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Resumen 

En México, la producción de destilado de agave es uno de los procesos más ancestrales que 

involucran microorganismos. Estos destilados resultan de la piña de agave de más de 20 especies 

diferentes. La producción de estos destilados ocurre en varias regiones del país, en la mayoría se lleva 

a cabo de manera artesanal y su fermentación se considera espontánea con microorganismos nativos. El 

estudio de la fermentación microbiana ayuda a entender los procesos de producción con el potencial de 

mejorar la calidad del producto final. Dicho lo anterior, el objetivo de este trabajo es explorar la 

diversidad, estructura y las principales determinantes de la comunidad microbiana a lo largo de las 

regiones mezcaleras en México haciendo uso de técnicas metagenéticas. Utilizamos marcadores 

moleculares específicos para la identificación de hongos y bacterias: la región del ITS (en inglés para 

Internal Transcribed Spacer) para hongos y la región del 16S rRNA para bacterias. Estos amplicones 

fueron secuenciados masivamente y su análisis reveló un gran número de microorganismos participantes 

y permitió explorar la diversidad microbiana que interactúa durante la fermentación para el proceso de 

producción de destilados de agave. Se obtuvieron 1290 ASVs (Variante de secuencia de amplicón) 

únicos distribuidos en 16 principales géneros bacterianos y 609 ASVs únicos distribuidos en 10 

principales géneros fúngicos. El género Lactobacillus fue el dominante en las bacterias, seguido de 

Oenococcus, una bacteria productora de etanol. Los géneros fúngicos más abundantes a lo largo del 

proceso fueron Pichia y Saccharomyces. Un núcleo de 7 géneros bacterianos fue catalogado como 

compartido a lo largo de las distintas regiones productoras (Lactobacillus, Oenococcus, Weissella, 

Gluconobacter, Leuconostoc, Acetobacter, Komagataeibacter), mientras que, para hongos, 3 géneros 

fueron observados como núcleo (Saccharomyces, Pichia y Kluyveromyces). Los índices de diversidad 

de Shannon y Simpson indican que hay mayor riqueza y heterogeneidad en las comunidades bacterianas. 

Se propone que los principales factores que guían la diversidad y estructura de la comunidad son la 

región geográfica y la especie de agave.  
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Introducción 

Agaves y mezcales  

 

El género Agave es miembro de la subfamilia Agavoideae dentro de la familia de plantas 

Asparagaceae, (Grupo para la filogenia de angiospermas (APG), 2009). La distribución natural del 

agave se extiende desde Estados Unidos pasando por México, Centro América, Islas del Caribe, y 

Sudamérica hasta llegar a Paraguay (García-Mendoza, 1998). El género Agave se compone de alrededor 

de 206 especies; México tiene la mayor diversidad de especies (159, de las cuales 119 son endémicas) 

y es considerado su centro de origen (Gentry, 1982; García-Mendoza and Chávez-Rendón, 2013). Los 

agaves son elementos muy importantes en los ecosistemas xerófilos, semiáridos y áridos, representando 

recursos alimenticios para una gran cantidad de organismos. Por ejemplo, las flores de especies de agave 

también son parte de la dieta de murciélagos del género Leptonycteris que migran largas distancias en 

México y el desierto de Sonora (Howell and Roth, 1981; Rojas-Martínez et al., 1999). 

 

La importancia cultural de los agaves en México y Estados Unidos es enorme desde la época 

prehispánica y hasta el día de hoy. Más de 70 usos tradicionales conocidos han sido documentados para 

las especies de este género (García-Mendoza, 1998). Además, los agaves demuestran ser una fuente 

potencial como cultivos bioenergéticos y como fuentes de compuestos bioactivos para tratar el cáncer, 

antioxidantes, antimicrobianos, antifúngicos, prebióticos y con actividad antiinflamatoria (Barreto et al., 

2010; Escamilla-Treviño, 2012; Simpson et al., 2011; Santos-Zea et al., 2012; Hernández-Valdepeña et 

al., 2016). 

  

De especial importancia son las bebidas fermentadas como el pulque, que se consumen en México 

de manera ancestral desde la época prehispánica. También pueden mencionarse el tequila y el mezcal, 

producidos del agave y que conllevan un proceso de fermentación. A pesar de que se sugiere (Serra y 

Lazcano, 2012) que los procesos de destilación en Mesoamérica se llevaban a cabo desde antes del 

mestizaje, esto sigue como una hipótesis controversial. Por último, se tiene registro de la producción de 

mezcal en 26 de los 32 estados del país (Colunga-García et al., 2008).   

 

El mezcal hoy en día es una bebida que ha ganado popularidad y se ha convertido en un foco de 

atención para los productores con ganancias que rondan de los 60 a 800 pesos por litro dependiendo de 

la temporada del año, marca, especie de agave y país donde se compre. Se creía que el sabor del mezcal 
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era siempre el mismo, hasta que el estudio presentado por De León-Rodríguez et al., (2006), comprobó 

lo contrario. El autor propuso que los compuestos orgánicos y la cantidad de cada uno de ellos moldeaba 

el sabor del mezcal de manera casi única. En un trabajo similar, Verdugo (2011) propuso que el sabor y 

aroma del mezcal provienen del tipo de compuestos producidos en el agave durante el proceso de 

fermentación. 

El microbioma en la fermentación mezcalera 

 

Durante mucho tiempo se consideró a Saccharomyces como el principal y único organismo 

involucrado de manera favorable en la fermentación, esencialmente, del vino. Todas aquellas levaduras 

que no fueran S. cerevisiae eran consideradas como responsables de deteriorar el vino (Cray et al., 2013). 

Al desconocer esta dinámica microbiana de manera específica, se tomaba el papel de estas levaduras 

como un impacto negativo en el producto al añadirle compuestos como ácido acético, etilacetato y 

acetaldehído (Romano et al., 2003). 

 

Hoy se sabe que la presencia de ciertas especies de microorganismos durante el proceso de 

fermentación es intermitente, usualmente las especies no-Saccharomyces aparecen en las primeras 

etapas de la fermentación junto con algunas bacterias (Cuvas-Limón et al., 2020). Este consorcio de 

microorganismos incluye especies de levaduras y bacterias. La proporción de cada uno depende, en el 

caso del vino, del grado de madurez de la uva y la disponibilidad de nutrientes. Las uvas son susceptibles 

a infecciones fúngicas hasta el envero después del cual la microbiota de las uvas intactas es similar al 

de las hojas de la vid, dominada por levaduras basidiomicetos y hongos parecidos a levadura (Barata et 

al., 2012).  

 

Una de las diferencias más importantes entre las especies Saccharomyces y no-Saccharomyces es 

su habilidad diferencial de producir varias enzimas extracelulares envueltas en la hidrólisis de 

componentes estructurales (Capozzi y Spano, 2015). Generalmente las cepas de S. cerevisiae tienen 

poca capacidad de producir estas enzimas (Capece et al., 2012) en comparación con las levaduras no-

Saccharomyces (Maturano et al., 2012).  

 

Estudios más recientes se han enfocado en la identificación de los metabolitos producidos por las 

levaduras no-Saccharomyces que posiblemente tengan un rol contra el deterioro del producto (Masih et 

al., 2001; Weiler & Schmitt, 2003; Comitini et al., 2004; Ciani & Comitini, 2011). Varios trabajos con 

otras bebidas que involucran un proceso similar de fermentación demostraron que varias especies de 
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levaduras no-Saccharomyces eran predominantes al inicio de la fermentación espontánea (Fleet, 2003). 

Y al contrario de esto, S. cerevisiae permanece a lo largo del proceso hasta que no soporta la cantidad 

de etanol en el medio (Cuvas-Limón et al., 2020).  

 

En relación con lo anterior, Jolly et al., (2014) proponen que este grupo de levaduras no-

Saccharomyces son las que dan el aroma y característico sabor al mezcal al añadir productos metabólicos 

secundarios como terpenoides, ésteres, alcoholes superiores, glicerol y ácido succínico. Incluso hay 

estudios que ponen a prueba la hipótesis de que las especies no-Saccharomyces promueven el 

crecimiento y actividad bacteriana, mientras que Saccharomyces provee la producción alcohólica (Zhre 

y Erten, 2002, y Clemente Jiménez et al., 2004). Estudios demuestran que especies pertenecientes al 

género Candida, Pichia y Kluyveromyces producen poligalacturonasa, mientras que la pectina 

metilesterasa es producida por Candida, Debaryomyces y Pichia (Fernández et al., 2000, Masoud and 

Jespersen, 2006). Ambas enzimas son importantes en la degradación celular, permitiendo la 

descomposición del tejido vegetal en el proceso de fermentación. Jolly et al., (2014) también mencionan 

que, en las fases iniciales de la fermentación, las levaduras no-Saccharomyces agotan los nutrientes en 

el medio, pero producen otros metabolitos que podrían estimular el crecimiento de las bacterias ácido-

lácticas. Al mismo tiempo, las bacterias juegan un rol fundamental en evitar la pudrición del fermento 

al disminuir el pH. De esta manera se previene el crecimiento de otros microorganismos como bacterias 

toxigénicas (Wood and Holzapfel 1995). 

