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Resumen

El agave ha sido un elemento importante en la cultura mesoamericana desde tiempos prehispanicos hasta la actualidad; una de
sus bondades mas apreciadas es la savia que produce en su madurez, fresca conocida como aguamiel o fermentada como
pulgue. Un factor con mayor influencia de sus caracteristicas organolépticas, son los microorganismos que contiene. En este
trabajo se propone ampliar el conocimiento de la influencia de los microorganismos y comprender sus efectos en las cualidades
del aguamiel por medio de un anlisis etnobiologico, morfoldgico, bioquimico y molecular MALDI-TOF de muestras con
variables de clasificacion tradicional, tomadas en dos épocas distintas del afio. Se encontrd que las muestras de primavera son
microbiol6gicamente méas diversas que las analizadas en invierno, en el primer caso los géneros méas representativos fueron
Hafnia y Pseudomonas, presentando mayor homogeneidad, mientras que en el segundo fueron Pseudomonas, Clavispora y
Lysinibacillus. Estos datos permiten establecer la base para posteriores estudios en una rama emergente de la biologia como
seria la relacién entre el manejo y la diversidad de microorganismos.

Palabras Clave: agave, aguamiel, diversidad, microorganismos & MALDI-TOF.

Abstract

The agave has been an important element in Mesoamerican culture from pre-Hispanic times to the present day and one of its
most appreciated benefits is the sap it produces when ripe, fresh known as mead or fermented as pulque. A factor with the
greatest influence on its organoleptic characteristics is the microorganisms it contains. This paper proposes to broaden the
knowledge of the influence of microorganisms and understand their effects on the qualities of mead through an
ethnobiological, morphological, biochemical, and molecular MALDI-TOF analysis of samples with variables in the traditional
classification taken at two times of year. It was found that the spring samples are microbiologically more diverse than those
analysed in winter, in the first case the most representative genera were Hafnia and Pseudomonas presenting more
homogeneity while in the second they were Pseudomonas, Clavispora and Lysinibacillus. These data allows establishing the
basis for future studies leading to the understanding of relation between cultural management and microbiological diversity.

Keywords: agave, sap, diversity, microorganisms & MALDI-TOF.

1. Introduccién la pifia o cormo central, el escapo floral, las flores y la savia,
fueron los recursos mayormente consumidos (Montufar y

El agave o maguey tuvo gran importancia entre las  Anzuares, 2014) prevaleciendo su aprovechamiento en

sociedades que se desarrollaron en Mesoamérica durante
milenios. Estas plantas son conocidas como el “arbol de las
maravillas” a causa de los multiples usos que se le ha dado.
Los registros arqueoldgicos han evidenciado el
aprovechamiento de los magueyes por cerca de 10,000 afios;
uno de los principales usos fue el alimenticio, pues las hojas,

*Autor para la correspondencia: figueredocj@gmail.com.

diferentes sitios en México hasta la actualidad. Los magueyes
pertenecen a la familia de las asparagaceas, y uno de los
géneros con el mayor nimero de especies es Agave. La
distribucion natural del género Agave abarca desde el sur de
Estados Unidos de América, llegando hasta Colombia,
Venezuela e Islas del Caribe. Este género es endémico del
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continente americano, donde aproximadamente el 75% de las
especies se encuentran en México, posicionandose como el
centro de mayor riqueza y diversidad bioldgica de agaves
(Garcia, 2007). En México se encuentran cerca de 200
especies, donde casi para la mitad se ha registrado que se le
ha dado algin uso (Colunga et al., 2017). La produccion de
bebidas a partir de esta planta ha sido de importancia cultural
y bioldgica, dentro de las cuales encontramos las bebidas
frescas como el aguamiel, fermentadas como el pulque y
también las destiladas mezcal y tequila. Tan solo para la
produccion de aguamiel y pulque se han reconocido cerca de
40 especies, las cuales tienen un papel cultural importante en
maultiples grupos originarios en el pais.

El estado de Hidalgo es la principal entidad en la lista de
produccion de agave pulquero a nivel nacional (Taddei et al.,
2017), en la actualidad el aprovechamiento del agave esta
distribuido en 41 de los 84 municipios del estado y cuenta
con 376,164.48 hectireas dedicadas a la siembra de
magueyes, de los que se obtuvieron 6,320,430.81 litros de
pulque en el afio 2022 (SIAP, 2022). Asimismo, se ha
registrado elevada agrobiodiversidad de magueyes pulqueros,
pues en diversas localidades del estado, el nimero de
variedades tradicionales que se manejan y mantienen en los
sistemas productivos son de los mas altos registrados en la
republica mexicana (Figueredo et al., 2021).

La agrobiodiversidad de agaves que hoy en dia
encontramos, en parte es producto de la interaccion entre los
humanos y el maguey, el cual se basa en el aprovechamiento
de sus recursos, provocando que algunas especies de agaves
hayan estado bajo un manejo por medio de practicas de
seleccion, donde las caracteristicas elegidas varian
dependiendo de su prop6sito. Los cambios presentados en los
individuos suelen ser graduales y continuos como resultado
del proceso de domesticacion (Colunga et al., 2017). Se ha
propuesto que este proceso estrechamente relacionado con la
seleccion artificial ha sido dirigido a la obtencién de savia en
mayor cantidad y calidad (Mora et al., 2011), aunque también
estd relacionado a otros cambios fenotipicos y genotipicos,
estos rasgos permiten a los productores diferenciar los tipos
de agaves entre si.

