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Resumen

El presente estudio se centra en la caracterizacion molecular de los microorganismos aso-
ciados a la fermentacion de cacao en el departamento de Narifio, Colombia. A través del
analisis de las regiones I'TS1-5.8S-ITS2 y D1/D2 ARNTt (26S) para levaduras, y 16§ ARNt
para bacterias acido lacticas (BAL) y bacterias acido acéticas (BAA), se identificaron di-
versos microorganismos involucrados en la fermentacion del cacao. Ademas, se aplico la
técnica in-silico de RFLP (Polimorfismo de Longitud de Fragmentos de Restriccion) para
resolver las relaciones intraespecificas y establecer patrones moleculares diferenciados. Se
identificaron aislados de Saccharomyces cerevisiae, Pichia kudriavzevii, Candida tropicalis,
Candida glabrata, Levilactobacillus brevis, Lactiplantibacillus plantarum, Acetobacter faba-
rum, Acetobacter okinawensis y Acetobacter tropicalis. El uso de enzimas de restriccién como
Alul, Msel, Hinfl, Hhal, Haelll fueron clave para discriminar entre especies y resolver re-
laciones intraespecificas en los clados. Estos resultados proporcionan una base solida para

caracterizar mejor la diversidad microbiana en la fermentacién del cacao en esta region.
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Abstract

This study focuses on the molecular characterization of microorganisms associated with
cacao fermentation in the department of Narifio, Colombia. Through the analysis of the
ITS1-5.8S-ITS2 and D1/D2 rRNA (26S) regions for yeasts, and 16S tRNA for lactic acid
bacteria (LAB) and acetic acid bacteria (AAB), various microorganisms involved in ca-
cao fermentation were identified. Additionally, the in-silico RFLP (Restriction Fragment
Length Polymorphism) technique was applied to resolve intraspecific relationships and
establish differentiated molecular patterns. Isolates of Saccharomyces cerevisiae, Pichia ku-
driavzevii, Candida tropicalis, Candida glabrata, Levilactobacillus brevis, Lactiplantibaci-
lus plantarum, Acetobacter fabarum, Acetobacter okinawensis, and Acetobacter tropicalis were
identified. The use of restriction enzymes such as Alul, Msel, Hinfl, Hhal, and Haelll
was key to discriminating between species and resolving intraspecific relationships in the
clades. These results provide a solid foundation for better characterizing the microbial

diversity in cacao fermentation in this region.

Keywords: RNA Sequence Analyses, Microbiota, Fermentation, Cocoa, RFLP.

Introduccion e g
para su comercializacién, y la fermentacion

desempena un papel crucial en el desarrollo

Theobroma cacao L., probablemente origi-
nario de areas neotropicales (1,2), presen-
ta una amplia diversidad genética entre las
fronteras de Brasil, Pert, Ecuador y Colom-
bia (3)the Criollo population, underwent
strong domestication ~3600 vyears ago
(95% CI: 2481-13,8006 years ago. Su culti-
vo se extiende a lo largo de diversas zonas
tropicales y representa un componente fun-
damental de la economia global, principal-
mente por el valor de sus semillas (4,5)qua-
lity control is achieved by visual inspection
(e.g; \’cut test\”. Las caracteristicas orga-

nolépticas de estas semillas son esenciales

de estas propiedades sensoriales (6).

La fermentacién del cacao es un proceso
complejo, influenciado principalmente por
la accién de comunidades microbianas di-
versas. Estas comunidades, compuestas por
levaduras, bacterias acido lacticas (LAB) y
bacterias acido acéticas (AAB), participan
en una serie de reacciones metabodlicas que
afectan el perfil quimico y sensorial del ca-
cao fermentado (7,8). Durante este proce-
so, la caracterizaciéon de los microorganis-
mos involucrados se ha convertido en un

aspecto clave para comprender mejor como
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sus interacciones y dinamicas afectan la ca-

lidad final del producto (9,10).

En los dltimos afios, los avances en las téc-
nicas de biologia molecular han permitido
una caracterizacion mas precisa de los mi-
croorganismos. Métodos como la reaccién
en cadena de la polimerasa (PCR), la secuen-
ciaciéon de ADN vy el analisis de la diversi-
dad genética microbiana mediante técnicas
como el perfilado a partir de polimorfis-
mos de longitud de fragmentos de restric-
cion (RFLP), han proporcionado nuevas
herramientas para identificar y caracterizar
de manera eficiente los microorganismos
presentes durante la fermentacién del ca-
cao (11). Estas tecnologias moleculares no
solo permiten una identificacién taxono-
mica precisa, sino que también representan
una base sélida para la exploracién de in-
formacion sobre las funciones metabdlicas
especificas de los microorganismos, lo que
resulta crucial para entender su papel du-
rante la fermentacién de cacao y su aporte
en las caracteristicas organolépticas de los

productos derivados del proceso (12,13).

Aunque se ha realizado diferentes estudios
sobre la diversidad microbiana en procesos
de fermentacién de cacao en diversas regio-
nes del mundo, en Colombia, particular-
mente en el departamento de Narifio, atn
existe una carencia de estudios que carac-
tericen molecularmente a los microorganis-
mos involucrados en este proceso (14,15).

Dada la influencia de las condiciones eco-

logicas y geograficas en las comunidades
microbianas, una caracterizacién molecular
en esta region es crucial para caracterizar
los microorganismos asociados a los pro-

cesos de fermentacidén de cacao en Narifio.