 

Existen grupos de bacterias reconocidos como responsables de la fermentación: lácticas o también 

conocidas como LAB (Lactic Acid Bacteria, por sus siglas en inglés) y aquellas responsables de producir 

ácido acético, llamadas AAB (Acid Acetic Bacteria, por sus siglas en inglés). En alimentos fermentados 

y espontáneamente fermentados el grupo de microorganismos que más se aísla son las bacterias LAB 

(Cuvas-Limón et al., 2020). Las bacterias LAB son una parte esencial en los procesos de fermentación 

gracias a sus características fisiológicas como la utilización de sustrato, capacidades metabólicas y sus 

propiedades funcionales (Ramos and Schwan 2017). Estas bacterias modifican el contenido de 

carbohidratos en los alimentos, disminuyen el pH produciendo ácidos orgánicos, sintetizan 

aminoácidos, mejoran la disponibilidad de vitaminas tipo B, degradan antinutrientes y aumentan la 

cantidad de minerales como hierro, zinc y calcio (Blandino et al., 2003). Por otro lado, las bacterias 

AAB son clasificadas en la familia de Acetobacteraceae y sus géneros más importantes para la 

fermentación son Acetobacter, Gluconobacter, Gluconoacetobacter y Komagataeibacter (Giudici, De 

Vero, and Gullo 2017). Estas bacterias se caracterizan por su habilidad para oxidar carbohidratos y 
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alcoholes a sus correspondientes ácidos orgánicos, aldehídos o cetonas en un proceso designado como 

“fermentación oxidativa”, el cual es una fuente de energía para la célula (Cuvas-Limón et al., 2020).  

 

En estos productos fermentados, el tipo de productos secundarios obtenidos, así como el desarrollo 

de la textura, sabores y olores depende del sustrato y las especies involucradas. El sustrato debe ser rico 

en disacáridos y los minerales necesarios para activar el metabolismo microbiano. Al mismo tiempo, no 

debe contener inhibidores como toxinas que disminuyan el crecimiento de estos microorganismos. Es 

cierto que las condiciones medioambientales influencian al proceso de fermentación, pero los alimentos 

tradicionalmente fermentados no son procesos estandarizados, lo que significa que estas condiciones no 

son siempre las mismas (Cuvas-Limón et al., 2020).  

 

De igual modo, se han hecho pruebas en vinos con inóculos específicos para tratar de obtener 

propiedades particulares en el producto final. Incluso se ha planteado incluir organismos genéticamente 

modificados (GMOs) en el proceso de fermentación (Jolly et al., 2014). En este último trabajo se discute 

el uso de la ingeniería genética en los principales actores de la fermentación, siguiendo con la línea de 

producir un mezcal con propiedades específicas. Sin embargo, el desarrollo de estos alimentos y bebidas 

se ve afectado por la baja aceptación del consumidor y de la restrictiva legislación internacional (Nieto-

Sarabia et al., 2022., Eldarov et al., 2020., Gorter de Vries et al., 2019).   De la misma manera, la 

demanda de productos fermentados y alcohólicos ha moldeado la investigación para el desarrollo de 

nuevas estrategias que generen destilados con bajo contenido de etanol (Kutyna et al., 2010). 

 

En relación con lo anterior, las actividades metabólicas y ecológicas de los microorganismos son 

importantes a tal grado que determinan el aroma y sabor del mezcal. Es esencial comprender estos 

procesos para entender la función de los microorganismos y sus comunidades. Los sistemas celulares 

de una cantidad ínfima de especies han sido intensivamente caracterizados a niveles bioquímico, celular, 

genómico y de biología de sistemas; otra cantidad sustancial de estudios de ecología microbiana han 

sido publicados con relación a las interacciones de las especies, sucesión de la comunidad y 

metagenómica ambiental (Cray et al., 2013). 

Dinámica de la comunidad durante la fermentación 

 

A pesar de que puede haber cientos de especies presentes en el inicio de la fermentación, la 

comunidad puede evolucionar hasta verse dominada por unas pocas especies (Randazzo et al., 2010; 

Cabrol et al., 2012). Estudios en la fermentación del queso crotonés pecorino revelan que, aun cuando 
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el cuajo contiene más de 300 cepas bacterianas, la comunidad queda dominada, eventualmente por 

Lactobacillus rhamnosus (Randazzo et al., 2010). En vino, las especies no-Saccharomyces comienzan 

dominando el proceso de fermentación, pero son reemplazadas rápidamente por S. cerevisiae, que guía 

la fermentación y la producción alcohólica hasta el final (Fleet, 2003).  

 

El origen de esta dinámica a lo largo de la fermentación está bien documentado al menos para S. 

cerevisiae, pues cuenta con todo un sistema regulatorio que permite la coordinación de un conjunto de 

respuestas a estrés en una manera en la que se optimiza el uso de la energía (Cray et al., 2013). 

Numerosos estudios demuestran que S. cerevisiae responde a estrés osmótico, oxidativo y el 

funcionamiento de las proteínas y la estabilidad de la membrana es altamente eficiente (Szopinska and 

Morsomme, 2010). Además de estas respuestas a estrés, existe evidencia de que la dinámica del 

metabolismo de polifosfato y glucógeno en S. cerevisiae están conectados de tal forma que se potencia 

la producción de ATP (Castrol et al., 1999) y que los niveles de poliploidía en muchas cepas aumentan 

la tolerancia al estrés oxidativo y otros estreses. Las estrategias de conservación y generación de energía 

en S. cerevisiae se presentan paralelamente en otras especies como Bacillus subtilis, sugiriendo que 

estos genes asociados con la generación de energía son altamente expresados (Karlin et al., 2001). La 

eficiencia de energía mejorada aparente en algunas especies no sólo apunta a su robustez como sistema 

biológico, sino que también es requerido para permanecer con este fenotipo de vigor de crecimiento y 

ejercer más presión a sus competidores (Cray et al., 2013).  

Estudio de los microbiomas 

Antecedentes  

  

La identificación y aislamiento de los microorganismos involucrados en el proceso de fermentación 

de agave comenzó con Lachance (1995). Lachance utilizó técnicas de microbiología que lograban 

cultivar apenas una decena de microorganismos, además de enfrentarse a problemas de cultivo en 

algunas especies. Con el tiempo se implementó la técnica de Gradiente de Gel de Electroforesis 

Desnaturalizado acoplado a la Reacción en Cadena de Polimerasa o PCR-DGGE (Verdugo, 2011). El 

PCR-DGGE es un método electroforético capaz de detectar diferencias mínimas de tamaño en los 

fragmentos de DNA. Esto se debe a un gradiente de desnaturalización en un gel de acrilamida. Si bien 

sigue siendo utilizada, la cantidad de microorganismos que logra detectar es muy baja debido a la 

limitante en tamaño de las regiones que logra capturar (Desgarennes, 2014; Aldrete, 2020). Por lo 

anterior y debido al uso extensivo de las tecnologías de secuenciación, el PCR-DGGE va quedando en 
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desuso (Walker, 2017 p. 151) y han surgido estrategias más puntuales como la amplificación y 

secuenciación masiva del gen 16S ribosomal y sus distintas regiones hipervariables. 

 

Metabarcoding 16s rRNA e ITS 

 

Los análisis de diversidad en organismos unicelulares utilizan ampliamente al metabarcoding como 

herramienta para capturar la diversidad dentro de una muestra haciendo uso de la secuenciación del gen 

16S rRNA. Es importante decir que la longitud aproximada de este gen es de 1500 pares de bases y los 

primers utilizados para amplificación por PCR tienen nombres como 8F y 1492R. Lo anterior significa 

que el cebador forward inicia en el nucleótido 8 y el cebador reverse comienza en el nucleótido 1492 

(Olesen, 2016). De manera general, el gen 16S rRNA se conforma de nueve regiones hipervariables 

flanqueadas por regiones conservadas (Fig. 1). Dependiendo de la región hipervariable estudiada, se 

podrá observar un enriquecimiento de ciertos taxas. Por ejemplo, el análisis de la región V3 se asocia 

con las clases dentro del phylum Firmicutes y Proteobacteria (Vargas-Albores et al., 2017). Pueden 

hacerse combinaciones de estas regiones como V3-V4 o V5-V6, como en el Proyecto del Microbioma 

Humano. Algunos estudios sugieren la secuenciación del gen 16S completo para obtener resultados más 

finos (Yarza et al., 2014). Esto permite aplicarse a distintas áreas de estudio como la medicina, donde 

se podrían diferenciar cepas en pruebas médicas en las que normalmente se crean resistencias a 

antibióticos (Valenzuela, 2015).  

Figura 1. Estructura general del gen 16S rRNA. El gen 16S rRNA se conforma de regiones conservadas (en azul) y de 9 

regiones hipervariables (en verde). 
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Una de las partes importantes en los análisis con 16S son las bases de datos curados (Johnson et al., 

2019). En ellas hay millones de secuencias para comparar o asignar taxonomía a un nivel tan fino como 

las cepas. Los ejemplos más conocidos son GenBank, GreenGenes, Metatax2, Ribosomal Data-base 

Project (RBP-II), SILVA, Ribosomal Database Project European Molecular Biology Laboratory, Smart 

Gene IDNS y Ribosomal Differentiation of Medical Microorganisms (RIDOM) (Clarridge, 2004). 

Algunas ventajas de la secuenciación del gen 16S son: la detección de bacterias no cultivables, sobre 

todo en aquellas poco descritas y la identificación de cepas dentro de una especie como menciona 

Valenzuela (2015).  

 

Por otro lado, los ITS (Internal Transcribed Spacer por sus siglas en inglés) son regiones que 

pertenecen al grupo de genes de RNA ribosomal utilizados con frecuencia como marcadores 

moleculares que estiman relación filogenética entre especies (Eberhardt, 2010; Fonseca, 2016; Rocha, 

2020). También son usualmente en los que recae la identificación molecular de los hongos pues algunos 

los reconocen como los marcadores de barcoding más eficaces para los mismos (Raja et al., 2017). 