El aprovechamiento de la savia fresca esta dirigido a la
produccion de bebidas como el aguamiel, llamado asi por la
cantidad de azlcares que contiene, puede ser extraido de
diferentes especies de agave, principalmente de Agave
americana, Agave salmiana y Agave mapisaga; que una vez
fermentado se conoce como pulque (Fournier y Mondragon,
2012). El proceso de preparacion del pulque inicia con la
extraccién de la savia del cajete u oquedad del tallo o cormo
central del agave que previamente se preparo, cortando parte
del meyolote, cogollo, parte inferior del tallo floral o quiote
(Bravo, 2014), y raspando su cavidad para que brote el
liquido. Una vez extraida la savia se traspasa a un recipiente
en el que se llevara a cabo la fermentacion hasta obtener las
caracteristicas sensoriales y grados de alcohol que lo
distinguen. Parte de este proceso de fermentacion tiene inicio
en el cajete del agave, ocurriendo espontaneamente debido a
gue la savia o aguamiel constituye un medio favorable para la
proliferacion de microorganismos, mismos que estan
presentes en el cajete de la planta, inoculados a través de las

herramientas del arte pulquero y también vectores como el
viento e insectos como por ejemplo Drosophila spp. (Lappe
et al., 2008). No obstante, la parte mas significativa de la
fermentacion inicia posterior a la adicion de la semilla, que
corresponde a una porcién de pulque producido anteriormente
el cual contiene colonias de microorganismos, que es usado
como inéculo de la fermentaciéon (Cervantes y Pedroza,
2007).

Los agaves se desarrollan en un microbioma complejo en
donde suelen involucrarse algunas interacciones benéficas
entre la planta con los microorganismos con los que coexisten
(Caballero, 2006), dichas relaciones pueden desarrollarse
desde las bacterias y otros organismos que habitan en el suelo
hasta las bacterias que residen dentro de la planta, las cuales
se denominan enddfitas y suelen desarrollarse dentro de sus
tejidos, donde establecen una relacién simbiodtica,
otorgéndole beneficios a la planta como el potencial para fijar
nitrogeno, reducir niveles de etileno, la produccion de
compuestos antimicrobianos y promotores de crecimiento. Se
ha comprobado que existen diferencias en esta clase de
comunidades procariotas en diferentes especies de agaves, las
primeras siendo determinadas por el mismo hospedero y las
segundas por condiciones biogeogréaficas e incluso se han
demostrado diferencias entre las comunidades que proliferan
en distintas variedades de agave pulquero donde los géneros
Bacillus, Enterobacter y Leclercia fueron los de mayor
representacion en las cinco variedades analizadas (Aguado et
al., 2022).

Sin embargo, las comunidades fermentadoras presentes en
el aguamiel son principalmente bacterias mesdfilas y
levaduras, las cuales producen tres metabolitos distintivos en
el pulque. Las bacterias acido-lacticas (BAL) y acido acéticas
son las responsables de la acidez. Cepas de los géneros
Saccharomyces, Kluyveromices (levaduras) y Zymomonas
mobilis (bacterias), metabolizan los azlcares en etanol.
Mientras que bacterias del género Leuconostoc producen
polisacéridos extracelulares que determinan la viscosidad del
pulque (Escalante et al., 2008; Lappe et al., 2008; Sanchez et
al., 1957). Estas cepas han sido aisladas en aguamieles y
pulques del altiplano central de México (Enriquez et al.,
2017; Escalante et al., 2008) encontrandose diferencias en el
recuento de bacterias y levaduras, variaciones relacionadas
con la especie de agave, estacion del afio y etapa en la que se
encuentre el agave (Cervantes y Pedroza, 2007; Villareal et
al., 2019). También se han encontrado bacterias coliformes y
mohos, con andlisis negativos para Salmonella sp. y E. coli en
muestras de aguamiel (Espindola et al., 2018).

La domesticacion es un proceso que ha ocurrido también
en bacterias y levaduras en diferentes grados. En el caso del
pulgue ha sido a través de la inoculacion, en donde se toma
parte del producto que tuvo los atributos sensoriales deseados
con el proposito de introducir a los organismos que
originaron esas caracteristicas a las futuras producciones. El
uso continuo de las comunidades microbianas seleccionadas
para la fermentacion conlleva a un mejoramiento de la
estabilidad, calidad, sabor y textura del pulque (Gibbons y
Rinker, 2015); la fermentacién es un proceso que ademas de
permitir la transformacion de los alimentos a través de
microorganismos autdctonos e introducidos, también fomenta
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la heterogeneizacion de sus propiedades y su diversidad
microbiana (Flachs y Orkin, 2019) en este caso interviniendo
en las cualidades del aguamiel y por lo tanto del pulque.

Se ha documentado que existe variabilidad en la
diversidad de microorganismos de la savia del agave y sus
derivados por factores como la especie de agave, estadio de
fermentacion, geografia; encontrando mayor diversidad en
verano, lo que sugiere que la microbiota del aguamiel tiene
cambios entre las estaciones del afio y la fuente de donde
provenga, estas variaciones se deben al incremento en la
radiacion solar que provocan cambios en el metabolismo del
maguey por lo que produce savia (aguamiel) con un pH mas
bajo, favoreciendo a microorganismos tolerantes a
condiciones acidas. No obstante, independientemente de la
estacion del afio la diversidad bacteriana es mayor en el
pulque y la semilla, siendo el aguamiel la fase en la que se
cuenta con un mayor nimero de levaduras y menor
diversidad de bacterias en comparacion con las demés fases
(Enriquez et al., 2017; Rocha et al., 2020; Villarreal et al.,
2019).

