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RESUMEN

El Chaguar mishqui es una importante bebida tradicional ecuatoriana, extraida de pencos maduros
preferentemente del Agave americana L. Ha sido atribuida caracteristicas curativas para varias
enfermedades, principalmente digestivas. Se realizo el anélisis metagendmico de la savia de dos
plantas de Agave ubicados en dos provincias de Ecuador, gracias a la secuenciacion de los genes
18S rRNA para fungi y 16S rRNA para el dominio bacteria. La abundancia y diversidad de los
microorganismos variaron en ambas muestras, sin embargo, se identificaron organismos
compartidos que corresponde a microbiota autdctona. Se identificaron 7 géneros y 7 especies de
levaduras donde destaca Kluyveromyces marxianus. Asi mismo, se identificaron 12 géneros y 20
especies de bacterias, de las cuales, las mas abundantes fueron bacterias acido lacticas, bacterias
acido acéticas y Zymomonas mobilis. Los resultados de este estudio generan una vision general a
cerca de la ecologia microbiana relacionada con la fermentacion del Chaguar mishqui, con el fin
de controlar el proceso y seleccionar aquellos microorganismos con potencial probiotico en un

futuro.
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ABSTRACT

Chaguar mishqui is an important traditional Ecuadorian drink, extracted from Agave, preferably
from Agave americana L. It has been attributed curative characteristics for various diseases, mainly
digestive. A metagenomic analysis of the sap of two Agave plants located in two provinces of
Ecuador was conducted, using the 18S rRNA gene for fungi and 16S rRNA gene for the Bacteria
domain. The abundance and diversity of the microorganisms varied in both samples; however,
shared organisms were identified, those correspond to autochthonous microbiota. Seven genera
and 7 yeast species were identified where Kluyveromyces marxianus was the most abundant
species. Likewise, 12 genera and 20 species of bacteria were identified, of which the most abundant
were lactic acid bacteria, acetic acid bacteria and Zymomonas mobilis. The results of this study
generate an overview of the microbial ecology related to the fermentation of Chaguar mishqui, in

order to control the process and select those microorganisms with probiotic potential in the future.
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INTRODUCCION

El Chaguar mishqui, Tzwar mischki o Chawar Mihski, antiguamente conocido como la
bebida de los dioses ha sido utilizada por comunidades indigenas ecuatorianas y andinas como una
bebida nutritiva, medicinal y espirituosa. Es la savia o aguamiel obtenida a partir de pencos
maduros y se caracteriza por su sabor dulce. Se la consume en diversas presentaciones:
inmediatamente después de retirarlo del penco, en forma de miel, como colada después de
cocinarlo y, como bebida alcoholica fermentada o destilada (muy similar al tequila) (Ayora &
Quito, 2013).

El aguamiel obtenido del penco o cabuya negra era considero como fuente de vida para los
pobladores de la region Andina prehispanicos debido a todas las propiedades curativas que se le
atribuian tales como: curar articulaciones, dolores, malestar estomacal, impotencia sexual, etc. A
partir de la llegada de los espafioles, su popularidad bajé drasticamente y el uso del penco era mal
visto por las clases sociales altas (Quishpe, 2020). Actualmente, los mishqueros (quienes extraen
el Chaguar mishqui) son muy pocos y a pesar de la antigiiedad de tan versatil bebida existen
escasas investigaciones cientificas sobre su composicién, propiedades curativas y su produccion a

gran escala aln es una opcién muy lejana en nuestro pais (Teleamazonas, 2019).

La cabuya negra

El Agave es el género al que pertenece el penco azul o la cabuya negra. Pertenece a la
familia de las Agavaceae, es una planta que crece en condiciones de sequia y en zonas aridas y es
originaria de Meéxico. Actualmente, se han descrito al menos 100 diferentes especies, pero en
Ecuador la mas abundante y utilizada para extraer su savia es el Agave americana L. o Agave

americana Linn que se encuentra extendido por toda Sudamérica principalmente en Ecuador, Peru,
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Chile y Bolivia. En estos paises se conoce a su savia como Chaguar Mishqui 0 mishqui chancaca

(Flores, 2016).