Bajo este contexto, el presente estudio tiene
como objetivo caracterizar molecularmente
los microorganismos asociados a la fermen-
tacion de cacao. Los resultados obtenidos
representan informacién relevante sobre la
diversidad microbiana y las caracteristicas
moleculares de los aislados en esta region,
se espera que los resultados puedan contri-
buir en el desarrollo de otras investigacio-
nes y en la formulacién de estrategias que
mejoren los procesos de fermentacion de

cacao y la calidad del producto final.

Materiales y metodos

Lugar de muestreo

Las muestras de cacao de la variedad ICS
95 se colectaron en la vereda El Placer
del municipio de los Andes-Sotomayor
(1°32'50.5"N - 77°28'0.055"W). Este muni-
cipio esta ubicado en la regién andina del
departamento de Narifio, cuenta con una
temperatura promedio anual de 25 °C y un
nivel de humedad relativa de 36% aproxi-
madamente. El muestreo se realiz6 a las 24,
48, 72 y 96 horas de fermentacioén, en cada
etapa se colectaron por triplicado muestras

de 500 g de semillas fermentadas, las cua-
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les estaban compuestas por submuestras
de 100 g colectadas a diferentes puntos de
profundidad de los cajones de fermentaciéon
(10, 20, 30 40 y 50 cm) (10).

Aislamiento y conservacion de
microorganismos

Para el aislamiento de los microorganismos
se utilizaron 20 g de semillas trituradas de
cada muestra y se mezclaron con 180 mL de
agua estéril con un homogenizador Scilogex
D160 a 8000 rpm por 5 min. De las solucio-
nes resultantes se prepararon diluciones se-
riadas hasta 10°° en agua estéril y a partir de
cada dilucién se inocularon 100 en medios
de cultivo selectivos a través del método de
siembra en superficie con perlas de vidrio.
Para el aislamiento de levaduras se utiliz6
agar YGC, para BAL agar MRS y para BAA
agar DMS suplementado con 0.5% etanol y

0.3% acido acético.

Para la obtencion de cultivos axénicos se
empled la técnica de siembra en estria cru-
zada, el tiempo de incubacién se establecio
de 48 a 72 h dependiendo el tipo de mi-
croorganismo y se mantuvo una tempera-
tura constante de 30 °C. Adicionalmente,
para los aislados bacterianos se realizaron
tinciones de Gram y prueba de catalasa. Por
ultimo, los cultivos axénicos fueron con-
servados en glicerol con una proporcion 1:1

y se almacenaron a -20°C.

Extraccion de ADN

La extraccién de ADN de levaduras se rea-
liz6 con el kit Wizard® Genomic DNA Puri-
fication (Promega) y la extraccién de ADN
bacteriano con el Kit GenElute™ Bacterial
Genomic (Sigma) siguiendo los protocolos

recomendados por los fabricantes.

Reacciones de PCR y secuenciacion

Para levaduras se amplificé la regién que
comprende los espaciadores transcritos in-
ternos del gen ribosomal 5.8S (ITS1-5.8S
ARN1-ITS2) con los cebadores ITS1 (5-
TCC GTA GGT GAA CCT GCG G-3") e
ITS4 (5°-TCC TCC GCT TAT TGA TAT
GC-3%), bajo las siguientes condiciones de
termociclado: desnaturalizacion inicial a 94
°C durante 3 min; 30 ciclos de desnatura-
lizaciéon a 94 °C por 2 min, anillamiento a
60 °C por 1 min, extensién a 72 °C por 2,5
min; extension final a 72 © C durante 7 min;
y refrigeracién a 4 °C . Ademas, se ampli-
ficé el dominio D1/D2 de la subunidad ri-
bosomal 26S (D1/D2 ARNr 26S) con los
cebadores NL-1 (5-GCA TAT CAA TAA
GCG GAG GAA AAG-3 9) y NL-4 (5-
GGT CCG TGT TTC AAG ACG G-3),
bajo la siguiente configuracién de termoci-
clado: desnaturalizacién inicial a 94 °C du-
rante 3 min; 36 ciclos de desnaturalizacion
2 94 °C por 2 min, anillamiento a 52 °C por
1 min, extensiéon a 72 °C por 2 min; exten-
si6én final a 72 °C durante 7 min; y refrige-
racion a 4 °C (7).
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Para las bacterias se amplificé el gen 16S
ARNTr con los cebadores respectivos para
cada grupo bacteriano. Para BAL se uti-
lizaron los cebadores 27F (5-AGAGT-
TTGATCCTGGCTCAG-3’) y  1495R
(5’-CTACGGCTACCTTGTTACGA-3’),
bajo las siguientes condiciones de termoci-
clado: desnaturalizacion inicial a 94 °C du-
rante 5 min; 35 ciclos de desnaturalizacion
a 94 °C por 1 min, anillamiento a 58 °C
por 1 min, extensiéon a 72 °C por 2 min;
extension final a 72 °C durante 10 min; y
refrigeracion a 4 °C (17). Para BAA se uti-
lizaron los cebadores 16Sd (5-GCTGGC-
GGCATGCTTAACACAT-3") y 16Sr (5'-
GGAGGTGATCCAGCCGCAGGT-37),
bajo el siguiente programa de termociclado:
desnaturalizacién inicial a2 95 °C durante 2
min; 30 ciclos de desnaturalizacién a 95 °C
por 30 s, anillamiento a 51 °C por 30 s, ex-
tensién a 72 °C por 2 min; extension final

a 72 °C durante 5 min; y refrigeracion a 4

°C (18).