Asi mismo se ha comprobado que las propiedades
quimicas del aguamiel y sus derivados estan relacionadas con
el metabolismo de las bacterias y levaduras que habitan en él,
debido principalmente a la produccién de ciertos metabolitos
secundarios (Herrera et al., 2008), los cuales tendran efecto
sobre las caracteristicas organolépticas de la savia extraida
del maguey. Los productores de pulque indican que la savia
producida por diferentes variedades tradicionales de agave
presenta diferencias organolépticas entre si, en la literatura no
hay estudios que documenten la diversidad microbioldgica
que propicia cada variedad tradicional de maguey; y si esta
pudiera tener relacion directa con las diferencias percibidas
en el perfil sensorial del pulque que produce cada variedad.
En este sentido, los objetivos de este trabajo fue documentar
las artes pulgueras en la localidad y evaluar la diversidad
microbiologica presente en el aguamiel de variedades
tradicionales de agave pulquero en dos épocas distintas del
afio, mediante la identificacion morfoldgica, bioquimica y
molecular, con el propdsito de determinar su papel en la
aportacion de distintas cualidades organolépticas al aguamiel.

Debido a la importancia biocultural del agave y a su alta
diversificacion y aprovechamiento en Hidalgo, es importante
realizar estudios en la multiplicidad de los promotores en la
fermentacion del aguamiel, siendo los responsables de
otorgarle sus caracteristicas agradables. Hasta el momento no
hay reportes en la literatura que ofrezcan una descripcion y
caracterizacion de las comunidades microbianas enfocadas en
el aguamiel de distintas variedades tradicionales de maguey,
es por ello que este trabajo permitira ampliar el conocimiento
de la influencia de los microorganismos en la produccion de
pulque y comprender los efectos que produce el manejo a
través de la seleccion artificial, los cuales se ven reflejados en
la heterogeneidad organoléptica del aguamiel y el pulque.
Permitiendo que se establezca como la base para posteriores
estudios de una rama emergente de la biologia como la
etnozimologia, ademas de ofrecer informacién que clarifique
un fenémeno percatado por los productores de pulque y que
presenta cierto interés para los mismos.

2. Metodologia
2.1. Area de estudio

Las muestras se colectaron del Rancho La Gasparefia
(19°58°08"N 98°30°18"0), situado en el municipio de
Singuilucan, Hidalgo (Figura 1).

2.2. Evaluacion etnobotanica

Se realizaron cuatro recorridos tematicos para identificar
las labores en relacion con la colecta del aguamiel en el
Rancho La Gasparefia, para ello se contd con el apoyo del
tlachiquero y el productor. Durante los recorridos se colecto
informacién acerca de los instrumentos utilizados y la
secuencia de actividades que se llevan a cabo. Ademas, se
realizaron entrevistas abiertas a ambos para conocer acerca de
la historia de vida de los entrevistados, los tipos de agaves
empleados para extraer el aguamiel, las caracteristicas del
aguamiel y la produccién de pulque en el rancho. Esta
herramienta metodol6gica permite generar informacién a
partir de un cuestionario organizado en preguntas y temas,
pero con la flexibilidad de que los entrevistados pueden
exponer y orientar libremente sus respuestas, asi como tratar
temas emergentes (Bernard, 2017).

\u’eﬁ -
4

Figura 1: Ubicacion geografica del area de estudio, Rancho La Gasparefia en
Singuilucan, Hidalgo. Area delimitada correspondiente al cultivo de distintas
variedades de agave pulquero.

2.3. Colecta de las muestras

De las variedades de agave Manso y Chalquecho (Agave
salmiana subsp. salmiana), se seleccionaron tres individuos.
Conforme a las especificaciones marcadas en la NMX-V-
022-1972 (DOF, 1972), con ajuste del volumen, de cada
individuo se colectaron 50 mL de aguamiel, las muestras se
tomaron directamente del cajete con una pipeta o jeringa y se
almacenaron en frascos de 250 mL estériles. Se mantuvieron
a 4°C, evitando su fermentacion, durante su traslado al
laboratorio de Genética de la UAEH para ser procesadas en
las primeras 24 h (Cervantes y Pedroza, 2007; Espindola et
al., 2018). Se realizaron dos muestreos, el primero en febrero
(que coincide con el periodo invernal) y el segundo en abril
(que corresponde a la primavera), ambos en el 2023.Sin
embargo; estos muestreos no son equitativos en cantidad y en
la variedad tradicional seleccionada, puesto que dependian de
la disponibilidad de agaves maduros presentes para la
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produccion, provocando que en el caso de la variedad
Chalquefio solo fuera posible realizar la colecta de muestras
en un solo momento de su produccion.

2.4. Aislamiento de cepas bacterianas y caracterizacién
morfolégica

Para el crecimiento bacteriano se usaron los medios agar
Soja Tripticaseina (MCD LAB), como cultivo general y el
conteo de bacterias y, para favorecer el crecimiento de BAL
agar Jugo de Tomate (preparado en laboratorio) (Leon et al.,
2012; Odds, 1991). Para sembrar se realizaron diluciones
decimales seriadas (10 a 10®) de las muestras colectadas.
Posteriormente se sembraron 100 pl de cada dilucion por
extension en placa en los medios antes mencionados,
realizando tres réplicas por cultivo, todo bajo condiciones
asépticas, posteriormente se incubaron a 30°C durante 48
horas siguiendo los procedimientos de Cervantes y Pedroza
(2007) y Leon et al. (2012). Pasado el periodo de incubacion
se realizo la caracterizacion morfolégica colonial basados en
la forma, textura, coloracion y elevacién de las Unidades
Formadoras de Colonias (UFC) siguiendo el procedimiento
llevado a cabo por Enriquez et al. (2017). Las UFC que
presentaron mayor variacion morfoldgica fueron resembradas
para obtener cultivos axénicos, mismos que fueron
preservados en ultracongelacion a -70° C con glicerol
(cepario) y activados para los estudios de identificacion.

e N ! : ?