Obtencion del Chaguar mishqui

El proceso de obtencion del Chaguar mishqui es extenso. En un principio, hay que esperar
a que el penco tenga de 8 a 12 afios para que el ‘corazon’ del penco este maduro. El cual sale como
un tronco muy alto que se lo conoce como tallo floral que debe ser cortado antes de continuar el
proceso. Una vez cortado el tallo, la planta empieza a producir el aguamiel y se la deja reposar por
alrededor 6 meses antes de extraer la savia (Ayora & Quito, 2013). Después de este tiempo, se
procede a cortar el centro de la planta hasta obtener una especie de olla, donde el aguamiel se ira
almacenando. EI mishquero, raspa la ‘olla’ lo que lastima la planta y promueve que el aguamiel
caiga en la misma. Generalmente, la recoleccién de la savia se la realiza dos veces al dia: en la
mafiana y en la tarde, intentando esperar al menos 5 horas entre las extracciones. El penco genera
Chaguar mishqui por 3 0 4 meses antes de secarse y morir, no sin antes dejar rizomas que

permitiran el crecimiento de nuevos pencos (Allauca, 2010).

Microbiota asociada a la fermentacion

La extraccion del Chaguar mishqui es un conocimiento tradicional que se ha traspasado de
generacion a generacion, por este motivo, la falta de métodos estandarizados o de saneamiento y
las caracteristicas del proceso de extraccion permite el crecimiento de amplias comunidades
microbianas como levaduras y bacterias. Estos microrganismos son los encargados de fermentar
la savia, incluso cuando sigue en la “olla” del penco. Sin embargo, debido a la falta de

conocimiento acerca de su microbiota y su extraccion al aire libre resulta complicado controlar la
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fermentacion y evitar su contaminacion, lo que es esencial para obtener un producto final de
calidad y acreditado para ser consumido por el ser humano (Teleamazonas, 2019).

En cuanto a la microbiota descrita del Chaguar mishqui, se encuentran levaduras, que
intervienen en una variedad de alimentos fermentados en las que producen etanol y CO2 en
condiciones aerobicas y anaerobicas (Ciani & Mannazzu |, 2018). También, bacterias acido
lacticas (BAL) quienes degradan carbohidratos para producir acido lactico y CO2, crecen en
ambientes microaerofilos y en pH acidos (4 - 4,5 (Ciani & Mannazzu |, 2018) y finalmente
bacterias acéticas que suelen ser consideradas “spoilers” no deseados en bebidas fermentadas
como el vino o la sidra, sin embargo, suelen estar presentes en fermentaciones naturales de ciertos
tipos de cerveza, kombucha o cocoa (De Rosse & De Vuyst). La presencia de ciertas
enterobacterias, coliformes u hongos son indicadores contaminacion debido a la manipulacion

directa de personas con mala higiene o mal lavado de utensilios (Gonzalez, 2018).

La microbiota presente en el Chaguar Mishqui ha sido caracterizada solamente por
métodos dependientes de cultivos y, aun asi, estos tipos de estudios son escasos (Figueroa & Sosa,
2015). El uso de herramientas de secuenciacion de nueva generacion ayuda a visibilizar toda la
comunidad de microorganismos presentes incluyendo a microorganismos no cultivables. Por
ejemplo, el cultivo de algunas bacterias acido-acéticas es muy complicado y suelen estar en un
estado viable pero no cultivable (VBNC) (De Rosse & De Vuyst). También, permite dilucidar los
cambios en abundancia y diversidad de las comunidades microbianas en distintos tiempos de
recoleccion y compararlos con estudios realizados en otros paises (De Filippis, Parente, & Ercolini,
2016). La microbiota aun no descrita en la savia del Agave puede jugar un papel importante en la
composicién del aguamiel y en la ecologia de las especies y linajes presentes en la misma. Al

conocer toda la diversidad presente se puede empezar a direccionarse hacia la produccion a gran
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escala de derivados e incluso conocer si efectivamente se pueden utilizar los microrganismos
presentes como probidticos beneficiosos para la salud humana (De Fillippis, Parente, & Ercolini,

2016).

