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RESUMEN

Los granos de café para consumo requieren procesos post-cosecha, algunos de
los cuales implican fermentacion. No obstante, histéricamente la fermentacion del
café se ha llevado a cabo con poco conocimiento sobre la taxonomia de los
microorganismos involucrados. El objetivo de este trabajo fue identificar levaduras
nativas a partir de frutos maduros y procesos de café, Coffea arabica, en la
localidad de Boquete, Panama. Se realizé recoleccidn de muestras de frutos de
café completamente maduros a partir de un total de tres variedades de C. arabica:
Caturra, Geisha y Catuai. Adicionalmente, en una de las fincas se identificaron
levaduras al final de tres procesos de fermentacién: café lavado, fermentacion
anaerodbica seca, y fermentacion en un biorreactor. Se hicieron aislamientos de
levaduras a partir de diluciones seriadas de las muestras sembradas en medio
YEPG. Se realiz6 una caracterizacion morfolégica de cada aislado basada en
microscopia de contraste de interferencia diferencial (DIC) y las caracteristicas de
crecimiento de las colonias. A cada aislamiento de levadura se le realizd
amplificacion y secuenciacion del locus ITS para identificacion molecular a través
de la comparacion de secuencias contra cepas tipo en la base de datos
Genbank®. Adicionalmente, a las muestras de frutos recién cosechados y del final
de los procesos de fermentacion se les hizo analisis de “metabarcoding” para
identificar las levaduras y hongos filamentosos presentes por este método
independiente de cultivo. Se obtuvieron treinta y un aislamientos de levaduras, los
cuales fueron identificados de pertenecer a ocho géneros: Candida,
Hanseniaspora, Papiliofrema, Pichia, Rhodotorula, Starmerella, Saccharomyces, y
Wickerhamomyces. De estos géneros, Wickerhamomyces se aislo de los tres
procesos evaluados, mientras que Pichia y Hanseniaspora se aislaron solo de la
fermentacion en saco y en biorreactor. El analisis de metabarcoding de frutos
maduros y procesos de fermentacion resulté en la identificacion de los géneros
Fusarium, Penicillium, Cladosporium, como los hongos filamentosos mas
dominantes mientras que levaduras de los géneros Papiliotrema,

Wickeramomyces, Starmerella fueron detectadas dentro de los 20 géneros mas



abundantes. Este trabajo contribuye al uso potencial de levaduras nativas aisladas

en procesos de fermentacion del café.



ABSTRACT

Coffee beans intended for consumption require post-harvest processing, some of
which involve fermentation. However, historically, coffee fermentation has been carried
out with limited knowledge of the taxonomy of the microorganisms involved. The
objective of this study was to identify native yeasts from ripe fruits and coffee
processing, Coffea arabica, in the Boquete region of Panama. Samples were collected
from fully ripe coffee fruits belonging to three C. arabica varieties: Caturra, Geisha, and
Catuai. Additionally, in one of the farms, yeasts were identified at the end of three
fermentation processes: washed coffee, dry anaerobic fermentation, and fermentation
in a bioreactor. Yeast isolations were performed using serial dilutions of the samples
plated on YEPG medium. Morphological characterization of each isolate was
conducted using differential interference contrast (DIC) microscopy and colony growth
characteristics. Each yeast isolate underwent amplification and sequencing of the ITS
locus for molecular identification through sequence comparison with type strains in the
GenBank® database. Furthermore, metabarcoding analyses were performed on
samples from freshly harvested fruits and at the end of the fermentation processes to
identify yeasts and filamentous fungi using this culture-independent method. A total of
thirty-one yeast isolates were obtained, which were identified as belonging to eight
genera: Candida, Hanseniaspora, Papiliotrema, Pichia, Rhodotorula, Starmerella,
Saccharomyces, and Wickerhamomyces. Among these, Wickerhamomyces was
isolated from all three evaluated processes, while Pichia and Hanseniaspora were
isolated only from the bag fermentation and bioreactor processes. The metabarcoding
analysis of ripe fruits and fermentation processes resulted in the identification of
Fusarium, Penicillium, and Cladosporium as the most dominant filamentous fungi,
while yeasts from the genera Papiliotrema, Wickerhamomyces, and Starmerella were
among the twenty most abundant genera detected. This study contributes to the

potential use of native yeasts isolated from coffee fermentation processes.
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INTRODUCCION
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1.1 Planteamiento del problema

La fermentacion del café es un proceso bioldgico complejo en el que intervienen
diversas comunidades microbianas, incluyendo levaduras y hongos filamentosos,
cuya actividad metabdlica influye en el perfil sensorial del café. Sin embargo, la
comprension de la microbiota asociada a este proceso aun es limitada,
especialmente en lo que respecta a la identidad taxonomica y diversidad de
levaduras presentes en diferentes variedades de café y en distintos métodos de

fermentacion.

Los estudios sobre la microbiota del café suelen centrarse en la identificacion de
microorganismos mediante aislamiento y cultivo, lo que limita la deteccion de
especies que no crecen en condiciones de laboratorio. Aunque el aislamiento sigue
siendo una herramienta fundamental para la caracterizacién de levaduras, es
insuficiente para describir la composicion total de la comunidad microbiana. En
este contexto, el uso de técnicas de ADN de nueva generacion (NGS) en
aplicaciones de estudios de biodiversidad, como por ejemplo metabarcoding
basado en el locus ITS, permite identificar una mayor diversidad de levaduras y
hongos filamentosos presentes en el fruto y durante la fermentacion,
proporcionando un panorama mas completo de los microorganismos involucrados

en estos procesos.