Dentro del clúster de genes se reconocen tres partes diferenciadas; LSU como subunidad mayor, SSU 

como subunidad menor y, por último, la región de ITS que incluye a los ITS1 y 2 y al gen 5.8 rRNA 

situado entre estos dos últimos (Kurtzman, 2014). Se utiliza la PCR como método de amplificación y se 

utilizan primers específicos de acuerdo con la región de interés (Fig. 2). La región completa del ITS 

(incluyendo el 5.8S) equivale a 550-600 pares de bases (Raja et al., 2017).  

 

 

Figura 2. Estructura de la región ITS en levaduras. La región ITS se encuentra flanqueada por las secuencias codificantes y 

estructurales de las subunidades ribosomales 18S y 26S. Se conforma por las regiones ITS1, la subunidad 5.8S y la región ITS2. 

Existen primers específicos que permiten amplificar la región de interés (flechas rojas y azules).  
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Identificación taxonómica usando metabarcoding 

 

Durante mucho tiempo se ha utilizado el metabarcoding de 16S rRNA para la identificación de 

procariontes y con ello los OTUs (Unidades Operacionales Taxonómicas) como técnica o unidad de 

análisis. Estas unidades taxonómicas son muy útiles dada la dificultad para clasificar “especies” en 

organismos procariontes, ya que, para ello requerían cultivos y caracterización morfológica y 

bioquímica.  

 

En términos prácticos, una OTU se puede considerar equivalente a una categoría taxonómica. Cada 

OTU es definido o representado por una secuencia taxonómica única en el análisis. Esto se comprueba 

comparando las secuencias contra bases de datos especializadas. La agrupación por OTUs utiliza un 

umbral de similitud del 97% entre la secuencia de referencia (tomada de bases de datos) y la secuencia 

de consulta. De cumplirse esta consigna, la secuencia de consulta se cataloga como un OTU al que 

posteriormente se asignará un nivel taxonómico (Edgar, 2018). Este umbral fue propuesto en los años 

90 cuando sólo unas pocas secuencias de 16S rRNA estaban disponibles. Sin embargo, las lecturas en 

los análisis de metabarcoding tienen errores introducidos durante PCR y la secuenciación, lo que resulta 

en un número considerable de OTUs dudosos o falsos.  

 

Para mitigar lo anterior, surge una variación de los OTUs llamada ASV (Secuencias de Variantes 

de Amplicón), la cual asigna un umbral de 99% de similitud en las secuencias para clasificarlas como 

una especie. Las ASVs fueron propuestas por Callahan (2017) al desarrollar un algoritmo de 

agrupamiento que infiere las secuencias biológicas o ASVs. A pesar de que hay controversia en el uso 

de OTUs o ASVs, hay ventajas claras para los ASVs. Se incorpora el uso de análisis referidos a bases 

de datos y al mismo tiempo la inferencia estadística de secuencias biológicas mediante modelos de error. 

Con lo anterior, se elimina la limitante de identificar nuevas ASVs que no están presentes en las bases 

de datos (Callahan, 2017, Glassman et al., 2018).  

 

Software QIIME2 

 

El programa informático para análisis biológico-ecológicos QIIME2 (acrónimo en inglés para 

Quantitiative Insights Into Microbial Ecology), fue desarrollado bajo la estructura de plugins que 

permite la integración y funcionamiento de algoritmos desarrollados por terceros para contribuir a la 

funcionalidad. Desde herramientas de última generación para control de calidad en secuencias para 

distintas plataformas de secuenciación, hasta aquellas que permiten la asignación taxonómica y cálculos 
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de diversidades, incluso se han agregado nuevos plugins que permiten el análisis metabolómico y 

metaproteómico (Bolyen et al., 2019). QIIME2 es bastante eficiente hablando de tiempo de 

procesamiento, además, incorpora el uso de algoritmos como el Divisive Amplicon Denoising Algorithm 

2 (DADA2) que, aunque requiere bastante poder de cómputo, incluye varias funciones (denoising de 

secuencias, dereplicación y filtrado de quimeras) y además produce archivos de salida listos para el 

análisis de diversidad. DADA2 emplea el método de agrupamiento de ASV’s, que como se mencionó 

anteriormente, emplea un algoritmo de error en las secuencias para después utilizar ese error al asignar 

el valor a las secuencias verdaderas y después únicas, proceso llamado deduplicación. Adicional a las 

funciones de otros pipelines, DADA2 analiza (denoising) las lecturas forward y reverse de manera 

independiente, esto le da un mayor grado de confianza al análisis posterior (Prodan et al., 2020).  

Justificación  

El mezcal juega un rol económico importante para pequeños productores especialmente por el 

incremento de la producción e interés comercial en años recientes. Los microorganismos identificados 

que participan en la fermentación del agave dentro de todo el territorio mexicano podrían utilizarse para 

mejorar el proceso de producción. Por último, el mezcal tiene un papel social muy importante en nuestra 

cultura al ser un producto que surge con las civilizaciones antiguas y evoluciona con el proceso de 

destilación luego de la llegada de los españoles. Para generar el conocimiento básico de la microbiota 

en este proceso, es esencial generar metodologías para su estudio (buen modelo de comunidades en 

sucesión) y tener la posibilidad de contribuir al cuidado de la microbiota en cada etapa. 

Hipótesis  

Existe una relación entre la composición y estructura del microbioma de la fermentación natural 

con la especie de agave empleada y región geográfica de muestreo en la elaboración del mezcal. 

Objetivo  

Caracterizar mediante análisis de metabarcoding (16S e ITS), las principales comunidades 

microbianas en la fermentación natural de agaves en México, y establecer los principales factores 

bióticos y abióticos que moldean las comunidades.  
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Objetivos particulares 

Obtener datos de marcadores (16S e ITS) mediante secuenciación masiva que nos permitan 

identificar la diversidad de la comunidad bacteriana en las principales zonas productoras, para distintas 

especies de agave y en condiciones diversas de fermentación. 

 

Determinar las principales asociaciones los microbiomas encontrados, a factores bióticos (especie 

de agave, etapa de fermentación) y abióticos (región de productos, tipo de fermentador).  

Materiales y métodos 

Colecta de muestras y almacenamiento 

El mosto utilizado fue obtenido de la colección “levaduras mezcaleras” del grupo YEAST MX, 

realizada entre los años 2018 y 2021 en los estados de Guanajuato, Jalisco, Oaxaca, Puebla y Sonora. 

Esta colección fue creada por Cinvestav Irapuato, LANGEBIO, ENES UNAM - Unidad León y LIIGH 

UNAM en coordinación con productores de los diferentes sitios muestreados. El mosto fue recolectado 

con una micropipeta estéril desechable, se tomaron 4 mL, se colocaron 2 mL del fermento en un tubo 

con glicerol y 2 mL en un tubo sin glicerol. Se sellaron perfectamente, se transportaron en nitrógeno 

líquido y se almacenaron a una temperatura de -80°C hasta su uso. 

Procesamiento del mosto de agave 

La extracción de ADN de las muestras fue realizada modificando el protocolo del kit Quick DNA 

Fungal/Bacterial Miniprep (Zymo Research Corp), agregando previamente al protocolo, una 

incubaciónde 70° C y vortex por 5 minutos. La información de cada una de las muestras procesadas se 

encuentra resumida en la tabla 1.  
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Tabla 1.Metadatos de muestreo 

