobacillus y Enterococcus 

y la disminución de Leuconostoc y Lactococcus del AgM al PQ y durante la fermentación 

(Figura 16). 
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9.3.3 Obtención de MAGs 
 

Elección de la plataforma 
Se probaron 3 métodos distintos para ensamblar y se eligió binning (híbrido) porque los 

5 metagenomas contenían prácticamente a los mismos microorganismos. Además, una 

de las etapas era no supervisada (binning híbrido) y la siguiente supervisada (curación 

de los bins) dándole mayor confiabilidad a nuestro análisis. Se eligió Anvi’o porque era 
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la única plataforma que permitió hacer el binning híbrido y la curación manual de los bins 
19,22,91. 

 

 
 

Elección del tipo de ensamble y ensamblador 
El siguiente paso consistió en elegir entre un meta-ensamble o un coensamble. Para ello, 

se realizaron 3 ensambles utilizando 3 distintos ensambladores. Para el meta-ensamble 

se juntaron las 5 muestras en 2 archivos (R1 y R2) y el ensamble se realizó con IDBA-

UD y con metaSPADES. Para el coensamble, cada muestra se emplea como una réplica 

y se usó MEGAHIT. Los encabezados de los contigs obtenidos de cada ensamble fueron 

editados y se eliminaron aquellos contigs con un tamaño < 1000 nt de longitud y se 

compararon utilizando QUAST (Tabla 15 y Figura 20).  

 

El mejor ensamble fue obtenido con metaSPADES. El número de contigs y el %GC no 

variaron entre los 3 ensambles; la longitud total del ensamble fue similar entre MEGAHIT 
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y metaSPADES pero con IDBA-UD fue mucho menor; el contig más largo fue obtenido 

con metaSPADES y tuvo un tamaño de 287,616 nt y con los otros dos ensambladores 

no superó los 20,000 nt. Cuando se comparó la N50 (la longitud del contig con el cual se 

alcanza el 50% de la longitud del ensamble cuando los contigs son ordenados de mayor 

a menor tamaño) y la L50 (la posición que ocupa el contig de la N50) el ensamble de 

metaSPADES fue claramente superior a los otros 2; al igual que cuando se analizó la 

distribución de los contigs por tamaño, donde metaSPADES fue el único que generó 

contigs > 25,000 y 50,000 nt (Figura 20). 
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En ocasiones, la asignación taxonómica con lecturas o con contigs es distinta. Para 

descartar que fuera nuestro caso, los contigs se asignaron con KRAKEN2 y con los 

mismos parámetros y la misma BD empleada para las lecturas. Se seleccionaron los 30 

géneros más abundantes de los 5 metagenomas (asignados con las lecturas), 

obteniendo 55 géneros únicos. Estos 55 géneros fueron buscados en la anotación 

taxonómica del meta-ensamble y se encontraron 53 de los 55 géneros (96.4%); los 

géneros Kazachstania y Zygosaccharomyces fueron los 2 géneros ausentes en el meta-

ensamble. Es probable que sus genomas tengan una alta similitud con otras levaduras 

o que no hayan podido ser ensambladas correctamente. Aun así, el resultado muestra 
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una muy buena correlación entre la clasificación taxonómica usando lecturas o 

ensambles para con los géneros más abundantes. 

 

Mapeo 
El binning híbrido requiere información de la cobertura y el uso de codones, para ello 

cada metagenoma de ser mapeado contra el meta-ensamble. Se utilizó Bowtie2 y 

Samtools para este paso; se espera que el porcentaje de lecturas mapedas esté 

alrededor del 90% y las lecturas mapeadas correctamente sean más del 70% (Tabla 16). 

Estos valores van a variar dependiendo del número de contigs eliminados por su tamaño, 

por ejemplo, el ensamble generado con metaSPADES produjo un total de 105,458 

contigs de los cuales se eliminaron 83,369 debido a que tenían un tamaño < 1000 nt. 

 

 
 

Generación de la CONTIGS.DB y de los MAGs 
Se generó la CONTIGS.DB de acuerdo con el programa Anvi’o y se predijeron los genes 

hipotéticos con Prodigal. Además, utilizando HMMER3, se anotaron los genes hipotéticos 

con las 4 BD de genes de copia única. Con Blast+ (E-value < 1e-5), se anotaron con la 

BD de genes ortólogos COGs de NCBI. Luego, los genes hipotéticos fueron extraídos de 

la CONTIGS.DB y traducidos a proteínas para ser anotados con InterProScan con la BD 

de InterPro y con GhostKoala de KEGG en su versión gratuita en línea. Por último, se 

utilizó KAIJU para anotar taxonómicamente los genes hipotéticos con la BD no 

redundante de proteínas de NCBI. Las anotaciones se incorporaron a la CONTIGS.DB. 