Las reacciones de PCR se utilizo PCR con-
vencional (19) se realizaron con el kit Go-
1aq G2 Green Master Mix 1X (Promega)
siguiendo el protocolo del fabricante. Los
amplicones se enviaron para purificacion y

secuenciacion por el método Sanger.

Condiciones de electroforesis

La extraccion de ADN se verificé por
electroforesis en gel de agarosa a 1%. Las

condiciones de corrida se ajustaron a 100V

durante 1 h y se utiliz6 la escalera Thermo
Scientific™ GeneRuler 1 kb Plus DNA Lad-
der como referencia de tamafio molecular.
Para el caso de las PCR se utilizo la escalera
Thermo Scientific™ GeneRuler 100 bp Plus
DNA Ladder. Los geles de electroforesis
se visualizaron en un transiluminador UV

(Fisher Scientific) a 320 nm.

Identificacion de los microorganismos

Las secuencias se editaron en Chromas Pro
V.2.01, en caso de ser necesario se elimi-
naron las regiones de baja calidad deter-
minadas por el programa. Con las secuen-
cias editadas se identificaron los diferentes
aislados microbianos utilizando la herra-
mienta de busqueda basica de alineacién
local (BLAST) del NCBI (Fecha de acceso:
08/11/2021). Se tuvieron en cuenta los si-
guientes parametros: porcentaje de identi-
dad, valor E, cobertura de alineamiento y
puntaje maximo. Por ultimo, las secuencias
fueron registradas en la base de datos del
NCBI para la obtencién de los codigos de

acceso respectivos.
Andlisis filogenético

El alineamiento de las secuencias para cada
grupo microbiano se realiz6 en el progra-
ma BioEdit V.7.2.5. Los arboles filogenéti-
cos se construyeron bajo el método de Nei-
ghbor-joining con los siguientes parimetros
en el software PAUP: Distance measure:

Maximum-likelihood; Resampling method:
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Bootstrap 1000 reps (Swofford, 2015). Los
modelos de sustitucion nucleotidica se de-
terminaron segun el criterio de informaciéon
bayesiana (BIC) en el software JModelTest
V.2.1.10 (20). Adicionalmente, se utilizaron
secuencias de referencia de la base de datos
del GenBank del NCBI para establecer las
raices internas y externas en cada analisis.
Para las levaduras se construyeron dos ar-
boles filogenéticos, uno con respecto a la
region I'TS1-5.8S ARNzr-ITS2 y otro para el
dominio D1/D2 ARNTr (26S). En el caso de
las BAL y BAA, se construyo6 un arbol para
cada grupo bacteriano de acuerdo con las

secuencias del gen 16S ARNTr.

Analisis in-silico con cortes con
enzimas de restriccion

Los analisis in-silico de polimorfismos
de longitud de fragmentos de restriccion
(RFLP) se realizaron en el software ApE- A
plasmid Editor V3.1.3 (21). Para cada ani-
lisis se seleccionaron 5 enzimas de restric-
cion de acuerdo con los siguientes criterios:
que generen mas de un corte y que dichos
cortes se presenten en la totalidad de las
secuencias (22,23). . El numero de cortes
y el tamafno de los fragmentos generados
se verificaron en geles de agarosa in-sili-
co con la siguiente configuracion: Gel %:
2.5;Min bp:25; DNA MWMarker: Invitro-
gen 50pb DNA Ladder. Con los patrones
de bandas de RFLP se realiz6 una matriz
de presencia-ausencia con respecto al ta-

mafo de los fragmentos formados por las

diferentes enzimas de restriccion para cada
analisis. Posteriormente, se realizé un ana-
lisis de agrupamiento segun el coeficiente
de Sorensen-Dice en el software RStudio
V.1.4.1106 (24).

Analisis y resultados

Aislamiento de microorganismos

Se obtuvieron un total de 129 aislados mi-
crobianos, de los cuales, 20 corresponden
a levaduras, 10 a BAL y 10 a BAA, segun
la caracterizacion fenotipica. Las levadu-
ras y BAL se aislaron principalmente de
las muestras colectadas a las 24 y 48 h de
fermentacion, y las BAA corresponden en
su mayoria a las muestras con 72y 92 h de

fermentacion.

Caracterizacion molecular de los
microorganismos

Levaduras

Segun la region I'TS1-5.8S ARNr-ITS2 se
identificaron las siguientes levaduras: 11
aislados de Saccharomyces cerevisiae, 3 ais-
lados de Pichia kudriavzevii, 4 aislados de
Candida glabrata y 2 aislados de Candida
tropicalis. Los porcentajes de identidad es-
tuvieron en un rango de 97.32 hasta 100 %
(Tabla 1). De igual manera, con la region
del dominio D1/D2 ARNrt (26S) se corro-
boré la identificaciéon de las levaduras con

porcentajes de identidad que oscilaron entre



97 hasta 100%, y porcentajes de cobertura
superiores a 97 %. (Tabla 2). Los valores E
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de 0.00 confirmaron una alta coincidencia

todos los casos.

nucleotidica en el analisis por BLAST para

Tabla 1. Identificacién molecular de las levaduras de acuerdo con la regién ITS1-5.85 ARN-ITS2.