Los estudios enfocados en la diversidad microbiana del aguamiel del Agave americana L.
son pocos a pesar de tener varias aplicaciones para mejorar su calidad, aumentar su produccion y
visibilizar una bebida tradicional que se ha ido extinguiendo con los afios. Ademas, este tipo de
estudios reducen los sesgos y permiten entender de manera global la comunidad microbiana
presente, tanto de organismos cultivables como no cultivables permitiendo comparar los resultados
con otros estudios realizados. Este proyecto se convierte en el primer estudio de metagenémica del
Chaguar mishqui en Ecuador. Aqui, se analiza la secuenciacion de 16S rRNA (bacteria) y 18S
rRNA (fungi) de la savia obtenida de pencos (Agave americana L.) de dos provincias ecuatorianas:
Pichincha y Cotopaxi con el objetivo de entender los cambios de diversidad y abundancia de los
microorganismos en el proceso. Ademas, analizar su potencial probidtico y si existe indicadores

de contaminacién
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METODOLOGIA

Toma de Muestras

En este estudio se realizo el analisis metagendmico dos muestras provenientes de otro
proyecto que estudio las caracteristicas fisicoquimicas y microbioldgicas de la savia mediante
técnicas tradicionales. La muestra 1 se identifico como (Pich-19) y fue colectada en la provincia
de Pichincha en la comunidad “La Toglla” ubicada en el cerro Ilalo, y estuvo dentro de la planta
en la “olla” 19 horas desde la ultima recoleccion. La segunda muestra (Cot-5) fue colectada en el
noroccidente de la provincia de Cotopaxi en el canton Pujili, barrio Sarapamba y estuvo dentro de

la planta en la “olla” 5 horas.

Extraccion del DNA total

. El protocolo de extraccion del DNA se llevd a cabo con el kit comercial PureLink
Genomic DNA. En general, el protocolo consiste en: preparacion de las muestras, union del DNA,
lavado, elucion y finalmente purificacion usando centrifugacion. Para garantizar la calidad del
DNA se utiliz6 RNAasas para la digestion del RNA que contamina la muestra final. A
continuacion, se realizé digestion con la proteinasa K utilizada para lisis de células y tejidos con
el objetivo de mantener la calidad del DNA deseado. Para evaluar la pureza del DNA se utilizd
NanoDrop; para evaluar la concentracion se utilizé Qubit y para evaluar la integridad del DNA se

realizo un gel de agarosa.

Amplificacion de los genes 16S rRNA y 18S rRNA

Se obtuvo el DNA de calidad, pureza e integridad apropiada para continuar con los pasos

de amplificacion del 16s rRNA. Para la amplificacion del 16S rRNA V3-V4 en bacteria se utilizo
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el primer forward 341f 5- CCTAYGGGRBGCASCAG-3’ y reverse 806R 5’-
GGACTACNNGGGTATCTAAT-3’. Se utilizo la polimerasa FastPfu y las condiciones de la

reaccion se encuentran detalladas en el Anexo A.

Para la amplificacion del 18S rRNA de fungi se utiliz6 el primer forward
TAReuk454FWDI1F 5’-CCAGCASCYGCGGTAATTCC-3* y reverse TAReukREV3 5’-
ACTTTCGTTCTTGATYRA-3’. Se utilizo la polimerasa FastPfu y las condiciones de la reaccion

se encuentran detalladas en el Anexo A.

Secuenciamiento y Analisis metagenémico

El secuenciamiento del DNA se realizd por CD genomics (16S rRNA) y Fisabio (18S
rRNA). Se utilizo la plataforma lllumina HiSeq 3500 para generar pair end (PE) reads de 250pb.
Durante la preparacion de la libreria, se les asigno un barcode unico. El barcode y la secuencia del
primer fueron truncados. A continuacién, se ensamblaron las PE reads y se eliminaron las
secuencias quiméricas. Se generaron 36518 reads para el 18S rRNA (Pich-19), 16831 reads para
el 18s rRNA (Cot-5), 32629 reads para el 16S rRNA (Pich-19), 28453 reads para el 16S rRNA

(Cot-5).