Ademas, la composicion taxondmica de la microbiota puede variar segun la
variedad de café y el tipo de fermentacidn aplicada. A pesar de que algunos
estudios han evaluado la influencia del procesamiento en la diversidad microbiana,
hay poca informacion sobre como estas comunidades cambian en funcion de la
variedad del café y del método de fermentacion empleado. Esto es relevante
porque ciertos microorganismos pueden persistir a lo largo del proceso, mientras
que otros aparecen o desaparecen dependiendo de las condiciones del ambiente

fermentativo.
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Este estudio se enfocé en identificar la diversidad de levaduras presentes en
diferentes variedades de café, Coffea arabica, mediante el aislamiento y su
caracterizacion morfolégica, asi como a través del uso de la técnica de
metabarcoding del locus ITS2, a partir de muestras de frutos maduros recién
cosechados y al final de tres procesos de fermentacidon. Este trabajo generd
informacion sobre qué especies de levaduras y hongos filamentosos ocurren en
frutos maduros y diferentes procesos de Coffea arabica en Boquete, Panama. La
informacion generada contribuye a la generacidon de estrategias para la

optimizacién del proceso fermentativo del café.
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1.2 Justificacién

El proceso de fermentacion es un paso critico en la postcosecha del café, ya que
influye significativamente a la generacion de compuestos aromaticos y a la calidad
del café. En Panama se existe poca documentacion sobre la diversidad de
levaduras presente durante la fermentacion del café. En particular se han utilizado
metodologias tradicionales como el cultivo y morfotipado, que permite una
identificacion preliminar de las levaduras involucradas en el proceso. Sin embargo,
este enfoque presenta limitaciones, ya que la identificacibon basada en
caracteristicas morfolégicas no permite una identificacion precisa a rango de
especie ni la deteccion de microorganismos no cultivables.

En este contexto, el presente estudio busca superar estas limitaciones mediante
el uso de herramientas moleculares como la secuenciacién de ITS para la
identificacion precisa de levaduras y el analisis de metabarcoding para caracterizar
la comunidad de hongos y levaduras presentes en el fruto y procesos de
fermentacién. La aplicacion de estas técnicas permitira una identificacion
taxondmica mas precisa y una comprensiéon mas profunda de la dinamica durante
la fermentacion del café, incluyendo la presencia de especies de dificil cultivo que
pueden tener un impacto en la calidad final del producto.

Ademas, al combinar técnicas de aislamiento microbioldgico con NGS, esta
investigacion amplié el conocimiento sobre la diversidad de levaduras nativas
asociadas a frutos de C. arabica en Panama. La informacién generada es
fundamental para identificar levaduras que podrian jugar un rol importante en la

calidad y atributos sensoriales del café.
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OBJETIVOS

Objetivo general

Identificar levaduras y hongos filamentosos asociados a frutos maduros y
diferentes procesos de fermentaciéon de C. arabica en Boquete, Panama.

Objetivos especificos

o Aislar e identificar levaduras a partir de frutos maduros de diferentes
variedades genéticas y diferentes procesos de C. arabica en Boquete, Panama.

. Implementar el uso de metabarcoding del locus ITS2 para identificar
levaduras y hongos filamentosos a partir de frutos maduros de diferentes

variedades genéticas y diferentes procesos de C. arabica en Boquete, Panama.

HIPOTESIS

Existen diferentes especies de levaduras nativas asociadas a frutos maduros de
C. arabica en Panama y cuya abundancia relativa podria cambiar a través de

procesos de fermentacion.
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ANTECEDENTES
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3.1 Caracteristicas botanicas del cafeto

El café, una de las bebidas mas consumidas a nivel mundial, proviene de las
semillas de plantas del género Coffea, pertenecientes a la familia Rubiaceae. Este
género abarca mas de 100 especies de plantas, pero solo unas pocas son
cultivadas comercialmente para la produccion de café. Las dos especies mas
importantes y comercializadas a nivel global son Coffea arabica y Coffea
canephora (conocida también como robusta). La planta de café es originaria de las
regiones tropicales de Africa, teniendo C. arabica su origen en Etiopia y C.
canephora en el Africa subsahariana central y occidental.

Coffea arabica es una especie alotetraploide con cuatro juegos de cromosomas,
los cuales provienen de dos ancestros diploides diferentes: C. canephora y C.
eugenioides (Yu et al., 2011).

Las plantas de Arabica prosperan principalmente en altitudes elevadas, entre 600
y 2000 metros sobre el nivel del mar (m.a.s.l.), y requieren condiciones climaticas
especificas, como temperaturas promedio cercanas a 20°C y una cantidad
considerable de precipitaciones, superiores a 1200 mm anuales, para un desarrollo
optimo (Bunn et al., 2015; De Sousa et al., 2022).

El café de la especie C. arabica presenta aroma y acidez pronunciadas, mientras
que el café Robusta se caracteriza por tener mayor cuerpo (Kaur et al., 2018).
Ambas especies difieren por sus cualidades botanicas, genéticas, agronomicas,

quimicas y morfoldgicas.
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3.2 Variedades de Coffea arabica

En el caso de Latinoamérica, las variedades tradicionales de arabica provienen
originalmente de semillas de unas pocas plantas del centro de origen en Etiopia.
Estas variedades son Tipica y Bourbon, quienes dieron origen a otras por medio
de mutaciones naturales o por cruzamientos espontaneos e inducidos, como
Caturra, Mundo Novo, Catuai, Pache, Villa Sarchi, Pacas, y Maragogipe (“Guia de
Las Variedades de Café Guatemala,” 2019). Mas recientemente se ha extendido
la siembra y cosecha de variedades etiopes locales como Geisha, por la alta
calidad de taza que se obtiene de esta variedad. En Panama, esta variedad
también conocida como Geisha Panama (Catalogo de Variedades de Café de
World Coffee Research), es de excepcional potencial de calidad de taza, y a partir
de esta variedad se han producido en el pais algunos de los cafés de mas alto
valor comercial en la historia del café. Debido a esto ha surgido el interés en
conocer cuales son los factores bidticos y abioticos, ademas de la genética de la
planta y los procesos postcosecha, que contribuyen a la calidad de café obtenida
a partir de esta variedad.

3.3 Anatomia de la fruta del café

La fruta del cafeto también conocida como cereza de café, es de estructura
compleja que y tiene un papel fundamental en la produccion de café. Conocer las
diferentes partes que la componen es clave para comprender su procesamiento y
los productos que se obtienen de ella.

Esta fruta esta formada por varias capas bien diferenciadas, cada una de las
cuales influye en la composicion y calidad final de los granos de café, como se
muestra en la

Error! Reference source not found..
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Figura 1. Esquema de una fruta y grano de café.