# ID_muestra Palenque Estado Especie_de_agave Material _de _la _tina Estadio_de_fermentacion

1 AamOax00 Yesu-yu Oaxaca A. americana Cemento Inicial

2 AamOax03 Yesu-yu Oaxaca A. americana Cemento Intermedio

3 AanOax01 Destileria los danzantes Oaxaca A. angustifolia var X. Madera Inicial

4 AanOax02 Salvador Santiago HernandezOaxaca A. angustifolia var X. Madera Inicial

5 AanOax01 Amado Cisneros Oaxaca A. angustifolia var X. Barro Inicial

6 AanOax03 Alipus Oaxaca A. angustifolia var X. Madera Inicial

7 AanOax04 Alipus Oaxaca A. angustifolia var X. Madera Inicial

8 AanOax06 Alipus Oaxaca A. angustifolia var X. Madera Inicial

9 AanOax01 Sergio Garcia Lucas Oaxaca A. angustifolia var X. Madera Inicial

10 AanOax05 Destileria los danzantes Oaxaca A. angustifolia var X. Madera Intermedio

11 AanOax03 Destileria los danzantes Oaxaca A. angustifolia var X. Madera Intermedio

12 AanOax03 Salvador Santiago HernandezOaxaca A. angustifolia var X. Madera Intermedio

13 AanOax04 Salvador Santiago HernandezOaxaca A. angustifolia var X. Madera Intermedio

14 AanOax05 Don Isac Oaxaca A. angustifolia var X. Madera Intermedio

15 AanOax04 Don Isac Oaxaca A. angustifolia var X. Madera Intermedio

16 AanOax03 Don Isac Oaxaca A. angustifolia var X. Madera Intermedio

17 AanOax12 Alipus Oaxaca A. angustifolia var X. Madera Intermedio

18 AanOax03 Sandunga Oaxaca A. angustifolia var X. Madera Final

19 AanOax03 Sandunga Oaxaca A. angustifolia var X. Madera Final

20 AanOax08 Sierra del sur Oaxaca A. angustifolia var X. Madera Final

21 AanOax17 Real Minero Oaxaca A. angustifolia var X. Madera Final

22 AanOax06 El caramelo Oaxaca A. angustifolia var X. Barro Final

23 AanOax04 El Viejito Oaxaca A. angustifolia var X. Barro Final

24 AanOax03 El Viejito Oaxaca A. angustifolia var X. Barro Final

25 AanOax12 Sergio Garcia Lucas Oaxaca A. angustifolia var X. Madera Final

26 AkaOax02 Jose Lucas Garcia Oaxaca A. karwinskii Madera Inicial

27 AkaOax01 Jose Lucas Garcia Oaxaca A. karwinskii Madera Inicial

28 AkaOax07 Jose Lucas Garcia Oaxaca A. karwinskii Madera Final

29 ApoOax00 Paraje Rio Sabino Oaxaca A. potatorum Cuero de vaca Inicial

30 ApoOax03 Real Minero Oaxaca A. potatorum Madera Intermedio

31 ApoOax04 Paraje Rio Sabino Oaxaca A. potatorum Cuero de vaca Intermedio

32 ApoOax05 Real Minero Oaxaca A. potatorum Madera Final

33 ApoOax06 Real Minero Oaxaca A. potatorum Madera Final

34 ApoOax07 Paraje Rio Sabino Oaxaca A. potatorum Cuero de vaca Final

35 AanSon01 NA Sonora A. angustifolia var X. Abierto Inicial

36 AanSon07 Los Sauses Sonora A. angustifolia var X. Lamina Intermedio

37 AanSon08 NA Sonora A. angustifolia var X. Adobe/Concreto Intermedio

38 AanSon06 Tatemado Sonora A. angustifolia var X. Lamina / Metal Intermedio

39 AanSon06 Tatemado Sonora A. angustifolia var X. Lamina / Metal Intermedio

40 AanSon15 NA Sonora A. angustifolia var X. Abierto Final

41 AanSon08 La pitallita Mocha Sonora A. angustifolia var X. Ninguna Final

42 AanSon12 Los Sauses Sonora A. angustifolia var X. Lamina Final

43 AanSon12 NA Sonora A. angustifolia var X. Adobe/Concreto Final

44 AsaxanJal03 Hacienda divisadero Jalisco A. angustifolia var X/A. salmiana Cemento Inicial

45 AsaxanJal03 Hacienda divisadero Jalisco A. angustifolia var X/A. salmiana Cemento Inicial

46 AsaxanJal60 Taberna Cicatan Jalisco A. angustifolia var X/A. salmiana plastico Final

47 AsaxanJal60 Taberna Cicatan Jalisco A. angustifolia var X/A. salmiana plastico Final

48 ArhJal00 Arturo Campos Jalisco A. rhodacanta Suelo/piedra Inicial

49 ArhJal00 Arturo Campos Jalisco A. rhodacanta Plastico Inicial

50 AanPue01 Mezcaleros de Atlapulco Puebla A. angustifolia var X. Acero Inicial

51 AanPue03 Asuncion Matilde Puebla A. angustifolia var X. Plastico Intermedio

52 AanPue02 Mezcaleros de Atlapulco Puebla A. angustifolia var X. Acero Intermedio

53 AanGua06 Penca y Piedra Guanajuato A. angustifolia var X. Madera Inicial

54 AanGua05 Penca y Piedra Guanajuato A. angustifolia var X. Madera Inicial
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PCR y secuenciación 

 

Previo a la amplificación de las regiones 16S rRNA e ITS2, se cuantificaron y adecuaron las 

concentraciones para que fueran superiores a 5 ng/µL para cada muestra. La cuantificación se hizo 

mediante fluorescencia utilizando el sistema Qubit 3.0 (Invitrogen) previamente calibrado para la 

cuantificación. Para corroborar la presencia de ADN genómico microbiano, se realizó un PCR del 

gDNA extraído. Se amplificó la región bacteriana 16s con los primers P27F: 5´-AGA GTT TGA TCC 

TGG CTC AG-3’, P1495R: 5´-CTA CGG CTA CCT TGT TAC GA-3´ (Baggi et al., 2004) y para 

hongos se usaron los primers ITS1-F: 5´-TCC GTA GGT GAA CCT GCG-3´, NL4-R: 5´-TCC TCC 

GCT TAT TGA TAT GC-3´ (Narváez, 2017). Estas regiones amplificadas abarcan una gran cantidad 

del gen 16S y del ITS, con esto aseguramos que las regiones V4 del gen 16S, e ITS2 de la secuencia de 

ITS fueran amplificadas. 

 

La preparación de bibliotecas genómicas y la secuenciación masiva se hizo en el sistema Hi-Seq en 

la plataforma Illumina utilizando bloqueadores (PNA) para minimizar la amplificación de secuencias 

de cloroplastos de la región 16S-V4 (Bender, Holben, Sørensen, & Jacobsen, 2007; Taerum, Steven, 

Gage, & Triplett, 2020) en la empresa ZYMO RESEARCH, en Irvine, California, EUA.  

Procesamiento  

Se inició por importar los datos de secuenciación al ambiente de QIIME2 en su versión 2021.4. El 

programa permite visualizar los estadísticos y calidad de las secuencias en el navegador. Este punto es 

crucial para posteriormente especificar al programa las regiones de corte en las secuencias. El código y 

scripts utilizados para el procesamiento de datos se encuentran disponibles en el siguiente enlace 

(https://github.com/aaronejaime/Mezcal_tesis/tree/main). 

Análisis usando QIIME2 

El paso de filtrado de secuencias es realizado con la herramienta DADA2, incorporada como plugin 

a QIIME2. Las secuencias filtradas por DADA2 se incorporan al proceso de detección de errores de 

secuenciación y amplificación que pudieran intervenir en el posterior análisis. A este proceso se le 

conoce como denoising. Aquí también se crea un modelo de error que permite discernir a un nivel más 

fino, una secuencia que es una ASV de una que no. 
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El resultado del denoising son 3 archivos visualizables en el navegador: el primero es una tabla que 

nos señala cuántas lecturas contiene cada muestra y cuántos ASVs (llamados features por QIIME2) hay 

en el conjunto de muestras. El segundo archivo es una tabla que contiene cada uno de los ASVs 

(features) conformada por un identificador único y la secuencia del ASV, así como su longitud. El tercer 

archivo es un informe general del conjunto de muestras, el cual resume el proceso de denoising, es decir, 

cuántas lecturas contiene cada muestra después de cada paso dentro del proceso. 

 

En el caso particular de este trabajo, el siguiente paso fue la asignación taxonómica de las 

secuencias. Para realizar este proceso, se tomó el segundo archivo del denoising anterior (llamado por 

default rep-seqs.qza por Qiime2) que contiene la información de los ASVs encontrados en el compendio 

de muestras. Este archivo será usado junto con un clasificador (que cumple la función de asignar la 

taxonomía a las secuencias) y una base de datos con las secuencias del gen 16S rRNA, ITS o curadas 

para una región en específico.  

 

En este trabajo se utilizó el clasificador sklearn, previamente entrenado junto con la base de datos 

SILVA (Quast et al., 2013; Yilmaz et al., 2014) versión 138.1 con identidad al 99% para la región V4 

del 16s rRNA. Por otro lado, para la región del ITS2 se usaron la base de datos UNITE 8 con identidad 

al 99% y el clasificador híbrido VSEARCH+sklearn. Para entrenar al clasificador sklearn se usaron 

secuencias de la versión 8 de UNITE también al 99% de similitud. Todos los datos de clasificadores, 

cómo entrenarlos y bases de datos están disponibles y en constante actualización dentro de la plataforma 

de 2 (https://docs.qiime2.org/2021.11/data-resources/). El output de este procedimiento contiene el 

nombre o identificador del ASV y la clasificación taxonómica a la que fue asignado, desde reino hasta 

el nivel de especie.  

 

Para los análisis de diversidad alfa (diversidad dentro de una comunidad en un sitio particular) se 

usaron los índices de Chao1 y Shannon mientras que para la diversidad beta (diversidad de especies 

entre comunidades o ecosistemas) se empleó el método de NMDS (acrónimo en inglés para Non-metric 

multidimensional scaling) respectivamente. Chao1 es un índice paramétrico que para estimar la riqueza 

de especies utiliza datos de abundancias y confiere mayor peso a las especies raras (Escalante, 2003). 

Este indicador asume que las especies raras brindan información sobre el número de especies no 

observadas.  Por otro lado, el índice de Shannon es un indicador del número de especies que identifica 

https://docs.qiime2.org/2021.11/data-resources/
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qué tan similares son las abundancias de distintas especies dentro de la comunidad. Entre mayor sea el 

valor de Shannon, mayor será la diversidad de especies una comunidad.  

 

Por su parte los NMDS facilitan la visualización de la composición o estructura de la comunidad 

microbiana. Su objetivo principal es utilizar una gran variedad de tipo de datos (cuantitativos, 

cualitativos, semicuantitativos, etc) y agruparlos en un plano de acuerdo con su similitud. Utiliza una 

matriz de distancia (que equivale a la similitud dentro de la comunidad) o matriz de disimilaridad en 

lugar de distancias euclidianas (ter Braak, 1995). De esta manera se evitan problemas de sensibilidad 

relacionadas con el número de especies ausentes o presentes y sus abundancias totales dentro de una 

muestra (Sandau et al., 2014). En este trabajo se utilizó una matriz de disimilaridad de Bray-Curtis, 

Figura 3.Géneros bacterianos más abundantes. Los géneros dominantes en el análisis son Lactobacillus, Weissella, Oenococcus, Leuconostoc 

y Gluconobacter.  
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obtenida de la matriz de abundancias. Los datos posteriores a la asignación taxonómica fueron 

exportados de QIIME2 a través de sus plugins y procesados en R, principalmente con phyloseq.  