Figura 2: Colecta de aguamiel para los analisis de laboratorio. A-B) Toma de
muestra de aguamiel directa del cajete con pipeta o jeringa, C) Recolecta de
aguamiel de forma tradicional usando un acocote, D) Muestras preparadas
para el andlisis microbiolégico.

2.5. Pruebas bioquimicas

251 Prueba de catalasa.

Se basa en comprobar la presencia de la enzima catalasa,
siendo la responsable de descomponer el peroxido de
hidrégeno en oxigeno y agua; suele encontrarse en bacterias

aerobias y anaerobias facultativas que presenten citocromo
oxidasa. Procedimiento: 1) Con ayuda de un asa
bacterioldgica se coloca en un portaobjetos limpio la muestra;
2) Se agrega una o dos gotas de peroxido de hidrogeno al 3%
y; 3) Se leen los resultados, siendo positiva cuando aparece
burbujeo instantaneo y negativa cuando no presenta burbujeo
(Velasco y Tapia, 2014).

2.5.2  Prueba agar hierro triple aztcar (TSI)

Permite la identificacion de bacterias a través de la
determinacion del azlcar que se utilice para fermentar, asi
como por la produccidn de gas y acido sulfhidrico. La prueba
se basa en la deteccién de productos de la fermentacion,
principalmente los &cidos, que seran detectados por el
indicador rojo de fenol provocando diferencias en la
coloracién del medio. Procedimiento: 1) Preparar tubos con
medio TSI y dejar solidificar inclinados. 2) Con asa
bacterioldgica recta se inocula la muestra en un tubo usando
la técnica de puncion y estria. 3) Incubar a 35 + 2 °C durante
18-24 horas con las tapas semi abiertas. 4) Leer los resultados
de acuerdo con la tabla 1. (Velasco y Tapia, 2014)

Tabla 1. Interpretacion de resultados en la prueba TSI.

Fermenta Fermenta No Produccion Producci6
tres glucosa fermenta de &cido n de gas
azucares sulfhidrico
Todo el Superficie Todo el Precipitado El medio se
medio se del medio medio se | de color quiebra o se
torna rojoy fondo | tornarojo | negro despega del
amarillo amarillo fondo

2.6. ldentificacion por MALDI-TOF

En la identificacion por espectrofotometria de masas
MALDI-TOF (Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization)
se hace una caracterizacion de proteinas codificadas por el
genoma, lo que resulta en el perfil protedmico bacteriano, que
es Unico para cada especie, en otras palabras, se obtienen las
huellas quimicas de cada microorganismo (Bou et al., 2011).
Procedimiento: 1) Las cepas se activan en medio Infusién
Cerebro Corazon (MCD LAB) y se incuban a 30° C durante
48 horas. 2) Posteriormente se siembran en Agar Nutritivo
(MCD LAB) usando la técnica de agotamiento por estria, se
incuban durante 18 a 24 horas a 30° C. 3) Con asa
bacteriolégica de punta redonda se transfiere una colonia
fresca, de mas de 5 mm de didmetro a un tubo de 2 mL,
marca Eppendorf, con 300ul de agua de grado molecular
(Mili-Q). 4) Se agita con vértex hasta la disgregacion
completa de la colonia (se observa turbidez). 5) se agregan
900 pl de etanol. 6) Para su procesamiento se trasladaron el
mismo dia al Laboratorio Divisional de Espectrometria de
Masas, de la UAM lztapalapa, CDMX, donde se analizaron
en el equipo MALDI Biotyper ® (Bruker, servidor 4.1.80
(PYTH) 102 2017-08-226_04-55-52). 7) Identificacion con
base en el valor de coincidencia y la categoria de
consistencia.

3. Resultados

3.1. Las labores pulqueras en la colecta de aguamiel
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La principal variedad tradicional que se cultiva en esta
region es el Manso (Figura 3A). El productor se dedica
activamente a labores del rancho desde hace 15 afios
aproximadamente, no obstante, el conocimiento tradicional
que posee para labores relacionados con agaves lo obtuvo a
través de la tradicion oral de su abuelo y su papa. Por su parte
el Tlachiquero lleva s6lo una década trabajando en el rancho,
pero es oriundo de la region y desde nifio aprendio las labores
pulqueras de su tio y de observar a otras personas trabajando
en Singuilucan. El productor es quien se dedica al cultivo de
las diferentes variedades tradicionales de agaves pulqueros, el
cuidado de los agaves consiste en el abono orgénico y las
podas necesarias hasta que alcanza el tamafio para iniciar las
labores pulqueras. Se requiere de un “capador”, el cual es la
persona encargada de capar el agave. El “capado” consiste en
retirar parte del pedunculo floral o quiote con una berreta
corta y se deja reposar el agave uno 0 mas meses y después
entra en accién la labor del tlachiquero que realiza la “picada”
(empezar a hacer la oquedad o cajete del maguey). Luego de
una semana de la picada del agave, este ya esta listo, y se
inicia la extraccién del aguamiel, en esta region del pais se
realiza dos veces al dia, una a entre las 05:00 a 07:00 horas y
otra entre las 16:00 a las 18:00 horas dependiendo de las
condiciones del tiempo y la hora de amanecer o atardecer.
Para realizar la extraccion de la savia o el aguamiel se
necesita un acocote (Figura 3B-C), este artefacto
tradicionalmente se realizaba con el fruto alargado seco de un
tipo de cucurbitacea de la especie Lagenaria siceraria, no
obstante, recientemente se ha sustituido por acocotes de fibra
de vidrio o se improvisa con una botella de pléstico de
refresco. A este instrumento se le realiza huecos en los
extremos, uno que se introduce al cajete y otro por el cual el
tlachiquero succiona el aguamiel. El tlachiquero también
lleva consigo un raspador o cuchara (Figura 3D), con el cual
una vez extraido el aguamiel con el acocote se procede a
raspar el cajete con el raspador. Antes o entre la labor de
extraer el aguamiel de un agave a otro, es necesario dar filo al
raspador, para ello se emplea una herramienta conocida como
islabén o eslabon (Figura 3E). Para contener el aguamiel se
lleva un bidén de 20 litros y para transportar se utiliza una
carretilla. Estos utensilios' se lavan de vez en cuando,
Unicamente con agua de chorro y algin estropajo, el
tlachiquero también se lava las manos antes de realizar la
extraccién del aguamiel, sélo con agua de chorro. Se tiene la
creencia que usar jabones, cremas en las manos o algun tipo
de perfume “corta el pulque” (no fermenta adecuadamente).
Generalmente el cajete del agave se tapa con una roca que
tenga el tamafio de la oquedad o también se usan pedazos de
las hojas o pencas para tapar (Figura 4 A-C).