Con el objetivo de analizar la diversidad de especies en las muestras se utilizo el software
R para hacer clustering y asignar ASVs. Las secuencias fueron asignadas en ASVs con el paquete
de R DADAZ2 version 1.8.1. Se asignaron en 9 ASV en los analisis de 18S rRNA 'y 44 ASV en los
analisis de 16S rRNA. Las secuencias se alinearon y compararon con la base de datos de SILVA
y se utilizo el método de Bayes khmer para la asignacion taxonomica. La asignacion taxonomica

de cada ASV genero informacion acerca de la diversidad de cada tratamiento (Pich-19 y Cot-5)
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hasta el nivel de género. Para determinar la abundancia relativa se compar6 el nimero de lecturas
obtenidas para cada microorganismo contra el nimero de lecturas totales de la muestra. Para tener
mayor resolucion y determinar género y especies se compararon y alinearon las secuencias
representativas (>0,1%) con la base de datos del NCBI BLASTn y el software Bioedit
respectivamente. Para los analisis presentados en el presente proyecto, se determindé como
significativas aquellos géneros y especies que representaron >0,01% en cualquier tratamiento tanto

para bacteria y fungi.
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RESULTADOS

Se determin6 como significativos para el analisis aquellos géneros y especies encontrados
en al menos 0,01% en las dos muestras tanto para el marcador 16S rRNA como para el 18S rRNA.
Se hizo una relacion directa entre la cantidad de lecturas determinados para cada organismo y su
abundancia dentro del tratamiento, es decir, mientras a mayor cantidad de lecturas que se hayan
generado se interpreté como mayor abundancia relativa. Para fungi, se obtuvo un total de 36518
para el tratamiento de Pich-19 18S rRNAy 16831 para Cot-5 18S rRNA. Para el dominio bacteria,

se encontrd un total de 32629 para el tratamiento Pich-5 y 28453 para Cot-5.

El andlisis de 18S rRNA muestra la presencia de levaduras de la division Ascomycota, de
la clase Saccharomycetes y del orden Saccharomycetales. Se identificd un solo género compartido
entre ambos tratamientos que fue Kluyveromyces. En cuanto a Pich-19 tiene presentes dos géneros
de levaduras Kluyveromyces (99.66%) y Candida (0.27%). Candida no aparece en el tratamiento
Cot-5, sin embargo, en este tratamiento se identificaron otros géneros significativos como
Saccharomyces (33.64%), Brettanomyces (10.62%), Hanseniaspora (6.51%) y Pichia (0.35%) a

parte de Kluyveromyces (48.84%). Ver Figura 1.

En la Tabla 1 se observa un resumen de las especies identificadas con mas del 0.01% de
abundancia en el estudio molecular del 18S rRNA. Kluyveromyces marxianus es la levadura mas
abundante en los dos tratamientos, representa el 99.66% en Pich-19 y el 48.88% en Cot-5. Cot-5

se identificaron 5 especies y, por otro lado, Pich-19 solo se identificaron dos especies.

En el andlisis del marcador 16S rRNA, se encontraron 12 géneros presentes en al menos

0,01% en alguno de las dos muestras. De estos, 6 son compartidas entre Pich-19 y Cot-5. Entre
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ellos destacan 4 géneros de BAL: Lactococcus, Weissella, Leuconostoc y Lactobacillus, bacterias
acido-acéticas (BAA): Acetobacter y un género de importancia de bacilos Gram negativos
fermentadores y productores de etanol: Zymomonas. Los 6 géneros restantes son exclusivos de

algun tratamiento y 4 de ellos pertenecen a la familia de Enterobacteriaceae.