1.Embridn, 2. Endospermo, 3. Espermoderma, 4. Endocarpio, 5. Mesocarpio, 6.
Epicarpio. Imagen tomada de Wikimedia Commons (2004).
https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Coffee_Bean_Structure.png
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Detalle del grano:

A. Embrion: se encuentra en la parte convexa de la semilla, orientado hacia su
extremo puntiagudo. Esta formado por un hipocétilo y dos cotiledones, siendo la

base del futuro crecimiento de la planta.

B. Endospermo: constituye la semilla en si misma y es la parte que finalmente
se procesa y tuesta para obtener el café.

C. Espermoderma: (pelicula plateada) es una fina capa que envuelve la
semilla, también conocida como integumento seminal.

D. Endocarpio: (pergamino o cascarilla) es una cubierta dura de color crema o
marron que protege la semilla y debe ser retirada en el procesamiento del café.

E. Mesocarpio: (mucilago o baba) tiene una textura gelatinosa y un color
cremoso. Su contenido en azucares influye en el dulzor del grano durante el
proceso de fermentacion.

F. Epicarpio; (cuticula, cascara o pulpa) es la capa externa del fruto, de color
rojo o amarillo cuando madura. Es jugosa y recubre todas las demas capas de la
cereza o fruta de café.

El ciclo de vida completo del cafeto va desde la germinacion de la semilla, el
crecimiento de la planta, la floracion, la produccion de frutos y la cosecha. Después
de la maduracién del fruto, viene la cosecha la cual es seguida de un
procesamiento de las cerezas. En general, el proceso incluye despulpado,
fermentacion, secado, y tostado, posterior a lo cual se puede preparar la bebida.
Dependiendo de la especie, la variedad, la localidad y las condiciones de cultivo,
la calidad, el sabor y las propiedades del café pueden variar considerablemente.
El café se ha convertido en un componente esencial de la cultura y la economia

de muchos paises tropicales (Castillo & Iriondo, 2022).
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3.4 Procesos de cosecha y post cosecha de café

La cosecha consiste en recoger frutos maduros y sanos, y a este tipo de cosecha
se conoce como "cosecha selectiva". Para que se cumpla este tipo de cosecha
selectiva, es importante que los cafetales estén bien podados, abonados, y limpios.
Se considera que lo ideal sera cosechar las frutas maduras, con no mas de un 3%
de granos verdes, aun sin madurar completamente; para no afectar la calidad del

grano exportable y en taza (Haile & Kang, 2019b).

Post Cosecha La postcosecha se define como el conjunto de actividades que
agregan valor a los productos mediante tareas como seleccidn, lavado,
clasificaciéon, almacenamiento, conservacion, transformacion, empaque,
transporte y comercializacion.

En el caso del café, la postcosecha abarca los procesos de beneficio y secado,
que son fundamentales para transformar la cereza de café en café pergamino, listo
para su posterior procesamiento y comercializacidon. Para el proceso de beneficio
existen dos vias principales: a) la via humeda y b) la via seca. En la primera esta
la etapa de beneficio humedo y seco para el café pergamino y verde, también
conocido como oro lavado o suave. En la via seca se obtiene el café bola que da
como resultado al café oro natural.

3.4.1 Beneficio humedo

El beneficio es una serie de pasos que se realizan para convertir los frutos de café
en granos (de pergamino) de alta calidad fisica y organoléptica. Para ello el
proceso del beneficio consta de las siguientes etapas:

Despulpado. Este procedimiento lo realiza una maquina para despulpar y separar
el epicarpio y parte del mesocarpio. Se realiza usualmente el mismo dia que fueron
cosechados los frutos; sin pasar mas de las 13 horas en promedio de su
recoleccion, ya que el fruto cosechado inicia una degradacion de los azucares
libres y se produce fermentacion del fruto.

21



Fermentacion. Luego del despulpado aun permanecera una capa gelatinosa
pegada en el grano llamado mucilago, para retirarla es necesario que pase el grano
por un proceso de descomposicion del mucilago. Mediante la fermentacion que es
un proceso en el cual sustancias organicas son transformadas a otros compuestos
organicos mediante procesos catabolicos de oxidacion, particularmente mediante
microorganismos como levaduras o bacterias que transforman azucares en otras
sustancias quimicas organicas como acido lactico, acido butirico y etanol (Puerta,
2010). Segun Puerta, 2015, el proceso de fermentacion permite dar sabor, textura,
aroma y conservar la calidad de alimentos y bebidas. En la fermentacién del café
con mucilago las levaduras y bacterias utilizan sus enzimas para oxidar azucares
y producir ATP (Adenosin trifostato), etanol, acido lactico, acido acético y CO..
También durante la fermentacion se degradan los lipidos del mucilago, por lo cual
cambian el olor, color, la densidad, el pH, los sdlidos solubles, la temperatura y la
composicidon microbiana (Puerta, 2012). Los principales microorganismos
fermentadores son las levaduras y bacterias lacticas de los géneros Lactobacillus
y Streptococcus (Puerta, 2010). Entre las levaduras mas importantes para la
fermentacidn del mucilago de café estan: Saccharomyces cerevisiae, Candida
albicans, C. krusei, C. tropicalis, C. lipolytica, C. parasilopsis y C. pintolopesii
produciendo etanol (Puerta, 2012).

Lavado y clasificado. El lavado se realiza para eliminar el mucilago de los granos
de café, este proceso se realiza con la adicion de agua limpia a los tanques o
recipientes de fermentacion. Es importante considerar la calidad y cantidad de
agua (Puerta, 2015).

Secado. Esta etapa consiste en disminuir el contenido de humedad natural del
café del 52% al 12% para café exportable, siendo esta etapa muy delicada en el
proceso de beneficio para poder almacenar el producto y evitar proliferacion de
microorganismos (bacterias y hongos) que dafien el producto (Oliveros et al.,
20009).
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3.5 Microorganismos en la fermentacion del café

La fermentacion de las cerezas de café es un proceso dinamico en el que intervienen

diversos microorganismos, cuya composicion varia segun el entorno, el método de

procesamiento y la variedad de café utilizada. Durante el procesamiento de la fruta y

la fermentacion, se pueden identificar una gran diversidad de bacterias y levaduras,

cuya abundancia y composicion puede variar significativamente. Reis Evangelista et
al. (2015) y Martinez et al. (2022), como se cité en (Rojas-Chacdn et al., 2024)
reportaron una alta diversidad de bacterias y levaduras presentes tanto en el fruto

como durante la fermentacion, variando en abundancia, especies y productos

sensoriales asociados. Entre los géneros predominantes de levaduras se han

reportado  Pichia, Klebsiella, Candida, Hanseniaspora, @ Meyerozyma,

y

Wickerhamomyces, y las bacterias Ochrobactrum, Chryseobacterium, Escherichia,

Erwinia, Enterococcus, Staphylococcus, Pseudomonas, Paenibacillus 'y Bacillus.
Cada uno de estos microorganismos desempefia un papel clave en los cambios
bioquimicos que ocurren durante la fermentacion, influyendo en el perfil sensorial
y en la calidad final del café (Elhalis et al., 2023; Martinez et al., 2021).