Al cajete llegan gran cantidad de animales, principalmente
insectos voladores como moscas de la fruta, abejas, entre
otros (Figura 4D), cuando se destapa el cajete muchos siguen
vivos y solo se retiran con el raspador. Para extraer el
aguamiel se introduce el extremo mas delgado del acocote al
cajete, el tlachiquero succiona y rapidamente procede a tapar
el hueco con su dedo indice. Saca el acocote y vacia el

contenido en el garrafdn, lo tapa y procede a raspar el cajete
con el raspador (esto se hace para evitar la cicatrizacion del
tejido), se vuelve a tapar y ahi se deja hasta la siguiente
extraccion. Esto se repite en cada agave en produccion, una
vez colectada todo el aguamiel se lleva al tinacal en la
carretilla, alli se encuentran las tinas de fermentacion
tradicionales de piel de ganado vacuno Bos taurus, aunque
también pueden ser de fibra de vidrio (Fig. 3E-F). Una vez en
el tinacal la persona encargada de realizar las labores del
tinacal y las preparaciones del pulque es el mayordomo. Una
vez que se recibe el aguamiel, se debe utilizar rapidamente,
pues en unas dos horas puede “blanquearse” (inicia la
fermentacién) y ya no se usa. Se emplea un colador de
plastico y se va colando el aguamiel a medida que se va
vertiendo en una tina que ya contiene pulque del dia anterior.
Alli se deja que siga fermentando al menos unas tres a cuatro
horas y ya esté listo el pulque para tomar

Figura 3: A) Maguey Manso, B) Acocote de fibra de vidrio con una
capacidad de ocho litros, C) Castafias de madera, fibra de vidrio y un acocote
tradicional, D) Raspador o cuchara, E) Islabones o Eslabones para dar filo a
otras herramientas.

Figura 4: A) Cajete del agave pulquero variedad Manso, B-C) Se muestra
roca y pedazos de hojas del mismo agave que se utiliza para tapar el cajete,
D) Cajete de agave con aguamiel, se aprecia insectos, E) Tina de piel de
vaca para fermentar el aguamiel, F) Tinas de fibra de vidrio donde se
fermenta el aguamiel y se almacena el pulque.