En la Figura 2 se detallan los porcentajes de abundancia de los géneros presentes en Pich-
19, se identificaron 10 géneros con una abundancia de al menos 0,01%. De estos, el 74.23% se
relaciona con bacterias del género Lactococcus, recientemente clasificada como un nuevo género
analogo a Streptococcus. Ademas, se identificaron 3 géneros mas de bacterias acido lacticas:
Weissella, Leuconostoc y Lactobacillus. En resumen, las BAL en este tratamiento representan el
80.27% de la microbiota total. Se encontro el género Acetobacter como representante de BAA con
una abundancia de 0,24%. EI 5% son pertenecientes de la familia Enterobacteriaceae, dentro de
ellas se encuentran: Enterobacter (1,23%), Kluyvera (2.115) y Lelliottia (1.66%) que son
indicadores de contaminacion durante el proceso de fermentacion del Chaguar mishqui. Cabe
mencionar que estos 3 géneros BAL son exclusivos del tratamiento Pich-19 y no fueron
encontrados en Cot-5. También, se identificO Acinetobacter, bacteria Gram negativa no
fermentadora, posiblemente indicadora de deterioro. Finalmente, las bacterias del género
Zymomonas (0,31%) fermentadoras productoras de etanol y han sido descritas como deseables en

estudios a cerca de la microbiota de bebidas provenientes del agave.

En cuanto a la muestra Cot-5 con 5 horas de fermentacion se encontraron 8 géneros
representativos (>0,01%), de los cuales 5 son géneros de BAL: Lactococcus, Leuconostoc,
Weissella y Lactobacillus que corresponden al 69.4% de la microbiota total. EI 29.24%

corresponde al género Zymomonas, cabe recalcar que tiene una abundancia considerablemente
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mayor con respecto a la muestra Pich-19 donde representaba el 0.31%. El género Acetobacter
representd el 0.24%, muy cercano al 0.23% encontrado en el tratamiento Pich-19. Finalmente, se
encontré un género exclusivo de este tratamiento Hafnia (0.19%) de la familia de las

enterobacterias como indicador de contaminacion. Ver Figura 3.

En la Tabla 2 se detallan las 20 especies identificadas en ambos tratamientos con el
marcador 16S rRNA (>0.01%). Siendo Lactococcus plantarum la méas abundante, sin embargo, en
el tratamiento Cot-5 hay menor abundancia de esta especie en especifico pero mayor diversidad
de especies en comparacién a Pich-19 que la abundancia de L. plantarum es sumamente alta pero
la diversidad de especies baja considerablemente. Se encuentran también 4 especies pertenecientes
al género Leuconostoc presentes en el tratamiento Cot-5: Leuconostoc fallax, L. Kiimchi, L.
mesenteroides y L. citreum. De estas solamente Leuconostoc mesenteroides se identifica en ambos
tratamientos, bacteria que es asociada directamente con alimentos fermentados. En cuanto al
género Lactobacillus se encontrd 7 especies siendo el mas diverso. De las 7 especies de
Lactobacillus solamente 2 son compartidas por ambos tratamientos: Lactobacillus gallinarum y
Lactobacillus sucicola ambas han sido estudiadas por su potencial actividad probidtica en
alimentos. Las 5 especies restantes (L. pasteurii, L. plantarum, L. kefiri, L. paracollinoides, L.
vespulae) son exclusivas del tratamiento Cot-5. Finalmente, se encontraron 4 especies de
enterobacterias: Kluyvera ascorbata, Enterobacter ludwigii y Lelliottia nimispressuralis
exclusivas de Pich-19 representando el 4.99% de la microbiota, posiblemente estos datos
demuestran mayor contaminacion durante el proceso que el tratamiento Cot-5 donde se identifica

Gnicamente la enterobacteria Hafnia alvei que representa el 0.19%.
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DISCUSION
El Chaguar mishqui es producto de la fermentacidn natural de la savia del penco, donde
los microorganismos varian en abundancia y diversidad durante el tiempo. En este tipo de
fermentaciones los microorganismos es el ambiente, suelo, aire, plantas y utensilios inician el
proceso (De Vuyst & Weckex, 2015). Existen pocos estudios a cerca de la microbiota del Chaguar
mishqui, sin embargo, se ha identificado como microorganismos dominantes a bacterias acido

lacticas y levaduras autdctonas (Figueroa M. , 2015).