3.5.1 Levaduras

Las levaduras son microorganismos eucariotas unicelulares que pertenecen al
reino Fungi. Presentan una morfologia variable segun la especie y las condiciones
ambientales. Aunque su forma caracteristica es ovalada o esférica, algunas
levaduras pueden mostrar morfologias elongadas o incluso adoptar formas
filamentosas bajo ciertas condiciones, como la levadura Candida albicans, que
puede cambiar entre formas levaduriformes y miceliales en respuesta a estimulos

ambientales.

Una de las caracteristicas morfolégicas mas distintivas de las levaduras es su
capacidad para reproducirse asexualmente mediante un proceso Illamado
gemacion, donde una célula madre genera una protuberancia que eventualmente
se separa para formar una nueva célula hija. Algunas levaduras, como

Schizosaccharomyces pombe, se reproducen mediante fisidn binaria, dividiéendose
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en dos células hijas de tamafio similar. Ademas, algunas especies pueden formar
estructuras multicelulares como pseudo-hifas, cuando las células hijas no se

separan completamente de la célula madre.

El estudio de la morfologia de las levaduras es fundamental para su identificacion
y clasificacion, ya que sus caracteristicas estructurales pueden variar entre
especies. Factores como el tamafio, la forma celular y la disposicion celular juegan
un papel importante en la diferenciacion de géneros y especies de levaduras, lo
cual es crucial en campos como la microbiologia clinica, la industria alimentaria y

la biotecnologia.

Las levaduras pueden alternar entre la fermentacion y la respiracion celular,
dependiendo de la disponibilidad de nutrientes, en particular la glucosa. En
presencia de altas concentraciones de glucosa, las levaduras utilizan
predominantemente la fermentacion, que permite una rapida produccion de
energia incluso en condiciones aerébicas (Guaragnella et al., 2013). Esta
flexibilidad metabdlica no solo es crucial para su supervivencia en condiciones
ambientales variables, sino que también tiene importantes implicaciones para los
procesos de fermentacion industrial, como en la produccién de bebidas alcohdlicas
y biocombustibles (Xie et al., 2022).

Las levaduras, especialmente especies como Saccharomyces cerevisiae,
Hanseniaspora uvarum y Pichia kudriavzevii, desempefian un papel fundamental
en la fermentacion de las cerezas de café. Su actividad enzimatica facilita la
degradacion del mucilago, una capa viscosa que rodea los granos de café, y
promueve la fermentacion de los azucares presentes en la fruta (Assayuti et al.,
2022; Bae et al., 2021). Através de su metabolismo, estas levaduras generan una
variedad de compuestos, como acidos organicos, alcoholes y compuestos
aromaticos volatiles, los cuales tienen un impacto significativo en el perfil sensorial
del café (Pereira et al., 2016; Shen et al., 2023a).
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Las levaduras son microorganismos que se encuentran de forma natural en la
superficie de las cerezas de café, y su diversidad puede verse influenciada por
factores como la variedad de café, las condiciones ambientales y el método de
procesamiento. Entre las especies mas comunmente asociadas con las cerezas
de café se encuentran Saccharomyces cerevisiae, Hanseniaspora uvarum y Pichia
kudriavzevii (De Melo Pereira et al., 2015). Estas levaduras son conocidas por su
capacidad de producir ésteres y otros compuestos volatiles que contribuyen al
perfil aromatico y de sabor del café (Elhalis et al., 2021; Zhao et al., 2024).
Especificamente, levaduras con actividad pectinolitica, como Wickerhamomyces
anomalus, Saccharomycopsis fibuligera, Papiliotrema flavescens, Pichia
kudriavzevii y Saccharomyces cerevisiae, facilitan la degradacion de la pectina
durante la fermentacion, lo que mejora la extraccion de compuestos aromaticos de

los granos de café (Haile & Kang, 2019a).

3.5.2 Hongos filamentosos

Ademas del papel fundamental que desempefan las levaduras en la fermentacion del

café, se ha identificado la presencia de hongos filamentosos que influyen en la

dinamica de la comunidad microbiana y en la calidad del producto final. Durante este

proceso, se ha reportado la presencia de diversos microorganismos que interactuan,

incluyendo hongos filamentosos de los géneros Aspergillus, Penicillium, y Fusarium; y

bacterias acido-lacticas y pectinoliticas. En este contexto, en estudios realizados en

Norte de Santander, Colombia, se reporté una alta prevalencia de hongos filamentosos

en granos de café tipo cereza, destacandose Fusarium, Penicillium, Geotrichum, y

Aspergillus como los géneros predominantes. Su presencia se asocié con las

condiciones fisicoquimicas propias de cada region cafetera (Salazar Téllez et al.,

2022).

En particular, los hongos filamentosos aparecen en distintas etapas del
procesamiento y pueden tener un impacto tanto positivo como negativo. Las
especies del género Aspergillus, entre ellas Aspergillus niger y Aspergillus

ochraceus, se aislan con frecuencia de las cerezas de café y son conocidas por
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su capacidad de producir micotoxinas, en particular ocratoxina A (OTA), la cual
representa un riesgo para la salud del consumidor (Shen et al., 2023b; Teferi &
Ayano, 2019). El entorno de fermentacion, especialmente en los métodos de
procesamiento humedo, puede influir en el crecimiento de estos hongos. Por
ejemplo, las condiciones de inmersion caracteristicas de la fermentacién humeda
pueden reducir la diversidad de especies fungicas presentes, favoreciendo la
predominancia de Aspergillus y Penicillium (Fernandez-Guimac et al., 2023; Shen
et al., 2023b).