Utilizando los resultados del mapeo y la CONTIGS.DB anotada, se generaron los perfiles 

para cada metagenoma empleando una herramienta de Anvi’o. Como se comentó en la 

metodología, durante esta etapa se generan muchos datos estadísticos de los contigs y 
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genes y luego se unen los perfiles para hacer el binning. Una vez que se tienen los bins, 

hay que revisar cada uno y manualmente limpiarlos, considerando el porcentaje de genes 

de copia única y el tamaño total de los contigs (>= 90% ó >2 Mega bases por bin) y la 

redundancia de los genes de copia única (<10% por bin) (Tabla 17). Los bins curados ya 

son MAGs. 

 

Es importante destacar que con los genes de copia única uno puede identificar genomas 

de una misma especie o de otra, ya que son marcadores filogenéticos 118. 

 

 
 

Se obtuvieron 23 MAGs curados de los cuales 7 se lograron asignar a nivel de género, 

14 a nivel de especie y 2 no fueron identificados ni en especie ni en género (Tabla 18). 
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De los MAGs que lograron ser asignados taxonómicamente (n=21), se obtuvieron 2 

levaduras, una a nivel de género (Saccharomyces sp.) y otra a nivel de especie 
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(Kluyveromyces marxianus). Ambas levaduras han sido reportadas como 

microorganismos clave en la fermentación de pulque y de otros alimentos fermentados 
5,7,9,13–15,17. Las bacterias de la clase Bacilli fueron las que aportaron la mayor cantidad 

de MAGs (n=10), los cuales pertenecen a Leuconostoc mesenteroides, Leuconostoc sp., 

Lactobacillus otakiensis, Lactobacillus sanfranciscensis, Lactobacillus pentosiphilus, 

Lactobacillus sp. (n=2), Lactococcus lactis, Lactococcus plantarum (n=2). Lactococcus 

plantarum no había sido reportado en la fermentación de pulque. Además, se logró 

obtener MAGs de las γ-PB: Hafnia alvei, Rahnella sp., Acinetobacter sp. y Kluyvera 

intermedia. Dentro de las a-PB se obtuvieron 5 MAGs: uno de Acetobacter sp., uno de 

Gluconobacter roseus y 3 de Zymomonas mobilis, este último es la especie más 

abundante en todas nuestras muestras, por lo que no es un resultado extraño.  

 

La Figura 21 muestra los distintos microorganismos, a nivel de género, que han sido 

identificados en el AgM, PQ y en la fermentación empleando distintos métodos. Se 

utilizaron todos los géneros reportados en 3 trabajos y los identificados en este estudio; 

los géneros únicos se agruparon en 5 categorías y se seleccionaron aquellos que 

hubieran sido identificados en al menos 2 de ellas. Se obtuvieron 73 géneros que 

cumplían con nuestras condiciones; la mayoría fueron identificados por secuenciación 

masiva tipo shotgun y asignadas con la BD de genomas completos (n=69) seguida de 

recuperación de genes ribosomales de la misma secuenciación (recuperación de genes 

ribosomales) (n=57). Destacaron 6 géneros que han sido identificados en todos los 

estudios, independientemente del método empleado: Acinetobacter, Lactobacillus, 

Lactococcus, Leuconostoc, Kluyveromyces y Saccharomyces. Estos géneros podrían 

ser considerados el core microbiano de la bebida (Figura 21a). Es probable que existan 

varias subpoblaciones de Z. mobilis en nuestras muestras porque se ensamblaron 3 

genomas y fue la especie más abundante en todas nuestras muestras. La presencia de 

subpoblaciones podría explicar su alta abundancia en condiciones distintas, AgM y PQ. 
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Para conocer el potencial funcional que podrían tener estos 23 MAGs; se comparó el 

número de genes hipotéticos y de funciones únicas de los MAGs con respecto a los del 

meta-ensamble (Figura 22.). El número total de genes hipotéticos para el meta-ensamble 

fue de 99,730 (100%) y el de los 23 MAGs de 64,548 (64.72%). Para identificar las 

funciones únicas, éstas se definieron como las combinaciones únicas de los anotadores 

funcionales para cada gen hipotético. Por ejemplo, la proteína-A que está anotada de la 



 76 

siguiente manera (KO-0001-COG-001- PS00301) es distinta a la proteína B (KO-0001-

COG-001) y tienen “funciones” distintas. El número total de funciones únicas en el meta-

ensamble fue de 30,693 (100%) y 28,884 (94.10%) para los MAGs. Esto significa que, a 

pesar de tener el ~65% de los genes hipotéticos, los MAGs representan ~95% de la 

capacidad funcional de la fermentación de pulque. 