Conteo de bacterias mesofilas aerobias del aguamiel

El conteo total de UFC en aguamiel reveld que el nimero
total de bacterias entre variedades era fluctuante, con una mayor
carga microbiolégica en las muestras provenientes de agaves de
la variedad Chalquefio (Tabla 2).
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Tabla 2: Unidades formadoras de colonia (UFC) en las variedades de agaves Tabla 4. Especies identificadas por la técnica MALDI-TOF.
pulqueros (UFC/100 pL) = _ Riclad c o o
A A : Specie 1Slada en aracteristicas ael grupo odigo
Tipo .de Muestra Variedad Varledald NCBI
mquO Manso Chalquefio. Agua, suelo y | Fermenta  glucosa vy | 569
Agar jugo 1 65,000 107,000 Hafnia alvei | @limentos metaboliza  aminoécidos.
de tomate 2 12,000 393,000 Patégeno oportunista poco
comun
3 47,000 33,000 Pseudomonas Rizosfera y en | Estimula el crecimiento 294
Agar soya 1 65,000 15,000 fluorescens plantas vegetal
tripticaseina 2 80,000 18,000 pseudomonas | EStras de | Mesofila, mayormente 219572
3 3.000 19.000 antartica cianobacterias aislada de fuentes
: : animales
. . . Citrobacter Suelo, agua o | Fermenta glucosa, 57706
En el primer muestreo se obtuvieron 30 cultivos braakii tejidos pat6gena de humanos
bacterianos axénicos y 26 en el segundo muestreo. El nimero animales _ _
inicial de cepas fue mayor, pero algunas fueron descartadas Pseuggarg‘mas \S/:éeéf:a?;;ejldos Pat6gena en humanos 200451
debido a Ia_ problematlca d(_e mantenerla}s in vitro, ya sea por MUussiras Vesohila 76759
su metabolismo, ciclo de vida o complicaciones del entorno, Pseud ambientales y
que no fueron aptas para conservarlas por largos periodos e | tracto
(Escalante et al., 2004). Lesp"ato”o en
Iy - ] - umanos
Qon’ base en los anaI|S|s_ morf_ol_oglcos colonlale_s, se —— Microbiota Fermenta gilcosa, 582
registro un total de 28 morfotipos dIStInFOS correspondientes b intestinal pat6gena en animales
al muestreo uno, procedentes de la variedad Manso. En el humana
caso del muestreo dos se caracterizaron 45 morfotipos, 23 se Suelo y | Gram +, usada en bebidas | 1421
reconocieron en la variedad tradicional Manso y 22 | Lysinibacillus g;ﬁ;pos de Egﬂtt’r'gl“g?giggi’::‘g':{‘ como
morfotipos pertenecen a la variedad tradicional Chalquefio. sphwaericus producir proteinas toxicas
En el primer muestreo 21 cultivos fueron catalasa positiva, para larvas de mosquitos
conforme a la prueba TSI, se encontrd que cuatro cepas Muestras  de | Fermenta glucosa, algunas | 34038
fermentaron glucosa, 23 fermentaron los tres azlicares Rahnella suelo, materia | cepas pueden ser
aquatilis vegetal y | fitopatégenas
(glucosa, lactosa y sacarosa), tres no son fermentadoras, comida
cuatro son capaces de producir H,S y diez son productoras de Kidyvera Microbiota Fermenta glucosa, se 61648
gas. En el segundo muestreo 15 cultivos fueron catalasa intermedia humano considera patogeno
positiva; respecto a la prueba TSI diez fermentaron glucosa, S g\port;_”'ita = =05
12 fermentaron los tres az(cares, dos no son fermentadoras, Pantoea Veg;gf przré’uéz éi?(‘j‘oj;g i de
ningung cepa produjo H.S, finalmente seis son capaces de a?s?r!%r:ier:]ir)‘s semillas, frutos | la glucosa, se usa para
producir gas (Tabla 3). Erwinia biorremediacion y como
herbicola control biolégico de
Tabla 3. Resultados de pruebas bioguimicas por variedad tradicional de i enfermedades vegetales
agave pulguero Manso y Chalquefio en las dos épocas de muestreo en el . Bebidas Mesofila, estrechamente 36911
Rancho La Gasparefia, Singuilucan, Hidalgo. Lo niimeros corresponden Clavispora tradicionales relacionada con el género
Muestreo 1: Invierno y Muestreo 2: Primavera. lusitaniae mexicanas Saccharomyces, fermenta
Levadura como pulque y | glucosa, patégena
- mezcal oportunista en humanos
[15]
3 o 8 8 ) < La mayoria de las especies bacterianas son Gram
< O S s D ©
- n = - - - - -
3 o2 ] © R |28 53, negativas, asimismo casi todas pertenecen filo
S O O O I s 8 5]
O . . . . yyn
> = > €3 % gz proteobacteria, que se caracteriza por su diversidad genética y
PR I IRV S v I 1  metabdlica al igual que por su importante rol en la salud
humana y sus interacciones en el medio ambiente (IEQFB,
Manso | 30" 721 119 1710 [ 20 1 4] 26 | 23 | 4 |3 2023). Solo una cepa bacteriana era Gram positiva L.
N wlwlsls Tulolslol s |s sphaericus. En el muestreo de febrero se identificaron cuatro
anso . - , .
2 especies relacionadas a los géneros Hafnia, Pseudomonas y
Chalquefio | 10 | 5 | 5] 1 | 9 |O] 10 ] 3 | & |2 Citrobacter; que contrastan con el segundo muestreo, donde

3.2. ldentificacion

Se seleccionaron 21 muestras del cepario, siete
correspondientes a la variedad de agave Chalquefio y las otras
14 a la variedad Manso, dichas cepas fueron seleccionadas
considerando sus caracteristicas morfoldgicas para tener una
muestra representativa de los morfotipos que se encontraban
en el cepario. Se identificaron 17 cepas de bacterias meséfilas
y un microorganismo levaduriforme mesofilo. Los géneros
bacterianos mas representados fueron Pseudomonas y Hafnia.
Las 17 cepas se reparten en 12 especies (Tabla 4).

se encontraron 11 especies pertenecientes a los géneros
Pseudomonas, Proteus, Lysinibacillus, Rahnella, Kluyvera,
Pantoea y Candida. Todos correspondientes a organismos
bacterianos con excepcion de Candida, antes mencionado
como levadura. Las especies no se repiten por muestreo, sin
embargo, se encontraron que varias especies del género
Pseudomonas, pertenecen a la vez a un subgrupo denominado
Pseudomonas fluorescens, fueron identificadas en ambos
muestreos (Fig. 5A). Este grupo bacteriano ha sido
directamente relacionado con la microbiologia de la rizosfera
en plantas y en algunos casos han sido empleados en cultivos

El DOI puede ser empleado para citar este manuscrito, pero serd habilitado hasta la publicacion en Pdidi.



Este manuscrito ha sido aceptado después de una revision a doble-ciego por pares y serd publicado en una futura edicion de esta revista. Su contenido es definitivo y unicamente
cambiara en la version final la informacion relativa al volumen, nimero, fecha de publicacion y paginado.

N. L. Silva- Lopez et al. / Publicacion Semestral Padi Vol. 0 No. 0 (2024) 1-10 7

suele ser mas &cido, debido al efecto de la radiacion solar en
el metabolismo del agave, lo que favorece la presencia de
microorganismos tolerantes a un pH &cido (Contreras et al.,
2017).

Dentro de los organismos identificados a nivel de especie
que ya han sido relacionados con el aguamiel o productos

agricolas (Pérez et al., 2015). En el primer muestreo se
identificaron tres especies (Figura 5B).