A partir de los resultados obtenidos se infiere que un consorcio de levaduras y bacterias
son responsables de la fermentacién alcoholica del Chaguar mishqui. Donde la mayor diversidad
se encuentra en el dominio Bacteria representado por 12 generos y 20 especies, cantidad mayor a
las 6 especies identificadas con el gen 18S rRNA. A pesar de que las muestras provienen de
localidades distintas, se identificd microorganismos compartidos, dando indicios que los mismos
se traten de microbiota autoctona del Agave americana L. y no dependan de la localidad en la que

se encuentren. En general, se comparten géneros BAL, BAA, Z. mobilis y K. marxianus.

Los cambios en abundancia y diversidad pueden ser explicados por la competencia
nutricional que se genera durante la fermentacién (Chacon-Vargas, Torres, Giles-Gomez,
Escalante, & Gibbons, 2020). La muestra Cot-5, tuvo mayor diversidad de microorganismos. A
inicios de la fermentacion, las poblaciones tienen condiciones ambientales y nutricionales
favorables que son facilmente usadas por varios géneros autoctonos del ambiente (De Vuyst &
Weckcex, 2015). Por otro lado, la muestra con mas abundancia fue Pich-19, al ser una etapa méas
avanzada de fermentacion los microorganismos dominantes crecen, produciendo metabolitos

especificos y cambia las condiciones fisicoquimicas, como el pH o cantidad de oxigeno disponible,
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inhibiendo el crecimiento de poblaciones minoritarias encontradas en etapas iniciales (De Vuyst

& Weckcex, 2015).

K. marxianus fue la levadura més abundante en ambas muestras, la cual ha sido descrita en
investigaciones del pulque (bebida mexicana fermentada obtenida a partir del Agave) y de otras
bebidas destiladas del Agave (Herrera, Lappe, & Wacher, s.f). Posiblemente forma parte de la
microbiota autdctona del Agave, lo cual, explica su elevada abundancia en comparacion a otras
levaduras. Ademas, se ha descrito que tiene mayor rango de degradacion de sustratos que la
levadura comercial S. cerevisiae (Chacon-Vargas, Torres, Giles-Gomez, Escalante, & Gibbons,

2020). Todos los demés géneros identificados estan relacionadas a la produccion de etanol.

El género mas abundante de bacteria en las dos muestras fue Lactococcus el cual estad muy
relacionado evolutivamente al género Streptococcus (Schleifer, y otros, 1986). En el estudio de
Siezen, R et al. compararon los genomas de 5 linajes de Lactococcus lactis y demostraron que solo
el 60% de sus genes son compartidos, los demas, pertenecen a genes accesorios que codifican para
genes de interés industrial como produccion de exopolisacaridos, azlcares y metabolismo de
aminoacidos (Siezen, Starrenburg, Boekhorst, & Renckens, 2008). Ademas, se identificaron genes
relacionados a la degradacion de polimeros complejos de las paredes celulares de las plantas,
comprobando su adaptacion para crecer en plantas (Siezen, Starrenburg, Boekhorst, & Renckens,
2008). La investigacion de los linajes de Lactococcus sp. presentes en los agaves del territorio
ecuatoriano podrian aclarar su relacion evolutiva con linajes usados industrialmente en otros

paises.

En Pich-19, Z. mobilis es la segunda bacteria mas abundante, se caracteriza por ser acido

tolerante, fermentadora de azucares por la via Enter-Doudoroff (Escalante, Rodriguez, Martinez,
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Lopez, & Bolivar, 2004), capaz de crecer en presencia de etanol y en altas cantidades de azlcar
(Balon, 2009). También ha sido descrita durante la fermentacion de bebidas tradicionales
provenientes del Agave (Herrera, Lappe, & Wacher, s.f). Se la consideraba como no deseable en
bebidas como la cerveza o el vino, sin embargo, existe evidencia del mayor potencial de
produccidn de etanol que S. cerevisae, en bebidas como la sidra o la kombucha (Marsh, Sullivan,
Hill, Ross, & Cotter, 2013). Z. mobilis tuvo menor abundancia en COT-5, lo cual indica que su
presencia puede variar por factores como la variedad del agave, ubicacién o tiempo de
fermentacion. Para clarificar la relacion de Z. mobilis en el Agave en zonas ecuatorianas se deben

realizar estudios con mayor numero de muestras.