 

 
 

9.3.4 Análisis funcional (pangenómico) de los MAGs 
 

Una manera de comparar la diversidad de funciones es mediante el análisis de clusters 

de todos los genes dentro de varios genomas (pangenoma). Este tipo de análisis consiste 

en agrupar los genes en función de su similitud a nivel de secuencia (blastp), seguido de 

la separación en clusters (MCL) y, finalmente, realizando un alineamiento múltiple de los 

genes de cada cluster (MUSCLE). Se utilizaron los 23 MAGs para hacer el análisis 

pangenómico y de manera ilustrativa se muestra en la Figura 23. 

 



 77 

 



 78 

 

Se formaron 3 grandes clusters de funciones (circulograma en orden de las manecillas 

del reloj); el primero muestra funciones representadas en todos los grupos bacterianos; 

el segundo muestra funciones únicas entre los MAGs, el tercero son funciones 

compartidas entre algunos MAGs. 

 

Por otro lado, se formaron 8 clusters taxonómicos (Figura 23 – recuadro morado): i) las 

3 Zymomonas mobilis (⍺-PB); ii) Acetobacter sp. (⍺-PB) y Gluconobacter roseus (⍺-PB); 

iii) Acinetobacter sp. (γ -PB); iv) Saccharomyces sp. y Kluyveromyces marxianus ; v) 

Rahnella (γ -PB), Kluyvera intermedia (γ -PB), Hafnia alvei (γ -PB) y Desconocido_2 ; vi) 

2 Lactococcus plantarum (Bacilli) y Lactococcus lactis (Bacilli); vii) Leuconostoc 

mesenteroides (Bacilli) y Leuconostoc sp. (Bacilli); y, viii) Desconocido_1, Lactobacillus 

sp_1. (Bacilli), Lactobacillus sanfranciscensis (Bacilli), Lactobacillus pentosiphilus 

(Bacilli), Lactobacillus sp_2. y Lactobacillus otakiensis (Bacilli). Es probable que uno de 

los MAGs desconocidos pertenezca al género Lactobacillus y que el otro sea una γ-PB, 

sin embargo, se requieren otros análisis para corroborarlo. 

 

Este análisis soporta la propuesta de que existen al menos 4 grupos de microorganismos 

con actividades metabólicas muy características; sin embargo, no se pudieron identificar 

las funciones metabólicas características de cada uno de los microorganismos. 
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9.3.5 Pangenoma de Zymomonas mobilis 
 

Z. mobilis es la especie más abundante en las 5 muestras que se analizaron, están 

reportados pocos genomas (n=16), es de importancia biotecnológica y se obtuvieron 3 

MAGs, por lo cual se decidió hacer un análisis pangenómico de la especie. Se 

descargaron 16 genomas de NCBI y se descartaron 2 que no estaban reportados en la 

RefSeq. Después, se generó una CONTIGS.DB y se anotó cada uno de ellos con las 

mismas BD y condiciones que los MAGs. El análisis pangenómico se realizó con los 
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mismos parámetros que en el pangenoma de los MAGs, el único parámetro que se 

modificó fue el valor de MCL (valor = 1). 

 

Este análisis permitió identificar los genes que pertenecen al core de Z. mobilis el cual 

está compuesto por ~2000 genes (Figura 25). La redundancia de los genomas fue 

mínima, excepto por uno de los MAGs (CB_Zymomonas_mobilis_3 ~8% redundancia). 

CB_Zymomonas_mobilis_1 fue el MAG más pequeño de los 3. El %GC fue muy similar 

al de los genomas de referencia. La longitud total de los MAGs fue ligeramente menor 

que las referencias. CB_Zymomonas_mobilis_1 y CB_Zymomonas_mobilis_2 se 

separaron de los demás genomas, mientras que, CB_Zymomonas_mobilis_3 se agrupo 

entre los genomas ASM57616v1v1 y ASM305204v1. Es importante recalcar que no 

realizamos un análisis filogenómico y el agrupamiento se basa en la presencia/ausencia 

de genes. CB_Zymomonas_mobilis_1 y CB_Zymomonas_mobilis_2 tienen clusters 

faltantes que parecieran complementarse. 
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9.4 Microscopía  
 

La distribución y organización espacial de los microorganismos puede tener un impacto 

importante desde el punto de vista metabólico y de interacción entre ellos y el ambiente. 