Resultados 

Diversidad y composición bacteriana 

Se mantuvieron alrededor de 2,700,000 lecturas después del procesamiento, conservándose cerca del 

60% de las lecturas totales en cada muestra con una longitud aproximada de 250 pares de bases. El mayor 

número de lecturas alcanzado por muestra fue de poco más de 103,000 lecturas, en cambio la muestra 

con menor número de lecturas finalizó con tan solo 25,000. Se descartaron las muestras con < 100 lecturas 

luego del filtrado.  En total se identificaron 4018 ASVs para la región V4 del gen 16S rRNA en bacterias, 

Figura 4. Índices de diversidad alfa. Valores calculados para cada una de las especies de agave muestreadas en cada uno de los estados.  
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de las cuales 1290 se mostraron como secuencias únicas. De manera individual, la muestra con mayor 

número de ASVs fue proveniente de Puebla con poco más de 400 secuencias únicas y se usó A. 

angustifolia. La que tuvo menos ASVs fue obtenida de Sonora y también de A. angustifolia, con apenas 

15 secuencias únicas. La gráfica de abundancia (Fig. 3) nos muestran de manera más sencilla la 

composición de los principales taxas de la comunidad bacteriana. Los géneros de bacterias con mayor 

presencia dentro del muestreo son Lactobacillus, Acetobacter, Komagataeibacter, Oenococcus, 

Leuconostoc, Gluconobacter y Weissella. 

 

Existen diferencias importantes en la predominancia de algunos géneros según el estado de 

muestreo. Por ejemplo, las muestras del estado de Puebla y Oaxaca muestran una abundancia del género 

Gluconobacter por encima de los demás estados. La diferencia en este caso es la especie de agave 

utilizado, en Puebla utilizan A. angustifolia y en Oaxaca utilizan A. karwinskii (Fig. 3). También 

podemos observar que las muestras de A. angustifolia en Guanajuato muestran una mayor 

predominancia de bacterias del género Leuconostoc (Fig, 3), aunque también tienen presencia en Sonora 

Figura 5. NMDS disimilaridad Bray-Curtis. Los elipses agrupan los datos con mayor grado de similitud.  
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y Oaxaca de manera importante. En cambio, para el género Oenococcus el estado que registra mayor 

presencia es Oaxaca muy por encima de los demás.  

 

Diversidades alfa y beta 

 

Los índices alfa utilizados en este análisis fueron Chao1, enfocado en dar peso a las especies raras 

encontradas en el muestreo y Shannon, el cual es un indicador de la distribución de abundancias de las 

especies en la muestra. El grupo con valores mayores para el índice de Chao1 fue Puebla, donde la 

especie de agave usada es A. angustifolia. En cambio, para el índice de Shannon, los grupos de Puebla, 

Oaxaca y Jalisco son los que muestran valores mayores a 3, es decir, que muestran un alto grado de 

diversidad de especies bacterianas. En estos grupos se usan las especies A. angustifolia, A. karwinskii y 

A. rhodacanta, respectivamente (Fig. 4). Por otro lado, en los NMDS (Fig. 5) se representa la estructura 

de la comunidad; podemos observar una agrupación que, en su mayoría, incluye a Jalisco, Oaxaca y 

Sonora. Sin embargo, los grupos no muestran una diferenciación significativa, indicando homogeneidad 

en las comunidades bacterianas a lo largo del estudio.  

 

Figura 6. Gráfico de barras de las abundancias bacterianas para el estado de Oaxaca. 
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Figura 7. Gráfico de barras de las abundancias bacterianas para el estado de Jalisco. 

  

Figura 8. Gráfico de barras de las abundancias bacterianas para los estados de Guanajuato y Puebla 
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En cuanto a las abundancias generales, el género predominante fue Lactobacillus, seguido de 

Leuconostoc, Oenococcus y Weissella. Las figuras 6-9 permiten observar más puntual la conformación 

de las muestras por estado. Las muestran fueron nombradas respecto a la especie de agave utilizada, 

seguido del estado de colecta y por último los días de fermentación de esa muestra al ser colectada 

(Ejemplo. A. angustifolia en el estado de Sonora con 16 días de fermentación en tina = AanSon16). Por 

su parte, en cada estado puede observarse un patrón en cuanto a los géneros abundantes que participan 

en la fermentación.  

 

Por ejemplo, para el estado de Oaxaca las muestras AanOax08 (Mihuatlan), AanOax17 (real de 

minero), AanOax04 y AanOax05 (ambas de Matatlán) registraron un patrón muy similar. Las anteriores 

pertenecen a distintos tiempos de fermentación pero todas fueron muestreadas de tinas de madera. 

Muestran una abundancia pronunciada en géneros como Gluconobacter y Lactobacillus. En cambio, las 

muestras AanOax12, AkaOax07, AanOax01, AanOax03 y AanOax02 se representan como muestras 

muy diversas con proporciones muy similares de los géneros Lactobacillus, Oenococcus, Leuconostoc, 

Gluconobacter, Acetobacter y Weissella (Fig. 6). Por último, las muestras tomadas en destilerías donde 

usaron el agave A. potatorum (Apo) reflejan un sólido patrón en la gran abundancia del género 

Weissella. 

Figura 9. Gráfico de barras de las abundancias bacterianas para el estado de Sonora. 
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Las muestras AsaxanJal03 y AsaxanJal03 coinciden en los géneros Lactobacillus, Weissella y 

Acetobacter. En cambio, las muestras AsaxanJal60 y AsaxanJal60, ambas pertenecen al estadio final de 

la fermentación (Fig. 7).  En las muestras ArhJal00 y ArhJal00 predominan los géneros Oenococcus y 

Lactobacillus, y también pertenecen al estadio de fermentación inicial.  

 

Para las muestras de Sonora AasnSon15, AanSon08, AanSon08 y AanSon06 observamos patrones 

similares según los resultados del barplot (Fig. 9). A pesar de pertenecer a destilerías diferentes, 

coinciden en abundancias similares para los géneros Weissella y Leuconostoc. Por su parte, las muestras 

AanSon07 y AanSon12 muestran el mismo patrón con estos dos géneros ya mencionados además de 

Figura 10. Heatmap de porcentajes de abundancias bacterianas para cada uno de las especies de agave muestreadas para cada estado. 
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una gran abundancia en Lactobacillus. Lo anterior indica cuán homogénea es la comunidad bacteriana 

para la región de Sonora en comparación al resto. Sonora y Guanajuato demostraron tener una gran 

abundancia para el género Leuconostoc (Figs. 8-10). 

Diversidad y composición fúngica 

Diversidades alfa y beta 

 

 

Figura 11. Géneros fúngicos más abundantes. Destacan Pichia, Saccharomyes y Candida. 
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Se identificaron 609 ASVs con el marcador ITS. La longitud de estas secuencias fue desde los 185 

hasta los 491 pb, acorde a la longitud registrada del ITS2 (Maruyama et al., 2020). Se retuvieron 

alrededor del 80% de las lecturas para cada muestra. El total retenido fue de aproximadamente 3,000,000 

lecturas. En cuanto al mayor y menor número de lecturas luego del filtrado fue de 80,000 y 14,000, 

respetivamente. Se descartaron las muestras que luego del filtrado tuvieran <100 lecturas.  

 

En la figura 11 podemos observar los géneros de hongos y levaduras que predominan en el 

compendio de muestras. Evidentemente Pichia, Saccharomyces y Candida son las que más se 

encontraron dentro del estudio. El grupo Sonora demuestra tener varios géneros con mayor 

predominancia a comparación de los otros estados. Por ejemplo, en taxas como Alternaria, Clavispora, 

Aureubasidium, Kazachstania y Saccharomyces. Es importante hacer mención que, para este proyecto, 

Figura 12. Índices de diversidad alfa Chao1 y Shannon. Valores calculados para cada una de las especies de agave muestreadas en cada uno de 

los estados 
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en Sonora la única especie de agave usada fue A. angustifolia. En contraste, géneros como Starmerella, 

Torulaspora y Zygosaccharomyces mostraron tener mayor abundancia en el estado de Oaxaca. Otro 

rasgo notable es que las muestras donde se usó A. angustifolia son las que parecen ser más diversas. 

Hay algunos casos como A. rhodacantha y A. potatorum que tienen una gran abundancia en el género 

Saccharomyces y Pichia, respectivamente.  

 

Por otro lado, Jalisco muestra una abundancia importante en géneros como Candida, Clavispora, 

Issatchenkia y Torulaspora. Sin embargo, los géneros con mayor abundancia en la mayoría de las 

muestras fueron Pichia y Saccharomyces, respectivamente. Por otro lado, podemos observar que Jalisco 

es el estado con mayor diversidad según el índice de Shannon. Sin embargo, son valores muy bajos, 

demostrando la poca diversidad de géneros de levaduras implicados en el proceso de fermentación (Fig. 

12). Guanajuato, por otro lado, es el que tiene menor diversidad de especies junto con Puebla.  

 

La estructura de la comunidad puede verse en la figura del NMDS de hongos (Fig. 13), la cual nos 

muestra dos grupos principales, uno conformado por todas las muestras de A. angustifolia/A. salmiana 

del estado de Jalisco y, de otro por las muestras de A. angustifolia del resto de los estados. Sonora, en 

cambio, reparte su distribución entre Jalisco y Oaxaca. Además, también es interesante ver que Puebla 

y Guanajuato se agrupan con Oaxaca. Por último, es visible la formación de un grupo separado por la 

especie de agave A. potatorum dentro del grupo de Oaxaca (cuadros llenos en azul). 

 

En las gráficas de barras podemos observar la contundente abundancia de Pichia (Fig. 14-17). Como 

dato, los género dominantes en este estudio fueron Pichia y Saccharomyces, por encima de Clavispora 

y Candida. Torulaspora delbrueckii resalta su dominancia en algunas muestras de Oaxaca al igual que 

Zygosaccharomyces (Fig. 14). Por su parte, Clavispora es un género núcleo en las muestras del estado 

de Jalisco (Fig. 15).  