Aunque las especies del género Fusarium han sido menos estudiadas en el
contexto de la fermentacion del café en comparacion con Aspergillus, también
forman parte de la comunidad microbiana involucrada en este proceso. Las
investigaciones sugieren que Fusarium puede encontrarse en las cerezas de café
y afectar la dinamica de la fermentacion, aunque su funcion especifica no ha sido
tan ampliamente caracterizada como la de Aspergillus (Silva et al., 2008).

La degradacion de la pectina y otros polisacaridos es un proceso fundamental para
una fermentacién eficiente. En este contexto, hongos como Aspergillus son
reconocidos por su capacidad de producir enzimas pectinasas, las cuales facilitan
esta transformacion (Azizah et al., 2023; Ngamnok et al., 2023).

3.6 Identificacion taxonomica molecular de levaduras

La identificacion molecular de levaduras mediante la amplificacion por PCR y
secuenciacion de loci especificos para este propdsito y comparacion contra bases
de datos es un enfoque ampliamente utilizado en microbiologia para la deteccion
rapida y precisa de especies de levadura.

La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) permite amplificar secuencias
especificas de ADN, lo que facilita la identificacion a nivel genético de las levaduras
en menos tiempo y con mayor precision. Al utilizar regiones gendmicas
conservadas, como los espaciadores internos transcritos (ITS) o los genes
ribosomales, se pueden diferenciar especies con gran exactitud.
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Las secuencias que codifican diferentes ARNr se encuentran extraordinariamente
conservadas entre especies e incluso entre géneros, familias y 6rdenes diferentes.
Las regiones de DNA, entre estas secuencias codificantes, denominadas ITS
(Internal Transcribed Spacers, secuencias internas transcritas) son regiones
variables. Las regiones ITS (ITS1 e ITS2), que estan separadas entre si por el gen
5.8S de ADNr, presentan una alta sustitucion de bases y, a menudo, se utilizan
para la identificacion de especies y géneros de levaduras. Sin embargo, para
muchas especies, las secuencias de ITS no dan una resolucién a rango de
especie, por lo que se hace necesario la generacion de secuencias de los dominios
D1/D2 del gen que codifica para ARNr 26S (James, S.A., 1996) (Kurtzman y
Robnett, 2003).

La secuenciacion de la region D1/D2 para la identificacion de levaduras, por
ejemplo, como empleada en Peterson y Kurtzman en 1991, determinaron que el
dominio 2 del ADN ribosémico (ADNr) de la subunidad grande (26S) del ribosoma
es lo suficientemente variable para resolver a rango de especie (Figura 2
(Peterson, 1991). Kurtzman y Robnett (1998) ampliaron el trabajo anterior
mediante la secuenciacion de ambos dominios 1 y 2 (una regién de
aproximadamente 600 nucleotidos) del ADNr para todas las levaduras de tipo
ascomiceto conocidas, proporcionando asi una base de datos universalmente
disponible para la rapida identificacion de especies conocidas. Estas secuencias
son de alto valor para la identificacion de nuevas especies y su ubicacion
filogenética. Posteriormente, Fell et al. (2000) publicaron las secuencias D1/D2 de
levaduras de tipo basidiomiceto, completando asi la base de datos para todas las
levaduras conocidas hasta el momento. Este es un método dependiente de cultivo
ya que requiere la extraccion del ADN desde un cultivo puro. Se basa en la
amplificacion de la region D1/D2 del gen ARN 26S y de la posterior secuenciacion
del amplicén resultante (Vallejo, 2013). La secuencia de D1/D2 difiere mas de un
1% entre especies distintas y menos de un 1% entre cepas pertenecientes a la

misma especie.
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Esquema de las regiones conservadas ITS y D1/D2 utilizadas como dianas

de primers especificos
ITS1F ITS4
— PR
Region ITS
18S ARNr 5.85 ARNr Regién 265 ARNr
Regién LSU
— Mp—
LROR LR3

Figura 2. Esquema modificado de las regiones ITS y D1/D2 en genes ribosomales de
hongos.

Adaptado de Barcode Biosciences. (s.f.). Microbial identification by DNA sequencing.
https://www.barcodebiosciences.com/micro.html
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4.1 Muestreo y procesamiento de cerezas de café

Frutos de C. arabica (cerezas de café) de tres variedades (var.) fueron
cosechados en tres fincas ubicadas en el distrito de Boquete, provincia de
Chiriqui, Panama. Las localidades de las fincas fueron las siguientes: Finca Santa
Cecilia (8° 48 10.4” N, 82° 24’ 56.7” O), situada a 1,345 m de altitud; Finca Elida
Estate (8°48'36.0’N 82°28'48.0"0), ubicada a 1,701 m de altitud; y Finca El
Chalia, localizada en Los Naranjos, distrito de Boquete (sin una georreferencia
exacta disponible). Se cosecharon frutos de C. arabica var. Caturra en Santa
Cecilia, var. Catuai en Elida Estate, y var. Geisha en El Chalia y Elida Estate.
Las cerezas de café recién cosechadas fueron empacadas inmediatamente en
bolsas plasticas Ziploc® y almacenadas en un contenedor térmico con hielo hasta
su llegada al laboratorio, donde fueron utilizadas para el aislamiento de levaduras
o para la extraccion de ADN y metabarcoding de la comunidad fungica. Un
subconjunto de las cerezas de café cosechadas en Elida Estate fue sometido a
diferentes procesos de fermentacion (Fig.3) y muestreado al final del

procesamiento, como se detalla a continuacion.

Procesos de fermentacion

Cosecha

C. Arabica var. Geisha C. Arabica var. Catuai

TN

C. Arabica var. Geishay var.
Catual

Bolsa hermética (48 h) Saco rafia (24 h) Bioreactor (48 h)

Figura 3 . Procesos de fermentacion evaluados en finca.

30



Las cerezas de café var. Geisha fueron utilizadas en dos procesos distintos: el
primero, conocido como procesamiento lavado el cual se llevé a cabo con
cerezas despulpadas utilizando una maquina despulpadora serie 1_04 101 (J.M
Estrada, Colombia) y consistié en depositar las cerezas despulpadas en saco de
rafia de polipropileno y dejarlas fermentar durante 24 horas a una temperatura
ambiente promedio de 25 °C. El segundo proceso fue una fermentacion
anaerdbica en seco, en la que las cerezas de café se colocaron dentro de bolsas
herméticas Ecotact® cerradas y se dejaron fermentar durante 48 horas a
temperatura ambiente promedio de 25°C.