LU peseRERT R e Lo N PR

GenBank
1.09 C glabmta 1058 96% 100.00% KX450858.1 ON112282
1.10 C. zrapimlis 1035 92% 100.00% KU962005.1 ON262405
1.20 S. cerevisiae 1048 74% 97.82% MN796513.1 ON262406
1L.27 C. tropimlz's 1016 949%, 100.00% KP131819.1 ON262407
1.28 C. gkzbmta 1057 78% 100.00% MF187258.1 ON262408
1.32 S. cerevisiae 1040 94% 98.97% KP204935.1 ON262409
1.33 S. cerevisiae 1057 73% 98.97% KP204935.1 ON262410
1.34 S. cerevisiae 799 97% 100.00% MF944081.1 ON262411
1.35 S. cerevisiae 1006 77% 99.87% MF944081.1 ON262412
1.36 S. cerevisiae 1021 96% 100.00% KF728774.1 ON262413
1L.37 C. g/abmm 1009 97% 100.00% KX450858.1 ON262414
144 S. cerevisiae 1026 76% 100.00% KC544501.1 ON262415
51 P kudriavzevii 461 99% 99.57% MW621910.1 ON262416
.58 S. cerevisiae 1017 94% 100.00% MG734857.1 ON262417
1.64 P kudriavzevii 1024 43%, 99.78% MW621910.1 ON262418
1.67 S. cerevisiae 999 95% 100.00% MF944081.1 ON262419
1.68 P kudriavzevii 1002 95% 99.78% MK748988.1 ON262420
1.69 C. g/abmm 1225 67% 99.76% KP780450.1 ON262421
1.73 S. cerevisiae 1116 69% 97.32% KC544490.1 ON262422
L.79 S. cerevisiae 1017 76% 100.00% MG734853.1 ON262423

*Valor E: 0.0 para todas las secuencias

Tabla 2. Identificacién molecular de levaduras aisladas de cacao de acuerdo con el dominio D1/D2 ARNr (265).

Cod. Nombre Tamafo % Cobertura % ST
., X ) X . Ref GenBank de acceso
levaduras cientifico secuencia alineamiento Identidad
GenBank
L.09 C. glabrata 570 98% 99.82% MW349784.1 ON239710
L10 C. tropicalis 552 100% 99.28% KJ794665.1 ON239711
1.20 S. cerevisiae 559 99% 99.64% JQ824869.1 ON239712
1L.27 C. tropicalis 567 100% 97.00% KJ794662.1 ON239713
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Céd. Nombre Tamafio % Cobertura % Codigo
levaduras cientifico secuencia alineamiento Identidad Ref GenBank de acceso
GenBank
1.28 C. glabrata 563 100% 99.29% MH481612.1 ON239714
L32 S. cerevisiae 567 99% 100.00% MK908002.1 ON239715
1.33 S. cerevisiae 564 99% 98.75% JX129896.1 ON239716
L34 S. cerevisiae 566 98% 98.57% JQ824869.1 ON239717
1.35 S. cerevisiae 571 99% 98.24% MG017586.1 ON239718
1.36 S. cerevisiae 559 100% 99.11% MG017586.1 ON239719
L37 C. glabrata 586 95% 99.64% MZ055423.1 ON239720
144 S. cerevisiae 565 98% 99.46% KT945088.1 ON239721
L51 P kudriavzevii 550 100% 100.00% MNG648835.1 ON239722
1.58 S. cerevisiae 563 98% 99.64% JQ824869.1 ON239723
Lo4 P kudriavzevii 557 98% 99.64% KX197411.1 ON239724
L67 S. cerevisiae 551 100% 99.82% 1L.C336450.1 ON239725
1.68 P kudriavzevii 556 100% 98.57% KY108834.1 ON239726
L69 C. glabrata 591 97% 98.43% KF214417.1 ON239727
173 S. cerevisiae 594 97% 97.57% JX129896.1 ON239728
L79 S. cerevisiae 567 98% 98.57% JQ824869.1 ON239729

*Valor E: 0.0 para todas las secuencias

BAL y BAA

De las 10 BAL, se identificaron 4 aislados  de Acetobacter tropicalis. Para todos los ais-
de Levilactobacillus brevis y 6 aislados de  lados bacterianos se registraron porcenta-
Lactiplantibacillus plantarum; y para AAB,  jes de identidad por encima de 95%, alinea-
3 aislados de Acetobacter fabarum, 3 aisla-  mientos superiores 2 90 % y valores E de
dos de Acetobacter okinawensis y 4 aislados  0.00 (Tabla 3 y 4).

Tabla 3. Identificacion molecular de las LAB de acuerdo con la regién 16S ARNr.

Nombre Tamafio ‘ % Cobertura ) Ref GenBank ‘ Céodigo de acceso
cientifico secuencia alineamiento Identidad GenBank

BLO2 L. brevis 1045 90% 97.45% MT538890.1 ON245476

BLO6 L. brevis 1010 98% 99.45% MH899279.1 ON245477

BLO09 L. plantarum 1092 99% 99.08% MH899278.1 ON245478

BL11 L. plantarum 1088 98% 99.26% MH899287.1 ON245479

BL12 L. plantarum 1096 98% 98.89% MH899278.1 ON245480

BL14 L. plantarum 1096 98% 98.89% MH899278.1 ON245485
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Nombre Tamafio ‘ % Cobertura % Ref GenBank Codigo de acceso
cientifico secuencia alineamiento Identidad GenBank

BL17 L. plantarum 1102 98% 98.43% MH899285.1 ON245481

BL19 L. brevis 1073 99% 98.69% KJ994382.1 ON245482

BL20 L. plantarum 996 100% 95.75% MG646872.1 ON245483

BL.23 L. brevis 1073 98% 98.77% KJ994478.1 ON245484

*Valor E: 0.0 para todas las secuencias

Tabla 4. Identificacién molecular de las AAB de acuerdo con la regién 16S ARNr.