 

De manera puntual, los duplicados de AsaxanJal00 son bastante similares, siendo ambas parte del 

estadio inicial, registrando un olor agrio a la hora de su colecta y exhibiendo un pH de 3.5. En cuanto a 

la diversidad fúngica, Saccharomyces predomina sobre los otros géneros, sin embargo, se puede 

observar la presencia de Torulaspora (Fig. 15). Por su parte la muestra AsaxanJal60 registra la presencia 
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del género Clavispora en importantes proporciones. El estado de Guanajuato a diferencia de todos los 

demás, exhibe la presencia del género Mucor y comparte el registro de Starmerella con Puebla y Oaxaca. 

Sin embargo, se pueden observar a Pichia y Kluyveromices como géneros dominantes (Fig. 16). 

 

Para el estado de Sonora, las muestras AanSon15 y AanSon12 comparten el estadio final de 

fermentación. Presentan como géneros dominantes a Saccharomyces e Issatchenkia sobre Pichia (Fig. 

17). En cambio, las muestras AanSon12 y AanSon07 comparten la lámina como material de la tina, un 

pH de 4 y los géneros Candida, Issatchenkia y Saccharomyces aunque en menor proporción. Las 

muestras AanOax03 (colectadas del palenque ‘Don Isac’, Matatlán), AanOax03 (colectadas del 

palenque ‘Sandunga’, Matatlán), AanOax08, AkaOax07 comparten la presencia de los géneros Pichia 

y Kluyveromyces. Todas las anteriores comparten el mismo material de tina (madera), presentan un pH 

de 3-4 y pertenecen a los estadios intermedio y final de la fermentación. De manera contraria, las 

Figura 13. NMDS disimilaridad Bray-Curtis. Los elipses agrupan los datos con mayor grado de similitud. A diferencia de las 

bacterias, podemos notar una separación de grupos más marcada, denotando la estructura de la población. 
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muestras en Oaxaca donde usaron el A. potatorum y A. americana muestran una contundente presencia 

del género Saccharomyces (Fig. 18).   

  

Discusión 

Históricamente, los microorganismos han conquistado todos los rincones de la tierra. Bacterias y 

hongos han demostrado ser capaces de adaptarse a vivir en condiciones extremas de temperatura, altura 

y pH (Alcon-Giner et al., 2017). Además de ser algunas de las formas más primitivas de vida en la tierra, 

ambos grupos taxonómicos son fuente de una enorme diversidad de especies. Es incierta la cantidad 

exacta de especies en cada grupo, pues hasta la fecha sigue habiendo descubrimientos de cepas y 

especies gracias al esfuerzo gigantesco de proyectos como Earth Microbiome Project (Thompson et al., 

2017).   

 

Figura 14. . Gráfico de barras de las abundancias fúngicas para el estado de Oaxaca. 
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Figura 16. Gráfico de barras de las abundancias fúngicas para el estado de Jalisco. 

Figura 15. Gráfico de barras de las abundancias fúngicas para los estados de Guanajuato y Puebla. 
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Para poder identificar estos microorganismos, la comunidad científica se apoya en softwares 

bioinformáticos y las tecnologías de secuenciación. Para caracterizar los microorganismos con mayor 

especificidad, dos metodologías han prevalecido. Una de ellas es la metagenómica, la cual obtiene el 

DNA de todo el compendio de organismos en una muestra y después se encarga de reconstruirlos uno a 

uno (NIH, 2022). Por otro lado, la secuenciación de amplicones o metabarcoding, la cual se aplica en 

este estudio y se centra en amplificar segmentos específicos del genoma, en este caso la región V4 del 

gen ribosomal 16S rRNA para bacterias y la región del ITS2 para hongos y levaduras (Braukmann et 

al., 2009). En este estudio podemos ver la diferencia en número de microorganismos identificados con 

métodos convencionales a comparación de los métodos de secuenciación. En un estudio previo 

(Escalante et al., 2008) identificaron y aislaron 11 especies de microorganismos (9 bacterias y 3 

Figura 17. Gráfico de barras de las abundancias fúngicas para el estado de Sonora. 
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levaduras). En nuestro análisis, se obtuvieron alrededor de ~2000 ASVs representados en 35 géneros 

bacterianos y poco más 40 géneros de hongos y levaduras. 

 

En bacterias no hubo asignaciones taxonómicas para Lactobacillus plantarum y L. fermentum, 

especies que determinamos como núcleo por su identificación en otras bebidas y alimentos fermentados. 

La razón de este hallazgo puede deberse a varias razones, una de ellas es el fallo técnico en el proceso 

de PCR y de secuenciación. Con base en lo reportado en otros estudios (Callahan et al., 2021), sabemos 

que esto ocurre con frecuencia a pesar de seguirse un flujo de trabajo riguroso para identificar estos 

errores antes del análisis. Otra razón bien documentada depende de la región hipervariable del gen 16S 

Figura 18. Heatmap de porcentajes de abundancias fúngicas para cada uno de las especies de agave muestreadas para cada estado. 
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rRNA que se estudia. Existen un gran número de reportes que validan la teoría de que, de acuerdo con 

la región hipervariable secuenciada -en este caso V4-, la asignación o identificación será más precisa 

para grupos taxonómicos específicos (Moreau et al., 2014; Yang et al., 2016).  

 

La misma teoría se tiene para la identificación de hongos y levaduras. A pesar de los intentos de 

filtrar o corregir estos errores, la limpieza de las secuencias puede representar un problema que también 

determinará en cierto grado la precisión de las asignaciones taxonómicas o al menos es lo que se discute 

en los foros de QIIME2 y el github del autor de DADA2. En un intento de corregir el error, las funciones 

de DADA2 permiten crear un modelo de error en las secuencias que permitirá una posterior y más 

precisa asignación taxonómica. Sin embargo, la variabilidad en longitud que presenta la región no solo 

del ITS (Wang etl al., 2016) sino la región objetivo, es decir, ITS2, representa un segundo reto para el 

algoritmo.  

 

Una vez propuesto lo anterior, se discute la falta de ASVs correspondientes a S. cerevisiae en este 

análisis a pesar de la vasta cantidad de recursos genómicos para la especie. En datos crudos, para el 

género Saccharomyces, el 76% de los genomas secuenciados y 87% de los genomas ensamblados para 

el género pertenecen a S. cerevisiae (Bendixsen et al., 2022). Otras especies como S. paradoxus, S. 

eubayanus, y S. uvarum, han recibido atención moderada debido a los pocos recursos genómicos 

disponibles atribuidos a su reciente descubrimiento, su distribución geográficamente confinada y el uso 

percibido que pudieran darles en la industria ( Hutzler et al., 2021).  

 

De manera contrastante, encontramos a S. paradoxus en nuestro análisis y la discusión del por qué, 

podría abordarse con varios enfoques; i) una posible hibridación de S. cerevisiae y S. paradoxus, ii) la 

insuficiente especificidad de la región ITS para discernir entre especies y por supuesto iii) errores 

técnicos. Algunos reportes sugieren que el aislamiento e identificación de cepas híbridas muchas veces 

dependen de apuntar hacia aquellos ambientes con fluctuaciones permanentes o extremas como 

intestinos de insectos (Madden et al., 2022; Stefanini, 2018; Sung-Oui et al., 2005), los cuales podrían 

ser conductos hacia las levaduras híbridas con resistencias y fenotipos metabólicos novedosos. Además, 

se han demostrado eventos de introgresión de S. paradoxus hacia S. cerevisiae (Bendixsen et al., 2022; 

Peter et al., 2018). De hecho, Peter y colaboradores (2008), mencionan que todas las cepas de S. 

cerevisiae han demostrado contener al menos un gen de S. paradoxus, sugiriendo el intercambio 

genético entre estas dos especies. En un estudio previo, (Arnold and Martin, 2010) se discute que la 

presencia o ausencia de introgresiones de S. paradoxus podría revelar la fuerza de los retos 

medioambientales actuando sobre ciertas poblaciones de S. cerevisiae.  

https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1002/yea.3684?casa_token=MraofUwYZf0AAAAA%3A28PzoPqmkQ0fotzfiDInxhhFXOZFH8tckTYsYSgfr_9BeqYPhZsZNspDe6jmd1O4sCWw8syLahT73M3d#yea3684-bib-0048
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1002/yea.3684?casa_token=MraofUwYZf0AAAAA%3A28PzoPqmkQ0fotzfiDInxhhFXOZFH8tckTYsYSgfr_9BeqYPhZsZNspDe6jmd1O4sCWw8syLahT73M3d#yea3684-bib-0060
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1002/yea.3684?casa_token=MraofUwYZf0AAAAA%3A28PzoPqmkQ0fotzfiDInxhhFXOZFH8tckTYsYSgfr_9BeqYPhZsZNspDe6jmd1O4sCWw8syLahT73M3d#yea3684-bib-0109
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1002/yea.3684?casa_token=MraofUwYZf0AAAAA%3A28PzoPqmkQ0fotzfiDInxhhFXOZFH8tckTYsYSgfr_9BeqYPhZsZNspDe6jmd1O4sCWw8syLahT73M3d#yea3684-bib-0112
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El otro enfoque para explicar la ausencia de S. cerevisiae es definitivamente la región del ITS. En 

general, los marcadores fúngicos de ITS incluyen más variabilidad en las secuencias comparado con 