Muestreo
invierno

Muestreo
primavera

A seudomonas poae . - . .
— 1 UL sl derivados de la savia del agave, podemos mencionar a Hafnia
. afnia alvei 7 3 5 - - - - . -

- Pseudomonas ! Representants | * Cltpora b onise alvei y Clavispora lusitaniae que han sido aislados

ﬂorescens b grupo N ; IIUIL’II:S nuriabi, u. . . ,
+ Ciataster & Mcdoomas - Lysinibacills sphacrics directamente de muestras de aguamiel y pulque (Chacén et
ki . al., 2020; Escalante et al. 2004; Rocha et al., 2020);
X yo . naaenneda Kluyvera intermedia ha sido aislada previamente de muestras

« Pantoea agglomerans,

de pulque (Chacon et al., 2020); Citrobacter braakii y
Pantoea agglomerans no han sido descritas como especies
relacionadas con el aguamiel, sin embargo el género
Citrobacter y Pantoea son ampliamente reconocidos como
parte importante de la microbiota del aguamiel (Carrasco,
2019; Enriquez, 2017); similar al caso de Pseudomonas
florescens, Pseudomonas tolasii, Pseudomonas poae,
Pseudomonas monteilii y Pseudomonas rhodesiae donde si
bien las especies no han sido reportadas, la relacién del
género Pseudomonas con el pulque ya ha sido documentada;
en el caso de la cepa de Rahnella acuatillis sdlo el género
habia sido relacionado con muestras de pulque y aguamiel
(Chacon et al., 2020); finalmente Lysinibacillus sphaericus y
Proteus mirabilis son especies que no ha sido asociadas con

Pantoea agglomerans

Kluyvera intermedia
M Rahnella aquatilis
Pseudomonas rhodesiae

Lysinibacillus sphaericus

Proteus miriabilis

M Clavispora lusitaniae
B Pseudomonas monteilii

B Pseudomonas poae

10% 1 Citrobacter braakii | X X
. a savia del agave y tampoco con ninguna de sus fases de
0% ‘ ; = Pseudomonas tolaasii -ansformacion posteriores; sin embargo en el caso de la L.
Aguamiel Aguamiel W Pseudomonas florescens - sphaericus, se ha encontrado en el “kéfir” o también
Primavera Invierno  Hafnia alvei conocido como “bulgaros”, la cual es una bebida probidtica

Figura 5: Distribucion de las especies bacterianas por muestreo. A) Diagrama tradicional, pI’OdUCtO de la fermentacion de la leche por

de comparacion y similitudes de la diversidad microbioldgica proveniente de
muestras de aguamiel correspondientes a dos distintas estaciones del afio
(primavera e invierno), B) Representacion de la proporcion en porcentaje de
especies microbiolégicas aisladas de diferentes plantas de agave.

4. Discusion

La especie Agave salmiana subespecie salmiana es la de
mayor aprovechamiento en Hidalgo y otros estados para la
produccion de pulque, de tal manera que fue la principal
especie que se encontré en produccion durante los muestreos,
siendo la variedad Manso y Chaquefio las mas apreciadas por
sus caracteristicas. De igual manera es la especie con mayor
presencia en los estudios de diversidad microbioldgica en la
literatura (Cervantes et al., 2007; Morales et al., 2012;
Villareal et al., 2019). Las labores pulqueras ain se
mantienen como hace décadas, son multiples los instrumentos
que se emplean, ademas de préacticas culturales en el manejo
del aguamiel y el pulque de donde pueden provenir parte de
los microorganismos que encontramos en el aguamiel y el
pulque.

En el analisis realizado se confirmé que
independientemente de la variedad tradicional de agave de
donde provenga la muestra, los microorganismos
predominantes son las BAL en comparacion con las
levaduras, teniendo una relacion de 17 a dos. Se ha
demostrado que existe una mayor cantidad de BAL que de
levaduras en el aguamiel, y que el nimero de levaduras va en
aumento y el de BAL disminuye conforme el proceso de
fermentacion avanza (Enriquez 2017; Herrera et al., 2008).
Durante las estaciones de invierno y primavera el aguamiel

medio colonias coliformes compuestas por distintas bacterias
y levaduras que coexisten en una relacion simbidtica
(Oliveira et al., 2019). P. mirabilis ha sido relacionada con
bebidas fermentadas de soya en donde sus compuestos
principales son hemolisinas y ureasa; la hemolisina esta
relacionada a su capacidad patégena ya que su funcién se
basa en hacer que las células de su huésped liberen los
nutrientes y el patégeno, en este caso P. mirabilis, pueda
aprovecharlos. Por otra parte, la ureasa es una enzima que es
capaz de producir amoniaco a través de la hidrélisis de la
urea, esta reaccion genera un aumento de pH del medio por lo
tanto la actividad de la ureasa le permite a la bacteria
sobrevivir a medios 4cidos, esta caracteristica también esta
relacionada a sus propiedades patégenas ya que los sitios
donde se aloja en su huésped suelen tener pH &cido (Reyes et
al., 2016).

Contrastando la diversidad entre los dos muestreos, se
aprecia que el aguamiel de las muestras correspondientes al
mes de abril, con temperatura ambiental ligeramente mas
elevada, tienen mayor diversidad que el aguamiel colectado
en febrero, llegando a tener mas del doble de distintas
especies de microorganismos; ademas en las muestras de
febrero se refleja una gran dominancia (homogeneidad) por
H. alvei sobre las demas especies bacterianas, asi como
reporta Escalante et al (2004) las BAL presentan dominancia
sobre otros grupos bacterianos inclusive cuando el proceso de
fermentacién es mas avanzado, en el caso del pulque, y aun
asi H. alvei sigue teniendo una presencia considerable en la
caracterizacion bacteriana de dicha bebida ; esto difiere de los
resultados de otros estudios dependientes de cultivo, donde
encontraron que la temporalidad con mayor numero de
especies era en invierno (Enriquez et al., 2017); sin embargo
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segun Villareal et al (2019) basado en un estudio molecular
donde comparan el aguamiel proveniente de dos especies,
encontrd6 que por el contrario la estaciobn con mayor
abundancia en diversidad microbioldgica es en verano
independientemente de que especie provenga; lo que nos
permite deducir que la microbiota presente en el aguamiel
sufre cambios en su estructura a lo largo de las estaciones del
afio. Una de las hipétesis que surgieron al explicar la
diferencia en la diversidad entre estaciones fue que una de las
fuentes de inoculacién en el aguamiel son los insectos y el
pico de actividad de estos organismos es en los meses mas
calidos (primavera-verano); esta caracteristica puede estar
relacionada a que son organismos ectotermos por lo que
necesitan del calor ambiental para regular su temperatura,
ademas de que en estas temporadas aumenta la abundancia de
recursos alimenticios (Peralta et al., 2020), por lo tanto al
tener una mayor cantidad de insectos interactuando con el
aguamiel, la carga microbioldgica inoculada por este medio
también aumentaria en esta época.