= 5 o "
Nombre cientifico sT:cI:Z::zla :LES:;:LT; I/(oientidad Ref GenBank ‘ gcoc(ilsgoo((}l:nBank
BAO2 | A fabarum 1157 96% 98.21% MT611597.1 ON239762
BA10 | A okinawensis 1158 96% 97.51% KX214639.1 ON239763
BAUl | A okinawensis 1135 98% 96.89% KX214639.1 ON239764
BA12 | A. fubarum 1100 100% 98.82% MT611597.1 ON239765
BA13 | A. tropicalis 1098 100% 98.82% MF191596.1 ON239766
BA14 | A. fabarum 1106 99% 98.73% MT611597.1 ON239767
BA15 | A. tropicalis 1113 100% 98.65% MF191596.1 ON239768
BA17 | A. tropicalis 1122 99% 97.68% MH424822.1 ON239769
BAI8 | A. tropicalis 1122 100% 98.13% MH424822.1 ON239770
BA19 | A okinawensis 1109 100% 98.83% KX214639.1 ON239771

*Valor E: 0.0 para todas las secuencias

Andlisis filogenéticos
Levaduras

Los anteriores resultados se relacionan con
los analisis de distancias por Neighbor-joi-
ning tanto para la region ITS1-5.85 AR-
Nrt-ITS2 como el dominio D1/D2 ARNr
(26S). Para ambas regiones se obtuvieron 4
clados correspondientes a cada una de las
especies identificadas, soportados con va-
lores bootstrap superiores a 84.2. Ademas,
se observo que los aislados de §. cerevisiae

mantienen una relacidon mas cercana con

los aislados de C. glabrata, mientras que
C. tropicalis y P. kudriavzevii se ubicaron
en clados diferentes (Figura 1 y 2). Cabe
resaltar que las relaciones dentro de los cla-
dos presentan una topologia diferente al
analizar cada regién por separado. Especi-
ficamente en el arbol del dominio D1/D2
ARNr (26S), se evidenciaron politomias
tanto en el clado de S. cerevisiae como en P.
kudriavzevii, esto probablemente debido a
las bajas distancias genéticas que dificulta-
ron resolver las relaciones intraespecificas
(S. cerevisiae: 0.000 - 0.021; P. kudriavzevii:
0.000 - 0.010).
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Figura 1. Arbol filogenético construido por Neighbor-joining de las secuencias correspondientes a la regién ITS1-5.8S 1D-
NA-ITS2 de las levaduras identificadas. Los numeros en los nodos corresponden a valores bootstrap: Modelo evolutivo:
HKY85 + G (gama shape= 0.895; p-invar= 0.00)
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Figura 2. Arbol filogenético construido por Neighbor-joining de las secuencias correspondientes al dominio D1/D2 ARNr
(26S) de las levaduras identificadas. L.os nimeros en los nodos corresponden a valores bootstrap; Modelo evolutivo: TIM3 + G
(gama shape= 0.440; p-invar= 0.00)
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BAL y BAA

En el arbol filogenético de BAL se obset-
varon 2 clados, uno para L. brevis y el otro
para L. planmrum soportados con valores

bootstrap de 100. Para L. plantarum, se re-

salta la relacion entre los aislados BL12 -
BLL14 como un posible estado clonal, regis-
trando una distancia genética de 0.00 y un

valor bootstrap de 100 (Figura 3).
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Figura 3. Arbol filogenético construido por Neighbor-joining de las secuencias correspondientes a la regién 16S ARNr de las
LAB identificadas. Los nimeros en los nodos cortesponden a valores bootstrap; Modelo evolutivo: HKY85 + G (gama shape=
0.271; p-invar=0.00).

Con respecto al arbol de BAA, el clado de
A. tropicalis estuvo soportado con un va-
lor bootstrap de 99.3, sin embargo, las re-
laciones intraespecificas no se resolvieron y
se registré la formacién de una politomia.
Por otra parte, la cercania entre los clados

de A. fabarum y A. okinawensis sugieren

una relacion entre estas especies, lo cual se
corresponde con la cercania entre las rai-
ces internas utilizadas para estos dos gru-
pos (Bootstrap: 99.8; Distancia genética:
0.006). Cabe sefialar que, si bien el aislado
BA11 se encuentra fuera de su clado, man-

tiene la relacion mas estrecha con los ais-
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lados de A. okinawensis con una distancia ~ cuantificadas con respecto a los clados de
genética promedio de 0,038, siendo el valor  A. fabarumy A. tropicalis, 0.039 y 0.049 res-

mas bajo en comparacion con las distancias  pectivamente (Figura 4).

A fabarum R-36330

99,8

A okinawensis WK309

67,1

A fabarum BA12

%4
A fabarum BA(2

76
509 A fabarum BA14
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- A tropicalis BA13

- A tropicalis BA15

99,3

~ A tropicalis BA17

A tropicalis BA18

- A tropicalis Ni-6b

— Escherichia coli ATCC11229

Figura 4. Arbol filogenético construido por Neighbor-joining de las secuencias correspondientes a la region 168 ARNr de las
AAB identificadas. Los numeros en los nodos corresponden a valores bootstrap. Modelo evolutivo: HKY85 + I + G (gama
shape= 0.259; p-invar= 0.470).