Las cerezas de café var. Catuai fueron procesadas mediante fermentacién
anaerobica en seco, en un biorreactor personalizado (J.M Estrada, Colombia)
durante 72 horas. Cada proceso se llevd a cabo con 50 kg de cerezas de café.
El muestreo se realiz6 al final de la fermentacion, recolectando las muestras en
tubos de centrifuga estériles de 50 ml y en bolsas Ziploc®, que fueron
almacenadas inmediatamente en un contenedor térmico con hielo y

transportadas al laboratorio.

4.2 Aislamiento de levaduras a partir de cerezas de café y procesos

De cada muestra, se tomaron 20 cerezas y se colocaron en un matraz
Erlenmeyer con 200 ml de solucion de peptona estéril (NaCl 0.8%, peptona
0.1%). La mezcla se mantuvo en agitacion suave durante 20 minutos, seguida de
una dilucidn seriada con 9 ml de solucién de peptona (de 107" a 1078). Se tomd
un volumen de 0.1 ml de cada una de estas diluciones y se sembro en duplicado
en placas de Petri (100 x 15 mm) que contenian agar YEPG (1% extracto de
levadura, 2% peptona, 2% glucosa y 2.5% agar), suplementado con cloranfenicol
(100 mg/l). La siembra se realiz6 con un esparcidor estéril en forma de L

desechable. Las placas fueron incubadas a 30 °C durante tres dias.

Se aislaron y preservaron levaduras con diferentes morfotipos en duplicado. Los
aislamientos purificados se almacenaron a -80 °C en caldo YEPG con un 20%
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(v/v) de dlicerol. Representantes de cada morfotipo de levadura fueron
analizados mediante microscopia de contraste de interferencia diferencial (DIC)
con un microscopio Olympus BXS53, fotografiados con una camara Olympus
DP73 y medidos utilizando el software Olympus CellSens Dimensions (Olympus,

Japon).

4.3 Identificacion molecular de aislamientos de levaduras
El ADN gendmico de las levaduras aisladas se extrajo a partir de cultivos puros
utilizando el kit Gentra Puregene Yeast/Bact. (Qiagen, Hilden, Alemania),

siguiendo las instrucciones del fabricante.

Se amplifico y secuencio el locus ITS, incluyendo las regiones 1y 2y el gen 5.8S
rDNA, utilizando los cebadores ITS1F (Gardes y Bruns, 1993) e ITS4 (White et
al., 1990). Ademas, se amplifico la region parcial del LSU (D1/D2) del rDNA con
los cebadores LROR (Rehner & Samuels, 1994) y LR3 (Vilgalys lab).

Las amplificaciones se realizaron en reacciones de 25 pl en un termociclador
(Applied Biosystems, Foster, CA) bajo las siguientes condiciones: 100 ng de ADN
genomico, 400 uM de cada dNTP, 0.06 U/ul de Taq ADN polimerasa (Qiagen,
Hilden, Alemania), 0.5 yM de cada cebador y el tampdn 10X suministrado con 15
mM de MgCls,.

El programa de amplificacion para ITS fue el siguiente:
. Desnaturalizacion inicial a 94 °C por 5 min
. 33 ciclos de:
. 45sa94 °C
. 30sab5°C
. 90sa72°C
. Extension final de 10 min a 72 °C.
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Para la amplificacion de la regidn hipervariable del LSU, se utilizé una
temperatura de alineamiento de 58 °C.

Los productos amplificados se visualizaron mediante electroforesis en gel de
agarosa al 1.2% en tampon 1X TAE (Tris, acido acético y Na,-EDTA). Los geles
fueron tefidos con RedGel® y las bandas se observaron y fotografiaron bajo luz
UV. El tamafo de los fragmentos se estimdé mediante comparacion con
estandares de ADN (100-bp DNA Ladder y 1kb DNA Ladder, Promega, Madison,
WI, EE.UU.).

Los productos de PCR fueron enviados a Macrogen (Corea del Sur) para ser
secuenciados. La secuenciacion fue realizada mediante la técnica de Sanger,
utilizando un secuenciador automatico modelo Applied Biosystems 3730xI DNA
Analyzer, basado en electroforesis capilar.

La reaccidn de secuenciacion se efectud en ambas direcciones (sentidos 5-3'y 3'-5'),
empleando los mismos cebadores utilizados en la amplificacion por PCR. Los
fragmentos fueron enviados sin purificar, segun los requerimientos del servicio
estandar de Macrogen.

4.4 Analisis de la comunidad fungica asociada a las cerezas de café y sus
procesos mediante metabarcoding

Se utilizé 1 mL de la solucion de peptona que contenia la comunidad fungica
liberada de las cerezas de café para la extraccion total de ADN, tanto de cerezas
recién cosechadas antes de cualquier procesamiento como de cerezas al final
de cada proceso evaluado. Cada muestra se centrifugd a 12,000 rcf durante 1
minuto. EI ADN del precipitado se extrajo utilizando el PowerPlant Kit (Qiagen,
Hilden, Alemania) siguiendo las instrucciones del fabricante, con una elucion final
de 50 pyL. EIADN extraido se cuantificd con un espectrofotometro Nanodrop 2000
(ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, EE.UU.).
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Para estudiar la diversidad y composicion taxonémica de la comunidad fungica
de las cerezas de café, se utilizd un método de PCR en dos etapas para preparar
las muestras para secuenciacion masiva de amplicones. La primera PCR se
realizé en triplicado para cada muestra, amplificando la region ITS2 con los
cebadores especificos fITS7 (Ihrmark et al., 2012) e ITS4 (White et al., 1990),
que incluian adaptadores para lecturas de lllumina. Cada PCR se llevd a cabo
utilizando la enzima del kit KAPA3G Plant PCR (Kapa Biosystems, Ciudad del
Cabo, Sudafrica) bajo las siguientes condiciones:

. Desnaturalizacién inicial a 95 °C por 3 minutos
. 32 ciclos de:
. 20sa95°C
. 15sabd5°C
. 25sa72°C

. Extension final de 1 minuto a 72 °C.