Se identificd un género BAA: Acetobacter sp. El cual crece preferiblemente en presencia
de etanol y es capaz de sobrevivir durante todas las etapas de fermentacion, generalmente sus
conteos aumentan en tiempos finales (Pothakos, Illeghems, Laureys, & Spitaels, 2016). Por otro
lado, el género Acinetobacter, aerobio estricto, se ha relacionado con produccion de &cido acético
y ha sido descrito en el pulque, mas aln cuando el azlcar aun esta elevado (Chacon-Vargas,
Torres, Giles-Gomez, Escalante, & Gibbons, 2020). La presencia de ambos géneros en ciertos
alimentos esta relacionada con mayor rapidez en el deterioro del alimento, por esto, su control es

necesario (Kamper, 2014) .

Los géneros Lactobacillus y Leuconostoc son considerados probioticos (Parra, 2010).
Debido a la capacidad de Leuconostoc mesenteroides a sobrevivir a las condiciones
gastrointestinales (Rodriguez, Hernandez, & Yariez, 2015). Estan relacionados con la inhibicion
de patdgenos intestinales como E. coli, Salmonella y Shigella sp. en los alimentos fermentados
(Ayala, y otros, 2018). Mas aun, estos géneros utilizan la inulina, polisacarido que se encuentra en

verduras y frutas (Madrigal & Sangronis, 2007). Se ha reconocido al Agave tequilana por su alta
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cantidad de inulina, permitiendo el crecimiento de especies con potencial probidtico (Rodriguez,
Hernandez, & Yafez, 2015). También, se han mencionado posibles beneficios del género
Lactococcus por la produccion de nisina, una bacteriocina, capaz de inhibir crecimiento de
patogenos intestinales (Villarreal, y otros, 2019). Cabe mencionar que estos géneros se relacionan
a la produccion de exopolisacaridos responsables de la viscosidad notoria del Chaguar mishqui

(Cervantes & Pedroza, 2007).

Aunque el Chaguar mishqui podria tener efectos probidticos debido a su microbiota, su
recoleccion y procesos de fermentacion estan relacionados a condiciones no asépticas (Figueroa
& Sosa, 2015). Durante este estudio se identificaron 4 especies de Enterobacterias, las cuales son
indicadores de contaminacion ambiental y/o intestinal. Hafnia alvei bacteria de la microbiota
gastrointestinal de mamiferos, insectos y aves ha sido descrita como contaminante de alimentos
(Ridel, 1999). Kluyvera ascorbata y Enterobacter ludwigii han sido aisladas de plantas, tierra,
agua y estan relacionadas a trastornos intestinales, gastroenteritis y deterioro de alimentos

(Cooney & Fanning, 2011).

La microbiota presente en la fermentacién del Chaguar mishqui puede depender de la
localizacion, condiciones ambientales o variedad del Agave, manipulacion humana y falta de
buenas practicas que garanticen la inocuidad del producto (Figueroa M. , 2015). La falta de
estandares de calidad dificulta la comercializacion del Chaguar mishqui sin tratamientos térmicos
previos. Es por esto, que la caracterizacion de la microbiota fermentativa es una herramienta para

una futura seleccion de los microorganismos deseados con el fin de lograr una proceso controlado.
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CONCLUSIONES

En la presente investigacion se detalla la microbiota encontrada en dos muestras de
aguamiel, la cual esta representada por Kluyveromyces marxianus y bacterias BAL, en especial,
Lactococcus sp. Lactobacillus sp. y Leuconostoc sp., todas ellas descritas anteriormente en
estudios relacionados a bebidas provenientes del Agave. La presencia de Zymomonas sp. podria

estar relacionada a la capacidad de alta produccion de etanol en el aguamiel.