Analisis in-silico con corte con
enzimas de restriccion

Teniendo en cuenta las politomias y las re-  las relaciones intraespecificas de los aisla-
laciones no resueltas en algunos andlisis de  dos en cada grupo microbiano. En la tabla
distancias por Neighbor-joining, se realiza- 5 se presentan las enzimas seleccionadas
ron los andlisis in-silico de RFLP para co- para cada andlisis y el nimero promedio de

rroborar las diferencias moleculares entre  cortes generados.

las posibles especies identificadas y resolver
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Tabla 5. Enzimas de restriccion seleccionadas para realizar los ensayos in-silico de RELP

Numero de

Grupo . Enzimas de No. Promedio de
. . secuencias . .,
microbiano . restriccion cortes
analizadas
Haelll - Hinfl - Hpall-
LEV 20 I'TS1-5.8S ARN+-ITS2 Msel- Tagl 3-3-3-9-4
20 D1/D2 ARN (268) Haelll- Hhal- Hinfl- 3-1-3-3-8
Rsal- Setl
Alul- Haelll- Hinfl-
BAL 10 16S ARNr Msel- Tagl 4-4-_2-6-3
BAA 10 168 ARNr Abdl - Haelll - Hinfl-— | (5 _3_4
Rsal- Tagl
Levaduras

De acuerdo con la regién I'TS1-5.85 AR-
Nt-ITS2 de levaduras, todos los aislados
de §. cerevisine compartieron fragmentos
formados por las enzimas Msel (8, 86, 11,
206 pb), Haelll (172, 311 pb), Hinfl (382
pb) v Taql (138 pb), planteaindose como
fragmentos de RFLP exclusivos para estos
aislados. De manera similar, los aislados
de P. kudriavzevii compartieron determi-
nados fragmentos generados por las enzi-
mas Haelll (38 pb), Hinfl (137 pb) y Tagl
(58, 228 pb). Por otro lado, C. glabrata y
C. tropicalis presentaron un menot nimero

de fragmentos similares entre los aislados

de la misma especie, destacandose la en-
zima Msel por generar fragmentos de 30
pb para todos los aislados de C. glabrata y
fragmentos de 100 pb para los aislados de
C. tropicalis. Segun el coeficiente de Soren-
sen-Dice, se tiene que los aislados de S. ce-
revisiae comparten una mayor similitud con
los aislados de P. kudriavzevii, separindose

del clado formado por los aislados del gé-
nero Candida (Figura 5).
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Figura 5. Dendrograma de similitud de las LEV con respecto a las secuencias I'TS1-5.85 ARNr-ITS2 mediante el analisis por
RFLP. (fuente: esta investigacion).

En cuanto a la regién D1/D2 ARNr (265),
todos los aislados de S. cerevisiae compar-
tieron fragmentos exclusivos generados por
las enzimas Haelll (322 pb) y Setl (20, 41,
135 pb); y para los aislados de P. kudria-
vzevii, los fragmentos compartidos fueron
digeridos por las enzimas Haelll (33 pb),
Hhal (24, 151 pb), y Setl (69, 68, 130 pb).
Para el género Candida se destacala presen-
cia de un mayor nimero de fragmentos ex-
clusivos. Por su parte, C. glabrata presentd
fragmentos unicos con las enzimas Haelll
(67 pb), Setl (39 pb) y Hhal (93 pb); y C.
tropicalis con las enzimas Setl (24, 86, 199
pb) y Hhal (193 pb). Con respecto al por-

centaje de similitud se observé una mayor
relacién entre S. cerevisiaey C. glabrata, de-
bido a que los fragmentos formados por las
enzimas Msel y Hinfl presentan un patréon
de RFLP similar entre los aislados. Por otra
parte, los aislados de P. kudriavzevii y C.
tropicalis se encuentran en clados separados
(Figura 6). Cabe resaltar que en este analisis
por RFLP fue posible resolver los casos de
politomias observados en el arbol por Nei-
ghbor-joining (Figura 2), debido a que las
enzimas Hhal y Haelll generaron patrones
exclusivos entre los aislados de S. cerevisiae

y entre los aislados de P. kudriavzevii.
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Figura 6. Dendrograma de similitud de las LEV con tespecto a las secuencias D1/D2 ARNr (26S) mediante el andlisis por
RFLP (fuente: esta investigacion).

BAL y BAA

Para la region 16S ARNr de BAL, los aisla-
dos de L. plantarum presentaron fragmen-
tos unicos generados por las enzimas 7Tagl
(14 pb), Haelll (34, 286, 564 pb), Alul (51,
172, 615 pb) y HinfI (378). Por otro lado, los
aislados de L. brevis presentaron fragmen-

tos unicos se deben a las enzimas Msel (26

pb), Haelll (414 pb) v Alul (816 pb). Segiin

el coeficiente de Sorensen-Dice, los aislados
de L. brevis presentan aproximadamente un
25% de similitud y los aislados de L. plan-
tarum comparten mas de un 20%. Por otro
lado, se verifico el estado clonal entre los
aislados BLL12 y BL14, los cuales presenta-
ron una similitud del 100 % (Figura 7).
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Figura 7. Dendrograma de similitud de las BAL con respecto a las secuencias 16S ARNr mediante el analisis por RFLP.
(fuente: esta investigacion).