Los triplicados de cada muestra se combinaron para realizar una segunda PCR,
en la que se usaron 2 yL de cada mezcla para agregar adaptadores de celda de
fluyjo de lllumina y cédigos de barras de identificacion de muestras.
Posteriormente, 5 yL de cada amplicén de la segunda PCR se combinaron en un
microtubo de 1.5 mL y se purificaron utilizando perlas paramagnéticas AMPure
XP (Beckman Coulter, Indianapolis, IN, EE.UU.). El control de calidad final de la
biblioteca de amplicones se realizé con un Agilent TapeStation usando el ensayo
D1000 DNA Screen Tape (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, EE.UU.).
Finalmente, la secuenciacion se realizé en formato de finales pareados de 2 x
300 bp utilizando un secuenciador lllumina MiSeq (lllumina, San Diego, CA,
EE.UU.), disponible en el Laboratorio de Gendmica del Instituto de
Investigaciones Cientificas y Servicios de Alta Tecnologia de Panama
(INDICASAT, Ciudad del Saber, Panama).
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4.5 Analisis de secuencias de ADN

Las secuencias completas de ITS obtenidas de cultivos puros fueron editadas
utilizando Sequencher® DNA sequence analysis software version 5.4.6 (Gene
Codes Corporation, Ann Arbor, MI, EE.UU.) y comparadas con las secuencias
disponibles en la base de datos GenBank utilizando la herramienta Basic Local
Alignment Search Tool (BLAST, National Center for Biotechnology Information,
MD, EE.UU.) Se consider6 una identidad de secuencia del 99% o mayor con
material tipo de GenBank como criterio suficiente para identificacién taxondmica

a rango de especie.

Los datos de secuenciacion masiva fueron analizados utilizando el programa
QIIME2 version 2023.2 (Caporaso et al., 2010). Las secuencias generadas se
procesaron siguiendo el protocolo de analisis DADA2 (Callahan et al., 2016)
implementado en QIIME2. El control de calidad incluyé la eliminacion de bases
de baja calidad y adaptadores de secuenciacidon mediante denoise-single con
parametros predeterminados, los cuales realizaron el recorte de lecturas. Las
secuencias identificadas como quimeras fueron filtradas utilizando el método de

verificacién de quimeras por consenso en DADAZ2.

Tras la eliminacion de ruido, se aplicé un filtrado para remover variantes de
secuencias de amplicones (ASVs, posibles especies) de baja abundancia,
reteniendo solo aquellas con una frecuencia minima de 10 lecturas en todas las
muestras. La clasificacién taxondmica de los ASVs se realiz6 utilizando la base
de datos UNITE (version UNITE-ver9-99-classifier-25.07.2023). El clasificador
fue entrenado con el método Naive Bayes implementado en el complemento
feature-classifier classify-sklearn de QIIMEZ2. Se eliminaron del conjunto de datos
las secuencias clasificadas como “No asignadas” o aquellas que no pertenecian

a hongos antes de continuar con los analisis.

La tabla final de ASVs y las asignaciones taxonomicas fueron visualizadas

mediante graficos de barras generados en QIIME2. Posteriormente, se
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generaron tablas de abundancia relativa, las cuales fueron exportadas para
analisis adicionales. La visualizacion de los datos se realizé en R version 4.3.1

(2023-06-16) utilizando los paquetes ggplot2, dplyr y RColorBrewer.
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RESULTADOS
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5.1 Aislamiento e identificacion de levaduras.

Se aislaron un total de 31 cepas de levaduras, cuya identificacion taxondmica se
realiz6 mediante la amplificacion y secuenciacion del locus ITS y parte de la region
LSU (D1/D2). La identificacién de cada cepa, junto con su origen (ya sea de
muestras de fruto o del proceso de fermentacion), se presenta en la Tabla 1.

El analisis taxondmico reveld la presencia de ocho géneros distintos de levaduras,
distribuidos en 8 familias (Tabla 2). De estas, solo una cepa pertenece al grupo de
levaduras del género Saccharomyces (Tabla 3). Los otros géneros de levaduras
encontrados fueron: Candida, Hanseniaspora, Papiliotrema, Pichia, Rhodotorula,
Starmerella, y Wickerhamomyces.

Posteriormente, se llevo a cabo la caracterizacidn morfolégica de cada cepa. A
nivel macroscopico, las colonias fueron evaluadas en funcion de su color, textura
y margen, identificandose diferencias que se ilustran en la Figura 4. Estas
variaciones fenotipicas pueden estar relacionadas con la diversidad taxonémica
de las cepas aisladas.

A nivel microscopico, se documentaron la forma y el tamafo celular mediante la
medicion del ancho x largo de células por cepa. Los valores obtenidos se resumen
en la Tabla 4, donde se observa que la mayoria de las cepas presentaron células
elipsoidales y ovaladas, aunque algunas exhibieron morfologias redondeadas.
Estas diferencias pueden reflejar la variabilidad entre especies o adaptaciones
especificas a su entorno de origen

Los resultados mostraron la presencia de ocho especies distintas de levaduras.
Wickerhamomyces anomalus fue la especie mas frecuentemente aislada (32.6%),
seguida de Hanseniaspora uvarum (25.8%) y Pichia kluyveri (19.3%).
Wickerhamomyces anomalus y H. uvarum se encontraron en las cerezas de café
y en los procesos de fermentacion, mientras que P. kluyveri se detecto al final del

procesamiento lavado y fermentacion en sacos de rafia y en el biorreactor.
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5.2 Metabarcoding de la comunidad fungica asociada a las cerezas de

café y sus procesos.

Se. utilizé metabarcoding para estudiar la diversidad y la composicidon
taxonomica de la comunidad fungica asociada a las muestras de cereza de café
y de los procesos, asi como para evaluar su abundancia relativa. Ademas,
buscamos detectar géneros de levaduras que no fueron aislados mediante
meétodos de cultivo.

La comunidad fungica asociada a las diferentes etapas de la fermentacion del
café mostro perfiles distintos segun la variedad de café y el método de
procesamiento (Figura 5). Las cerezas de café recién cosechadas de todas las
variedades (Catuai, Caturra y Geisha) presentaron comunidades diversas
dominadas por hongos filamentosos Fusarium, Penicillium, Cladosporium,
Cystofilobasidium, Aureobasidium y el género de levaduras Papiliotrema.