En ratones gnotobióticos, se ha estudiado la organización espacial en el intestino a 

macroescala (centenas de micrómetros) donde se observan comunidades heterogéneas; 

mientras que a microescala (decenas de micrómetros), se observan microhábitats 

homogéneos similares a lo observado en biorreactores 23,119. 
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En este contexto y en colaboración con la Dra. Jessica Mark Welch y la Dra. Shamayim 

Tabita Ramírez Puebla del MBL de la Universidad de Chicago, se analizaron muestras 

de AgM y PQ empleando el método de CLASI-FISH. Se eligieron 5 sondas que ya se 

habían utilizado, pero se decidió analizar las muestras sólo con 2 de manera exploratoria 

(Tabla 5). Las muestras se fijaron en el IBT y se enviaron a EUA para la hibridación y 

microscopía. La muestra de AgM fijada con PFA 2% y centrifugada no se analizó por 

problemas técnicos. 

 

En AgM, independientemente del tratamiento, se observa una menor densidad de 

microorganismos representada en su mayoría por bacterias (verde) y los hongos fueron 

casi imperceptibles, en comparación con PQ, pero no se ven cambios entre las muestras 

de AgM o entre las del PQ (Figura 26). Tampoco se distinguen diferencias en la densidad 

de microorganismos entre las muestras centrifugadas y no centrifugadas. 

Los microorganismos no se cuantificaron, sin embargo, a pesar del incremento en la 

cantidad de microorganismos, pareciera que la proporción bacteria-hongo se mantiene 

entre el AgM y el PQ. Interesantemente, se observan distintas formas bacterianas entre 

el AgM y el PQ; por ejemplo, en el AgM la mayoría de las bacterias forman racimos y en 

el PQ hay diplococos, cadenas de bacilos y bacilos. 

 

La distribución de los microorganismos pareciera no se aleatoria. En las 3 muestras de 

AgM, las bacterias forman cúmulos dentro de los cuales se aprecian hongos, lo cual 

sugiere una interacción entre estos grupos. Los hongos podrían estar siendo protegidos 

de las altas concentraciones de azúcar en el AgM por las bacterias, y éstas últimas 

podrían estar inhibiendo el crecimiento de los hongos y alimentándose de ellos. En 

cambio, en el PQ, las bacterias y los hongos parecieran distribuirse a lo largo de todo el 

campo. En las muestras de PQ no centrifugadas se aprecia una organización no aleatoria 

de las bacterias, es decir, pareciera que se agregan en forma de una red, la cual podría 

deberse a la organización de microorganismos alrededor de los polímeros. En este 

momento, es difícil saber si esta estructura en forma de red es real en el PQ o un artefacto 

del protocolo. Una manera de mejorar el análisis microscópico sería fijar las muestras 

mediante criopreservación (usando nitrógeno líquido) o con alguna resina, ya que 
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preservarían de mejor manera la disposición espacial. Además, el poder teñir los 

polisacáridos contribuiría de manera importante a saber si éstos tienen un impacto en la 

organización microbiana.  

 

En resumen, se observan diferencias en la densidad microbiana, el tipo de morfología 

bacteriana, y una organización no aleatoria de bacterias y hongos (se agregan) entre el 

AgM y el PQ. La formación de una estructura microbiana durante la fermentación de PQ 

no es evidente y se debería abordar de otra manera, sin embargo, parecieran no 

distribuirse de manera azarosa. 
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10. Conclusiones 
 

En este trabajo se definió la composición microbiana en el aguamiel, el pulque y en 

distintos tiempos de fermentación, se evaluaron propiedades fisicoquímicas 
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(temperatura, pH, azúcares y ácidos orgánicos), se ensamblaron 23 genomas de 

microbianos y se observó, por microscopia de fluorescencia, a las levaduras y bacterias 

en aguamiel y pulque. 

 

La Figura 27 muestra el resumen de cada etapa del trabajo. 

 

La composición microbiana mostró que el aguamiel, el pulque y los 3 tiempos de 

fermentación comparte la gran mayoría de microorganismos. Se identificaron 38 

especies (abundancia relativa. > 0.5% en al menos 1 muestra) que representan 14 

géneros y 4 clases de bacterias y hongos cuando se clasificaron las lecturas. Como 

método de comprobación, se buscaron genes ribosomales (16S) y se clasificaron 7 de 

los 14 géneros previamente descritos. Además, al analizar el viroma se mostró que está 

compuesto principalmente por fagos de enterobacterias, BAL y BAA. Dichos fagos 

mostraron el mismo patrón de abundancias que sus hospederos y podrían ser utilizados 

como biomarcadores.  