En cuanto a las BAA, los aislados de A. fa-
barum presentaron fragmentos dnicos di-
geridos por las enzimas Tagl (497 pb), Rsal
(405 pb), Alul (80, 439 pb) y HinfI (40 pb).
Por su parte, los aislados de A. tropicalis
compartieron fragmentos generados por las
enzimas Rsal (107 pb), Haelll (7 pb), HinfI
(30, 75, 122 pb), Alul (208, 231 pb) y Tagl
(653 pb); ademas, se resalta que la polito-
mia evidenciada anteriormente en el anali-

sis de distancias (Figura 4), fue resuelta por

los fragmentos generados por las enzimas
Haelll y Alul que facilitaron diferenciar
entre los aislados del cluster. Por ultimo,
los aislados de A. okinawensis no presenta-
ron fragmentos exclusivos, lo cual proba-
blemente se relaciona con la dificultad para
establecer una correcta relacion dentro de
este clado (Figura 4). No obstante, la for-
macién del cluster de A. okinawensis se lo-
gr6 resolver a partir de un 20% de similitud
(Figura 8).
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Figura 8. Dendrograma de similitud de las BAA con respecto a las secuencias 16S ARNr mediante el analisis por RFLP.
(fuente: esta investigacion).

Discusion

Del total de LEV aisladas de los procesos
de fermentacién de cacao, el mayor nime-
ro se identificé para los géneros Candida
y Saccharomyces, por otra parte, el género
Pichia estuvo representado con un menor
numero de aislados, resultados similares a
los descritos por (25). S. cerevisiae presento
el mayor nimero de aislados, abundancia
que probablemente se relaciona con su to-
lerancia a pH 4cido, capacidad metabdlica
para el consumo de diferentes azucares y
su actividad pectinolitica (26,27). (14) en su
revisién sobre la microbiota asociada a la
fermentacion de cacao en la Gltima década,

describieron que al igual que en esta inves-

tigacion, A. fabarum, A. tropicalis, L. bre-
vis, L. plantarum, C. tropicalis, P. kudria-
vzevii y S. cerevisiae estan presentes en los
procesos de fermentacién bajo condiciones
artesanales alrededor del mundo. Por otro
lado, en el estudio de (12) se reporto la pre-
sencia de C. glabrata en fermentaciones de
cacao en Ghana y el trabajo de (28) asocia
la presencia de A. okinawensis en fermenta-
ciones realizadas en Costa de Marfil. Estos
microorganismos podrian tener aplicacio-
nes biotecnologicas, en este caso podrian
servir para fermentaciones de cacao en la

region (29).
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Levaduras

La region I'TS1-5.8s-ITS2 es un marcador
molecular efectivo en la discriminacién de
aislados de levaduras en comparacién con
otras regiones ribosomales, siendo com-
patible con caracteristicas bioquimicas y
apropiado para la caracterizaciéon de espe-
cies (30,31). Ademas, es utilizado con en-
foques filogenéticos y métodos de RFLP
para establecer las posibles relaciones entre
unidades taxonomicas (32,33). Con respec-
to al dominio D1/D2 ARNr (26S), general-
mente es utilizado como un marcador mo-
lecular confirmatorio para la identificacién
de levaduras, ya que contiene secuencias de
bases altamente conservadas y suficientes
variaciones de secuencia para la identifica-

cion entre especies (34).

Con respecto a las relaciones establecidas
por los analisis de distancias para las dos
regiones mencionadas, el trabajo de (35) ex-
plica que la cercania entre los aislados de S.
cerevisiae y C. glabrata, probablemente se
asocia con la presencia de genes ortélogos
que sugieren un origen evolutivo en comun.
De la misma manera, (36) mencionan que
C. glabrata exhibe una mayor relacién fi-
logenética dentro del género Saccharomyces,
lo que la separa del género Candida. Cabe
resaltar que la ausencia de una cantidad su-
ficiente de secuencias y las bajas distancias
genéticas entre los aislados pueden derivar
en casos de politomias a nivel intraespeci-
fico, siendo fundamentales los analisis de

RFLP para resolver estos casos (37).

En este sentido, los resultados del analisis
por RFLP para la region I'TS1-5.8s-1TS2
se relacionan con las investigaciones de
(33,38,39), en donde describieron que las
enzimas Haelll, Hinfl y Hhal permiten
diferenciar de manera mas precisa y rapi-
da especies de levaduras, algunas de estas
pertenecientes a los géneros Candida, Sa-
ccharomyces y Pichia. Por su parte, (40,41),
mencionan que la enzima Haelll permite
establecer un patron de RFLP entre los
aislados de S. cerevisiae, lo cual se asemeja
con los resultados de este estudio. Ademas,
segun el trabajo realizado por Koffi et al.,
(2017), la enzima Haelll permite la obten-
cién de un patrén de RFLP para diferen-
ciar entre aislados de levaduras asociadas
a fermentaciones de cacao, incluyendo a
S. cerevisiae, P. kudriavzevii y C. tropicalis.
Por ultimo, para el dominio D1/D2 ARNt
(26S), los resultados se relacionan con los
trabajos de (34,42), los cuales implementa-
ron enzimas de restriccion para diferenciar
aislados de levaduras de la misma especie,
resaltando especificamente la enzima Hhal
que género patrones exclusivos para todas
las especies y permiti6 resolver las relacio-
nes intraespecificas de los aislados que se

encontraban en politomias para esta region.