18S (Estensmo et al., 2021) y consecuentemente provee mayor resolución interespecífica pero también 

cierto grado de variabilidad intraespecífica (Nilsson et al., 2008; Schoch et al., 2012). Para hongos y la 

región ITS, ha sido debatido a qué nivel de similitud las secuencias deberían agruparse para aproximarse 

al nivel especie (Caporaso et al., 2010; Edgar, 2018; Westcott & Schloss, 2015). Varios reportes indican 

que el 97% de similitud representa una aproximación razonable (Blaalid et al., 2013; Nilsson et al., 

2008). Como se mencionó antes, mientras que por un lado las secuencias de ITS han sido usadas 

extensivamente para estudios de diversidad fúngica, ha sido ampliamente reconocido que las secuencias 

de ITS no bastan para distinguir entre algunos grupos taxonómicos (Coleman et al., 2003; Edgar, 2018; 

Wang et al., 2015; Wang, Mas y Esteve, 2016; Badotti et al., 2017). Otros estudios remarcan la creencia 

de que un segundo o incluso un tercer barcode taxón-específico afinaría los trabajos de identificación 

de hongos y levaduras (Schoch et al., 2012; Stielow et al. 2015). Con el aumento de los datos genómicos 

y los estudios ecoevolutivos de diversos hongos, otros barcodes para taxones específicos como nLSU, 

rRNA, TOP1, PGK y LNS2 son las propuestas disponibles (Xu et al., 2016).  Y, por último, los errores 

técnicos que implican desde la amplificación de las secuencias objetivo, errores de secuenciación y 

sobre todo el procesamiento de los datos genómicos. Una vez que haya más representación taxonómica 

de hongo, se espera el desarrollo de nuevos primers que apunten a la amplificación (virtualmente) de 

todos los hongos para superar el primer problema. 

Composición bacteriana durante la fermentación del agave 

 

Además del agave, se producen una gran cantidad de productos derivados de la fermentación por 

microorganismos: chicha, olivos, sake, kimchi, cacao, pozol y tepache, por nombrar algunos. Cada uno 

demuestra tener sus propios actores microbianos, lo cual les brinda variedades de sabores y aromas 

(Grijalva-Vallejos et al., 2020; Jung et al., 2012; Bokulich et al, 2014; Lucena-Padrós et al., 2014; 

Moreira et al., 2013; Ulloa, 1976; Mendoza et al., 2017).  En el caso particular del agave, además de las 

inoculaciones con producciones anteriores, también existen otras fuentes de inoculación. Estas pueden 

ser; herramientas de jimado, insectos y en general el manejo y procesamiento de las piñas por mencionar 

algunas. También durante el muestreo, notamos, aunque de manera poco frecuente el uso de inóculos 

de producciones anteriores. Esto permite acelerar el proceso de fermentación en las tinas. Sin embargo, 

hay poco o nulo control en estos procesos artesanales y, por tanto, es difícil evitar variaciones en la 

calidad de distintas fermentaciones (Difo et al., 2015; Roger, Leopold, and Funtong 2015). 

https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1111/1755-0998.13329#men13329-bib-0030
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1111/1755-0998.13329#men13329-bib-0035
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1111/1755-0998.13329#men13329-bib-0009
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1111/1755-0998.13329#men13329-bib-0012
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1111/1755-0998.13329#men13329-bib-0044
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1111/1755-0998.13329#men13329-bib-0003
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1111/1755-0998.13329#men13329-bib-0030
https://cdnsciencepub.com/doi/full/10.1139/gen-2016-0046%40gen-iblf.issue01#core-ref88
https://cdnsciencepub.com/doi/full/10.1139/gen-2016-0046%40gen-iblf.issue01#core-ref88
https://cdnsciencepub.com/doi/full/10.1139/gen-2016-0046%40gen-iblf.issue01#core-ref88
https://cdnsciencepub.com/doi/full/10.1139/gen-2016-0046%40gen-iblf.issue01#core-ref95
https://cdnsciencepub.com/doi/full/10.1139/gen-2016-0046%40gen-iblf.issue01#core-ref95
https://cdnsciencepub.com/doi/full/10.1139/gen-2016-0046%40gen-iblf.issue01#core-ref95
https://cdnsciencepub.com/doi/full/10.1139/gen-2016-0046%40gen-iblf.issue01#core-ref95
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Los géneros bacterianos encontrados a lo largo de la fermentación muestran la dominancia de los 

géneros Lactobacillus, Leuconostoc, Weissella, Oenococcus y Acetobacter. Se ha encontrado que los 

géneros Lactobacillus, Leuconoscoc, Oenococcus y Weissella tienen una importante capacidad de 

producción de ácido láctico y, por ende, se les llama bacterias ácido-lácticas o LAB (Tanizawa et al., 

2015; Ma et al., 2019; Köberl et al., 2019). Acetobacter está incluida en el grupo de bacterias ácido-

acéticas (AAB), las cuales brindan propiedades distintas a las bacterias LAB (Mota et al., 2018). 

También está bien documentada la capacidad de Oenococcus de producir alcohol, por tanto, se 

demuestra la interacción bacteriana alcohol-láctica (Badotti et al., 2014). Diversos estudios apoyan la 

moción de que las bacterias ácido-lácticas y ácido acéticas, reducen el contenido de taninos, fitatos y 

polifenoles en muchos procesos artesanales de fermentación, mejora el valor nutricional y la calidad 

organoléptica de los alimentos (Rizo et al., 2020). Puntualmente, la participación de bacterias en la 

fermentación es de especial interés debido a la producción de compuestos saborizantes como 

terpenoides, ésteres, ácido acético, ácido succínico, glicerol y acetaldehído (Jolly et al., 2014). 

Igualmente participan en microprocesos como la acidificación del medio que permiten a la dinámica 

microbiana formar sucesiones ecológicas (Ben Omar and Ampe, 2000; Mota et al., 2018). 

 

A nivel especie, la asignación taxonómica identificó las especies L. farraganis (productor de ácido 

láctico y etanol desde una amplia gama de sustratos además de crecer en pH de 4.5). L. casei y L. 

paracasei normalmente encontrados en lácteos, pero se encuentran ampliamente distribuidos gracias a 

clústeres de genes de utilización de carbohidratos, permitiendo la supervivencia a diferentes ambientes 

(Cai et al., 2009). La presencia de este género es común en la fermentación. Por ejemplo, en otras 

bebidas fermentadas como el cacao, Lactobacillus plantarum y L. fermentum fueron las principales 

especies a lo largo del proceso (Illeghems, K. et al., 2016). En otros casos como la fermentación del 

olivo en España, se conoce que el proceso es guiado por cepas de la especie Lactibacillus pentosus (de 

Castro et al., 2002; Rejano et al., 2010; Ruiz-Barba and Jiménez-Díaz, 2010).  

 

Además de Lactobacillus, en este análisis se identificó la especie Leuconostoc mesenteroides, se 

sabe que son bacterias LAB e importantes productoras de etanol y acetato a partir de carbohidratos (Jung 

et al., 2011). Por su parte el género Weissella ha sido identificada en frutas y vegetales frescos (Masuda 

et al., 2012) y se sabe que son bacterias LAB. Además, hay estudios que confirman que las especies en 

este género comparten hasta un 100% de su región dependiendo de la región hipervariable del 16S rRNA 

que se estudie. Por último, para la especie Oenococcus alcoholitolerans se tiene registro de ser una 
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bacteria LAB aislada de cachaza, participar en procesos de fermentación del ácido maloláctico y 

balancear el pH ácido en los vinos (Barata et al., 2012). 

 

Por otro lado, se observaron algunos patrones en el comportamiento de algunos géneros bacterianos 

a lo largo de la fermentación. Primero, Komagataeibacter, Pediococcus, Masillia y Gluconobacter 

muestran un mismo patrón de aparición gradual a través de las etapas de la fermentación. Se sabe que 

el género Komagataeibacter pertenece a las alfa proteobacterias y ha sido aislado de distintas fuentes 

con alcohol y azúcar como el vinagre, frutas y nata de coco (Maric et al., 2020).  Por su parte, las especies 

del género Pediococcus se caracterizan por la producción de ácido láctico durante la fermentación, se 

encuentra ampliamente distribuidos en la industria alimentaria y pueden llegar a ser patógenas humanas 

bajo ciertas condiciones (Leff et al., 2013). Finalmente, el género Gluconobacter ha sido identificado 

en la fermentación de un gran número de frutas sin llegar a ser patógenas (Gupta et al., 2001), así como 

ser capaces de crecer en medios con altas concentraciones de azúcares y bajos niveles de pH (Prust et 

al., 2005). 

 

Por otro lado, Bacillus subtilis, muestra una mayor abundancia en la etapa inicial de la fermentación, 

la cual desaparece gradualmente conforme avanza el proceso. Esta especie se caracteriza por crecer 

rápidamente y tener un ciclo de fermentación corto de cerca de 48 horas, mientras que el de S. cerevisiae 

es de casi 180 horas (Su et al., 2020; Kitagaki and Kitamoto, 2013; Ashizawa 1976). Así mismo, en el 

tepache, Bacillus se muestra como el principal actor de la fermentación (Battcock and Azam-Ali,1998; 

Blandino et al., 2003; Wacher, 2004; Resende et al., 2018). Por su parte, Zymomonas mobilis en 

particular, comenzó la fermentación con una mínima abundancia, aumentaron en la etapa intermedia y 

de nuevo, la abundancia descendió en la etapa final. Esta especie es conocida por su especial capacidad 

de producción etanólica, además de su amplia distribución (Abarca y Navarrete, 2010). 