Los azucares en el aguamiel consisten principalmente en
fructosa, seguido por glucosa y rastros de sacarosa (Peralta et
al., 2020) lo que convierte al aguamiel en un sustrato con
caracteristicas favorables para el crecimiento de poblaciones
microbioldgicas; permitiendo asimismo mantener sus
poblaciones autéctonas en espera de condiciones ambientales
y metabdlicas apropiadas para su multiplicacién (Cervantes y
Pedroza, 2008). La mayor diversidad bacteriana encontrada
en el aguamiel en este estudio corresponde al filo
Proteobacteria; seguido por solo una cepa del grupo
Firmicutes, esta relacion se comporta de la misma manera a
como Escalante et al (2008) lo reporta, mientras que los
hongos se representaron por una especie del filo Ascomicetes
(Fig. 5B). En cuanto a las proteobacterias se identificaron
organismos pertenecientes a la clase Gammaproteobacteria, la
cual es la clasificacién mas grande de las proteobacterias, con
una gran diversidad de tipos fisiologicos y metabélicos, que
si bien esatn relacionadas los factores abitticos donde se
distribuyen los agaves pulqueros, también pertenecen
diversas bacterias patégenas para humanos (Duefiaz, 2013). Y
si bien en la literatura se ha reportado la presencia de
bacterias con potencial patoldgico en el aguamiel, se ha
encontrado que solamente el 1% de la microbiota
corresponde a este género puede ser un patégeno potencial
(Huezo et al., 2023) y asi como Escalante et al (2008)
argumenta, su presencia en el aguamiel puede ser solamente
parte de su diversidad natural provenientes del ambiente y
que se han ido acumulando en el cajete o que bien son
inoculadas durante el proceso de extraccion, manejo o
almacenamiento, sin embargo podemos recalcar que en el
presente estudio las muestras fueron tomadas de forma
directa del agave, por lo que la presencia de este grupo
bacteriano puede atribuirse de mayor manera a Su
acumulacién medioambiental. Por su parte en el presente
estudio se encontr6 que el 76% de las bacterias pertenecen al
grupo de las Gammaproteobacteria, seguido por Firmicutes
con 12% y Ascomicetes con 12%, contrario a lo que indica la
literatura donde en otros estudios el porcentaje mas
representativo  estd  conformado  por  organismos
correspondientes al filo Firmicutes y el menos representativo
conformado por el filo de las proteobacterias (Escalante et al.,
2004).

Sin embargo, es importante enfatizar que las gamma
protecbacterias estan ampliamente distribuidas en la
naturaleza y no solo poseen capacidades patogenas, ya que
pueden tener distintos papeles ecoldgicos, como las bacterias
con metabolismo capaz de realizar la fijacion de nitrégeno en
el suelo. La presencia de bacterias patégenas en el aguamiel y
algunos de sus derivados suele ser limitada, al igual que la
informacion en la literatura sobre la presencia y
comportamiento de bacterias patégenas en el mismo. Con el
fin de determinar la bioseguridad del aguamiel y sus
derivados Gomez (2011) realiz6 un analisis a lo largo del
proceso de fermentacion del aguamiel con cinco cepas
patégenas gastrointestinales (S. typhimurium, E. coli, S.
flexneri, S. aureus, y E. aerogenes) donde concluy6 que estos
organismos tienen la capacidad de inhibir el crecimiento de
otros patdgenos en condiciones in vitro; lo que demuestra que
debido a las propiedades antimicrobianas que confieren
ciertos metabolitos producidos por ciertas BAL en el
aguamiel, las probabilidades de contraer enfermedades por
consumo de bebidas tradicionales es bajo (Huezo et al.,
2023).

5. Conclusiones

La diversidad microbiolégica de muestras de aguamiel
provenientes de dos variedades tradicionales demostré tener
diferencias en cuanto a riqueza, siendo abril donde hubo
mayor riqueza; mientras que la variedad “Chalquefo” tiene
mayor abundancia microbioldgica, estas caracteristicas
podrian estar directamente relacionadas con las propiedades
organolépticas que diferencian a cada uno de los productos
obtenidos que son reconocidos y apreciados por sus
particularidades.

La diversidad microbiana en el aguamiel se caracteriza
principalmente por la presencia dominante de bacterias,
seguida por levaduras, independientemente de su origen. Los
microorganismos analizados han sido previamente asociados
tanto con el aguamiel como con el pulque, y pertenecen a
géneros que han sido correlacionados con estas bebidas
tradicionales, asi como con otras bebidas fermentadas
ancestrales. Sin embargo, debido al nimero limitado de
muestras analizadas a profundidad no es posible determinar si
los datos se comportarian de la misma manera en las muestras
que no fueron candidatas al analisis MALDI-TOF; por lo que
permanece un area de oportunidad en la investigacion de la
biodiversidad microbiolégica del aguamiel y productos
derivados, en niveles intraespecificos de A. salmiana
subespecie salmiana. Es importante recalcar que los estudios
moleculares enfocados en BAL han provisto de perspectivas
de su perfil metabdlico y en sus relaciones con otros
organismos y el ambiente con el fin de comprender su papel
en la fermentacion tradicional o industrializada de alimentos
y su interaccién con los humanos (Douillard y Vos, 2014)
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