BALy BAA

El analisis del gen 16S ARNr se ha utili-
zado ampliamente para identificar especies
bacterianas mediante estudios con enfo-

ques filogenéticos y a través de métodos
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por RFLP (43). En particular, la técnica
de RFLP ha demostrado ser adecuada para
discriminar especies estrechamente relacio-
nadas y determinar el grado de variacién a

nivel intraespecifico (44).

Con respecto al analisis filogenético de las
BAL, los resultados se asemejan con las
observaciones de (45,46), indicando que
los aislados de L. plantarum se mantienen
separadas de L. brevis con base en el gen
16S ARNr. Ademas, (47) describieron que
la separacion entre L. plantarum y L. brevis
puede estar relacionada con las diferencias
entre sus caracteristicas metabdlicas. Lo an-
terior se relaciona con el analisis por RFLP,
siendo claves las enzimas Alul y Haelll que
permitieron diferenciar entre los aislados de
L. brevisy L. plantarum, tal como lo descri-
ben (28,48). Ademas, los perfiles de RFLP
de las enzimas Hinfl y Taql permitieron el
correcto agrupamiento de los aislados L.
plantarum, resultados que se corresponden

con la investigacion de (49).

De acuerdo con las BAA, el analisis filoge-
nético mantiene relaciéon con los trabajos
de (50,51), en donde los arboles presentan
una topologia similar separando con una
mayor distancia el clado de A. tropicalis
con respecto a la ubicacién de los aislados
de A. okinawensis y A. fabarum que estu-
vieron mas cercanos. Con respecto a las
inconsistencias entre las relaciones de los
aislados de A. okinawensis y su raiz inter-

na, probablemente se deben a las diferen-

cias de origen de la secuencia de referencia
y al grado de variabilidad genética dentro
de la especie, caso similar al reportado por
(18). Los resultados del analisis por RFLP
se asemejan con los descritos por (52), en
donde el polimorfismo de los fragmentos
producidos por la enzima 7Tagl permiti6
diferenciar adecuadamente entre especies
del género Acetobacter. De la misma mane-
ra, (53) lograron discriminar entre aislados
de especies del género Acetobacter a través
de la digestion con Tagl, Alul y Haelll; de
tal forma, se destacan las ultimas dos enzi-
mas que permitieron resolver la politomia
entre los aislados de A. tropicalis para este

estudio.

Conclusiones

La identificacion de los aislados estuvo res-
paldada por una elevada coincidencia nu-
cleotidica de las secuencias obtenidas con
respecto a las secuencias disponibles en la
base de datos del GenBank en el anilisis
por BLAST. Asimismo, en la mayoria de
los casos, los andlisis de distancias por Nei-
ghbor-joining relacionaron correctamente
los aislados pertenecientes a la misma es-
pecie, con excepcioén de algunas politomias
en el clado de S. cerevisiae y P. kudriavze-
vii para la region D1/D2 ARNr (26S) y en
el clado de A. tropicalis para la region 16S
ARNTr. Ademas, fue evidente la dificultad

para establecer los clados de A. fabarum y
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A. okinawensis, en donde las raices internas

se agruparon entre si.

A través de los analisis por RFLP se con-
firmaron las diferencias moleculares entre
las especies identificadas y se resolvieron
las relaciones intraespecificas de los aisla-
dos. Para la region I'TS1-5.8s-ITS2 ARNT,
las enzimas Msel, Hinfl y Haelll lograron
agrupar correctamente los aislados de leva-
duras para una misma especie. De la misma
manera, estas dos ultimas enzimas gene-
raron fragmentos de RFLP exclusivos que
permitieron diferenciar entre los aislados
de levaduras para la region D1/D2 (26S).
Cabe resaltar que las enzimas Hhal y Hael-
IT permitieron resolver las politomias evi-
denciadas en los clados de S. cerevisiae y P.
kudriavzevii. Por otro lado, para la region
16S ARNr de las BAL, las enzimas Alul y
Haelll permitieron la correcta agrupacién
de los aislados de L. brevisy L. plantarum
en clusters diferentes; y por ultimo, los pa-
trones de RFLP generados con la enzima
1291 permitieron la correcta clasificacion
de los aislados de BAA en 3 cluster bien
definidos, correspondientes a las 3 espe-
cies registradas. Adicionalmente, las enzi-
mas Haelll y Alul permitieron resolver las
relaciones internas entre los aislados de A.
tropicalis que anteriormente exhibieron una

politomia.

Notas

Los resultados de este estudio demuestran
que existen diferencias moleculares a nivel
interespecifico intraespecifico en los dife-
rentes grupos microbianos, lo cual podria
estar relacionado con diferencias metabd-
licas importantes entre los aislados micro-
bianos de esta regioén. Por tanto, se requiere
de estudios adicionales que faciliten la se-
leccion de levaduras, BAL y BAA con alto
potencial biotecnolégico para la fermen-
tacién de cacao. Ademas, se plantea el de-
sarrollo de un cultivo iniciador mixto con
microorganismos silvestres que facilite la
optimizacion del proceso de fermentacion
de cacao y permita la obtencién de perfi-
les organolépticos deseables del producto
final. Por otro lado, las inconsistencias ob-
servadas en las relaciones filogenéticas de
algunos aislados sugieren la necesidad de
investigaciones complementarias a través
de herramientas moleculares como los ana-

lisis genémicos.
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