 

La abundancia de microorganismos varía en cada punto muestreado, por ejemplo, en el 

aguamiel Acinetobacter es abundante, pero disminuye a las 6 horas de fermentación. En 

cambio, Z. mobilis y S. cerevisiae se enriquecen conforme se desarrolla la bebida. Esto 

concuerda con los resultados metabólicos, en donde se observó el incremento en la 

concentración de etanol. La abundancia de las BAL (Leuconostoc y Lactobacillus) se 

mantuvo constante en todo momento a pesar del incremento del pH en la bebida. Es 

probable que se requiera de análisis de transcriptómica para identificar a los productores 

de ácido láctico. 

 

El ensamble de novo permite recuperar secuencias consenso de los microorganismos 

presentes en una muestra. Se ensamblaron 23 MAGs de bacterias (n=21) y levaduras 

(n=2), de los cuales, 14 fueron asignados a nivel de especie, 7 a nivel de género y 2 no 

se asignaron a ninguno de estos dos niveles taxonómicos. Es probable que los genomas 

no clasificados sean artefactos del proceso de ensamble o representen microorganismos 

poco conocidos y no representados las bases de datos usadas. La curación manual de 
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MAGs es un proceso complejo y requiere validación con otros métodos como PCR y 

secuenciación de los extremos de los contigs. Este último paso no estaba contemplado 

en el trabajo, pero es necesario si se quiere tener más conocimiento de las poblaciones 

presentes en el pulque. 

 

Comparación de MAGs con genomas de referencia permite validar de manera 

bioinformática la calidad de los genomas y compararlos con secuencias de referencia. El 

análisis pangenómico permite comparar todos los genes de un grupo de genomas. Se 

realizó un pangenoma de Z. mobilis con los 3 MAGs obtenidos en este trabajo y con 14 

genomas de referencia obtenidos de NCBI, todos los disponibles hasta ese momento. 

Uno de los MAGs compartía más del 80% de sus genes con genomas previamente 

secuenciados, los otros 2 MAGs compartían alrededor del 50%. Esta diferencia podría 

indicar otros genotipos de Z. mobilis. 

 

El uso de microscopía permite observar la distribución espacial de los microorganismos. 

Se observaron distintas agrupaciones microbianas entre el AgM, racimos de bacterias 

englobando hongos, y el PQ, diplococos, cadenas de bacilos y cadenas de hongos. Este 

tipo de organización supone un tipo de interacción complejo entre bacterias y levaduras. 

Por ejemplo, podría existir competencia por el sustrato, dada la rapidez en el consumo 

de sacarosa. También podría haber mutualismo o depredación, en donde la producción 

de polisacáridos podría permitir la supervivencia de algunos organismos y/o acaparar 

nutrientes. 

 

Una gran parte del trabajo consistió en explorar y establecer el flujo de trabajo y los 

algoritmos para el análisis bioinformático. A la fecha no existen métodos estandarizados 

complicando la implementación e interpretación de los resultados. Pese a ello, los 

resultados son contundentes, existe una población muy definida en el pulque. El pulque 

es un sistema único en donde las poblaciones microbianas se renuevan en un ciclo en 

cada lote cuando se añade aguamiel y donde forman agregados microbianos. A pesar 

de ser un abierto (expuesto a la vida rural), no se encontraron patógenos. Es posible que 

la naturaleza ácida y la competencia por dicho hábitat prevenga la colonización por 
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microorganismos no deseados. La comunidad microbiana del pulque puede ser un 

excelente modelo de interacción microbiana y de producción de compuestos de interés 

biotecnológico como el bioetanol o compuestos nutricionales. 

 

 
 

11. Perspectivas 
 

• Desarrollar un modelo de fermentación de pulque para estudiar interacciones 

microbianas. Por ejemplo, seleccionando representantes de los 6-8 géneros core. 

 

• Comparar los MAGs con microorganismos de otros alimentos fermentados para 

estimar que tan únicos o generales son.  
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• Aislar o secuenciar usando lecturas largas (PacBio) para obtener información de 

mejor calidad de los microorganismos presentes en la bebida. Esto permitiría 

comparar genes entre regiones geográficas 

 

• Definir si los MAGs representan a microorganismos cultivables o no cultivables (p.e. 

vías de síntesis de aminoácidos) e intentar cultivarlos y aislarlos. 
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