La presencia de Enterobacterias en ambas muestras son indicadores de falta de estandares
de calidad e inocuidad durante el proceso de fermentacion de la savia, lo que advierte que su

consumo directo puede ser un riesgo para la salud y se requiere mejorar los procesos de obtencion

Finalmente, el presente estudio constituye un aporte general al estudio metagenémico de
la microbiota encontrada en el aguamiel del Agave americana L. Sin embargo, més estudios son

necesarios para obtener informacion estadisticamente confiable.
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TABLAS

Tabla 1. Especies encontrada en el analisis 18S rRNA Se muestra las especies identificadas en
ambas muestras y sus porcentajes de abundancia a partir del niamero de lecturas obtenidas para
cada microorganismo vs. el nimero de lecturas totales

Hongo _ Porcentaje

Pich-19 Cot-5
Kluyveromyces marxianus 99.66 48.84
Brettanomyces anomalus - 10.62

Candida ethanolica 0.27 -
Saccharomyces cerevisiae - 33.65
Hanseniaspora occidentalis - 6.51
Pichia manshurica - 0.35

Tabla 2. Especies encontradas en el analisis 16S rRNA Se muestra las especies identificadas
en ambas muestras y sus porcentajes de abundancia a partir del nimero de lecturas obtenidas
para cada microorganismo vs el nimero de lecturas totales

Bacteria Porcentaje
Pich-19 Cot-5
Lactococcus plantarum* 74.23 48.98
Lacococcus lactis* - 1.16
Zymomonas mobilis 0.31 22.05
Leuconostoc fallax* - 8.01
Leuconosctoc Kiimchi* - 0.39
Leuconostoc mesenteroides* 1.95 0.45
Leuconostoc citreum* 2.35 1.37
Weisella beninensis* 6.08 0.27
Lactobacillus gallinarum* 0.02 6.18
Lactobacillus pasteurii* - 0.20
Lactobacillus sucicola* 0.43 0.62
Lactobacillus plantarum* - 0.12
Lactobacillus kefiri* - 0.12
Lactobacillus paracollinoides* - 1.16
Lactobacillus vespulae* - 0.19
Fructobacillus fructosus* - 0.55
Kluyvera ascorbata 211 -
Enterobacter ludwigii 1.23 -
Hafnia alvei - 0.19
Lelliottia nimispressuralis 1.65 -
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FIGURAS

PICH-19 18S rRNA 0.356 COT-5 18S rRNA
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Figura 1. Géneros encontrados en PICH-19 y COT-5 18S rRNA. Se muestran los porcentajes
de abundancia de los géneros identificados en la muestra PICH-19 y COT-5, basados del nimero
de lecturas obtenidas para cada microorganismo vs. los lecturas totales

PICH-19 16s rRNA

m Lactococcus* m Acinetobacter = Weissella* Leuconostoc* = Kluyvera

= Lelliottia m Enterobacter m [actobacillus* = Zymomonas m Acetobacter

Figura 2. Géneros encontrados en PICH-19 16S rRNA. Se muestran los porcentajes de
abundancia basados en el nimero de lecturas obtenidos para cada microrganismo vs los lecturas
totales de la muestra PICH-19. Aquellos géneros con * son pertenecientes al grupo de BAL.
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COT-5 16s rRNA

29.24%

50.14%

m Lactococcus* = Zymomonas Leuconostoc* m Lactobacillus*

= Fructobacillus* = Weissella* m Acetobacter m Hafnia

Figura 3. Géneros encontrados en COT-5 16S rRNA. Se muestran los porcentajes de
abundancia basados en el nimero de lecturas obtenidos para cada microrganismo vs los lecturas
totales de la muestra COT-5. Aquellos géneros con * son pertenecientes al grupo de BAL.
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ANEXO 1: CONDICIONES DE PCR

In 20 ul reaction system

5xFastPfu Buffer ..................... 4l
25 MMEANTPS ot 2ul
Forward Primer(5 pM).......... 0.8ul
Reverse Primer(5 pM) ......... 0.8ul
FastPfu Polymerase.............. 04l

Template DNA .........ccccccoveee 10ng

Reaction condition

95°C 5 min
b. 95°C 30 sec
55°C 30 sec
72°C 45 sec
27 cycles
c. 72°C 10 min
d. 10°C until halted by user
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