Influencia de la región geográfica (Estado) en la estructura de la comunidad 

bacteriana 

Los resultados del análisis de diversidad beta muestran que los grupos de regiones geográficas 

tienen poca diferenciación entre los grupos taxonómicos bacterianos que se comparten entre sí. Esto 

indica que el número de géneros bacterianos en común, aunque es muy alto, suele ser el mismo o muy 

similar durante el proceso de fermentación a pesar de la región de producción y de la especie de agave 

empleada para la fermentación.  
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Los análisis mediante NMDS permitieron dilucidar la estructura de la comunidad bacteriana y 

agrupar las muestras de los estados de Sonora y Oaxaca. En el grupo de Oaxaca se contienen el resto de 

los estados. Los principales géneros bacterianos detectados en el estado de Sonora fueron Lactobacillus, 

Weissella y Leuconostoc y Oenococcus con una leve abundancia de los géneros Acetobacter y 

Gluconobacter. Para Oaxaca, los géneros dominantes se inclinaron hacia Lactobacillus, Weissella y en 

una menor proporción Oenococcus y Gluconobacter presente en todas las muestras.  

 

De manera distinta al núcleo, en Guanajuato se identificaron cerca de 10 especies de Lactobacillus, 

sin embargo, Leuconostoc mesenteroides fue el taxón dominante para ambas muestras. Este último, ha 

sido ampliamente reportado durante la fermentación del vino y pozol, una bebida fermentada tradicional 

mexicana (Díaz-Ruiz et al., 2003, Matthews et al., 2004, Narváez-Zapata et al., 2010). Como respaldo 

a los hallazgos hechos en este análisis, otros estudios de fermentación de agave (Escalante et al., 2004; 

Rocha-Arriaga et al., 2020) mencionan que los géneros predominantes en el pulque son Lactobacillus, 

Acetobacter, Weissella y Zymomonas.  

Composición fúngica durante la fermentación del mezcal 

 

A conocimiento de este trabajo, las especies de levaduras identificadas en los procesos de 

fermentación se dividen en Saccharomyces y no-Saccharomyces. Estas levaduras no-Saccharomyces en 

general, pueden también hidrolizar carbohidratos complejos como oleuropeína debido a su actividad de 

beta glucosidasa, en consecuencia, promueven el crecimiento de especies de Lactobacillus (Tofalo et 

al., 2020). En cambio, las cepas de S. cerevisiae son conocidas por su desempeño en la producción 

alcohólica, cualidad que caracteriza al mezcal.  

 

Para levaduras, los resultados de la beta diversidad arrojan una mayor diferenciación entre grupos a 

comparación de las bacterias. Podemos observar una mayor separación de los grupos, indicando la 

presencia de géneros específicos que caracterizan a los clústers, lo cual podría estar guiado 

principalmente por la variable de región geográfica. A pesar de que los índices de diversidad alfa nos 

muestran ambientes poco diversos, podemos observar que existe una diferenciación marcada. Los 

géneros fúngicos núcleo implicados en la fermentación corresponden a Pichia, Saccharomyces, 

Candida, Issatchenckia y Zygosaccharomyces. En los diferentes estadios de la fermentación, Pichia y 

Saccharomyces se mantuvieron presentes en gran abundancia a lo largo del proceso. Sin embargo, 

encontramos patrones de dominancia de una sobre la otra, es decir, los escenarios donde cohabitaran 

con abundancias similares solo fueron identificados en Oaxaca. Por su parte, géneros como Candida, 
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Hanseniaspora, Zygosaccharomyces mostraron una disminución de su abundancia conforme avanzaba 

la fermentación.  

 

En estudios previos en tequila, se demostró que S. cerevisieae participa en todas las etapas del 

proceso de fermentación y junto con Brettanomyces bruxellensis, Pichia kluyveri y Pichia 

membranaefaciens demuestran ser las especies que mejor crecimiento exhiben en presencia de alcohol 

a concentraciones de hasta el 7% durante la fermentación en tequila (Lachance, 1995). Sin embargo, 

estudios más recientes, detallan la caracterización de algunas cepas de Pichia kluyveri que fueron 

aisladas de chichas colombianas, las cuales tenían capacidad de tolerar etanol en un 15% (López y 

Ramírez, 2010). Además, a algunas levaduras se les ha atribuido la producción de proteínas tóxicas tal 

como Pichia membranifaciens, que produce CYC 1106, toxina activa contra Candida boindinii (Santos 

et al., 2000). Las levaduras del género Hanseniaspora se han convertido en especies muy atractivas por 

su favorable contribución al perfil aromático del vino, cidra (Moreira et al., 2011; Pietrowski et al., 

2012), cachaca (Portugal et al., 2017) y chicha (Grijalva-Vallejos et al., 2020). Al mismo tiempo, 

Torulaspora delbrueckii es conocida por ser una especie de levadura altamente osmo y criotolerante 

(Alves-Araújo et al., 2007).  

 

De manera contrastante al resto, Sonora fue dominada en abundancia por Saccharomyces, aún por 

encima de Pichia. También se encontraron los géneros Kazachstania, Aureobasidium y Alternaria. 

Guanajuato mantuvo una predominancia para Pichia, sin embargo, el género Mucor se presentó en 

menor porcentaje. Al mismo tiempo es importante recalcar que la mayor abundancia de Kluyveromyces 

marxianus se encontró en Guanajuato y Oaxaca. Por su parte, Jalisco fue el estado donde se encontró 

Torulasora delbrueckii en mayor abundancia. Al final de la fermentación, de manera general, los 

géneros dominantes fueron Issatchenkia y Kluyveromyces, lo cual podría explicarse de acuerdo con 

Hernández y colaboradores (2008) quienes reportaron que Debaryomyces hansenii, Kluyveromyces 

marxianus y S. cerevisiae tienen el más amplio espectro de actividad contra levaduras spoil que 

producen sustancias con impacto negativo en la fermentación. En relación con lo anterior, se ha 

comprobado que especies como K. marxianus y P. kluyveri tienen la habilidad de producir ésteres 

(Segura-García et al., 2015) y ser tolerantes a altas concentraciones de etanol (Amaya-Delgado et al., 

2013), los cuales brindan la cualidad del aroma al mezcal. Algunos trabajos resaltan una cepa de 

K.marxianus que mejoró la producción de rendimiento de etanol y un rango más amplio de compuestos 

volátiles comparado con S. cerevisiae durante la producción de tequila (López-Álvarez et al., 2012). De 

manera similar, K. marxianus y P. kluyveri mostraron una considerable producción de etanol en la 

fermentación del jugo de agave, con P. kluyveri produciendo una mayor concentración de ésteres y 
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compuestos aromáticos que S. cerevisiae (Wittman et al., 2002; Leclercq-Perlat et al., 2004). Algunos 

autores sugieren que las ventajas de producción y eficiencia en especies no-Saccharomyces podrían ser 

una consecuencia de un sistema más eficiente de adaptación cuando se comparan con S. cerevisiae 

(Grijalva-Vallejos, 2020).  

 

De manera similar en Agave duranguensis L. (no usado en este estudio), los géneros de levaduras 

que predominan durante los primeros días de la fermentación son Candida, Kluyveromyces, 

Torulaspora, y Pichia (Páez-Lerma et al., 2013). Al mismo, se tienen reportes de que las cepas de S. 

cerevisiae no crecenen A. durangensis (Alcázar et al., 2019). Por otro lado, Escalante et al., (2008) 

reportan que A. salmiana y A. durangensis producen un alto contenido de saponinas, inhibiendo la 

proliferación de S. cerevisiae. En el estado de Jalisco se colectaron muestras de fermento de mosto en 

combinación de A. angustifolia con A. salmiana y en todas las muestras con esta combinación, se 

identificó al género Saccharomyces en muy baja abundancia a comparación de los demás taxones 

presentes. Ha sido comprobado que A. salmiana produce grandes cantidades de saponinas y que este 

compuesto podría inhibir el crecimiento de las levaduras, especialmente de Saccharomyces (Yang et al., 

2006). En contraste, las especies de levaduras no-Saccharomyces poseen la habilidad de crecer en jugos 

de agaves que contienen altas cantidades de saponinas (Fonseca et al., 2008; Coleman et al., 2010).  
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Conclusión 

Este trabajo es el primero que se hace en más de un estado e incluyendo distintas especies de agaves. 

Los resultados en este trabajo nos brindan un nuevo panorama en el estudio del proceso de fermentación 

del mezcal. Además de ser una fuente crucial de datos sobre fermentación en 5 especies de agave y 5 

estados del país, este análisis permite dilucidar la diversidad de microorganismos involucrados en la 

fermentación.    

 

Los resultados de este trabajo arrojan que, los factores que moldean la estructura de la comunidad 

microbiana bacteriana y fúngica, en mayor medida, son las variables de estado (geografía) y especie de 

agave. Por otro lado, a pesar de que, gráficamente pudimos observar ligeras variaciones en los cambios 

de la estructura durante los tiempos de fermentación, no hay pruebas estadísticas suficientes que 

respalden la hipótesis de que esta variable también moldea la comunidad microbiana.  

 

La dominancia de los géneros tanto bacterianos como fúngicos, en esencia, representa la abundancia 

de los distintos taxones en la fermentación del agave. A pesar de ello y de los intentos de estandarizar 

los procesos, los artefactos técnicos son comunes cuando se trata de procesamiento de datos, uso de 

algoritmos y software.  

 

La estructura de la comunidad de levaduras está mucho más delimitada en comparación con el 

análisis bacteriano. Esto podría deberse a que el crosstalking entre bacterias es un proceso necesario 

para el desarrollo de la comunidad. De manera contraria, la relación entre levaduras podría ser más 

antagonista que mutualistas. 
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