Se observaron cambios en la abundancia relativa de los géneros fungicos entre
las cerezas de café recién cosechadas y el final de cada proceso. La
fermentacion del café en biorreactores y en bolsas herméticas Ecotact® promovio
la dominancia del género filamentoso fermentativo Penicillium, que alcanzo hasta
un 50.5% al final del proceso, mientras que Fusarium persistio en niveles del
14%-28% en los tres procesos evaluados. Los procesos lavado y anaerdbico
favorecieron el aumento en la abundancia relativa de especies adaptadas a la

fermentacion, incluyendo Wickerhamomyces, Papiliofrema 'y Starmerella.
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Figura 4.Microscopia y apariencia macroscoépica de aislados de levaduras identificadas en cereza
de cafes y procesos de fermentacion.

Las levaduras identificadas en este estudio incluyen: Rhodotorula mucilaginosa (A, B),
Wickerhamomyces anomalus (C, D), Starmerella bacillaris (E, F), Pichia kluyveri (G, H), Candida
oleophila (I, J), Hanseniaspora opuntiae (K, L), Papiliotrema flavescens (M, N) y Saccharomyces
cerevisiae (O, P).
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Tabla 1. Descripcion de aislados de levaduras

Descripcion celular Descripcion de colonia

levadura forma tamafio (um) color textura margen
(A, B) esféricas a
Rhodotorula elongadas 3.99x3.91 rosada humeda liso
mucilaginosa
(C,D) -

; esféricas a
zl;lf/):glr;farﬂgmomyces elipsoidales 4.67x4.13 blanco lisa liso
(E, F) apiculadas a
Starmerella bacillaris ~ ovales 5.79x3.69 blanca himeda liso
(G, H) ovoides a
Pichia kluyveri elipsoidales 5.75x3.26 blanca lisa irregular
(I, J) Candida L
oleophila elipsoidales 550x3.21 blanca lisa liso
(K, L).Hanseniaspora apic_uladas a 3.71x2.16 ] )
opuntiae ovoides crema lisa irregular
(M, N) lob
Papiliotrema glovosas a 6.17 x 8.48 Hameda a .
flavescens ovoides crema mucosa liso
(s?’ PZ; ovoides a 6.18 x 4.64
c:rce(;‘/isaigoemy ces esféricas exa. blanca lisa liso

Descripcion después de 5 dias a 28 °C en medio YEPG.



Tabla 2. Identificacién taxondmica de levaduras aisladas en frutos y procesos.

D1/D2

Cepa \dentificacion similtud (%) Sy Variodad - proceso
LFC 01 Rhodotorula mucilaginosa 100% 1000% Geisha

LFC 02 Wickerhamomyces anomalus 99.67% 100% Geisha

LFC 03 Hanseniaspora uvarum 99.46% 100% Geisha

LFC 04 Wickerhamomyces anomalus 99.80% 100% Geisha

LFC 05 Hanseniaspora uvarum 99.48% 100% Caturra

LFC 06 Starmerella bacillaris 100% 100% Caturra

LFC 07 Pichia kluyveri 98.70% 100% Caturra

LFC 08 Pichia kluyveri 98.90% 98% Caturra

LFC 09 Candida oleophila 99.38% 100% Caturra

LFC 10 Hanseniaspora opuntiae 99.87% 100% Geisha

LFC 11 Hanseniaspora uvarum 99.87% 100% Caturra -

LFC 12 Hanseniaspora uvarum 100.00% 100% Caturra

LFC 13 Pichia kluyveri 98.70% 100% Caturra

LFC 14 Papiliotrema flavescens 99.81% 100% Geisha

LFC 15 Hanseniaspora uvarum 95.94% 100% Geisha

LFC 17 Hanseniaspora uvarum 99.72% 100% Geisha -

LFC 22 Wickerhamomyces anomalus 99.84% 100% Geisha - hermetic (48H)
LFC 23 Wickerhamomyces anomalus 100.00% 100% Geisha - hermetic (48H)
LFC 35 Hanseniaspora uvarum 100.00% 100% Catuai

LFC 37 Pichia kluyveri 99.45% 100% Catuai - reactor (27H)
LFC 38 Saccharomyces cerevisiae 99.25% 100% Catuai - reactor (27H)
LFC 39 Wickerhamomyces anomalus 99.84% 100% Catuai - reactor (27H)
LFC 40 Wickerhamomyces anomalus 99.67% 100% Catuai - reactor (27H)
LFC 42 Hanseniaspora uvarum 99.73% 100% Catuai - reactor (27H)
LFC 43 Wickerhamomyces anomalus 99.84% 100% Catuai - reactor (27H)
LFC 44 Wickerhamomyces anomalus 99.84% 100% Catuai -reactor (27H)
LFC 45 Pichia kluyveri 99.78% 100% Geisha - sack (24H)
LFC 46 Hanseniaspora uvarum 100.00% 100% Geisha - sack (24H)
LFC 48 Wickerhamomyces anomalus 97.59% 100% Geisha - sack (24H)
LFC 49 Wickerhamomyces anomalus 99.51% 100% Geisha - sack (24H)
LFC 50 Pichia kluyveri 99.78% 100% Geisha - sack (24H)
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Tabla 3. Especies de levaduras encontradas en cerezas de café y procesos

de fermentacion.

Saccharomyces

No - Sacharomyces

Saccharomyces cerevisiae

Pichia kluyveri

Hanseniaspora uvarum

Hanseniaspora opuntiae

Wickerhamomyces anomalus

Rhodotorula mucilaginosa

Starmerella bacillaris

Candida oleophil

Papilotrema flavescens

Tabla 4. Clasificacion de levaduras por familia en cerezas de café y procesos de fermentacion.

Familia Especie Sample ID
Saccharomycetaceae Saccharomyces cerevisiae LFC 38
Sporidiobolaceae Rhodotorula mucilaginosa LFC 01

Wickerhamomycetaceae

Saccharomycodaceae

Pichiaceae

Debaryomycetaceae
Trichomonascaceae

Rhynchogastremaceae

Wickerhamomyces

anomalus

Hanseniaspora uvarum,

Hanseniaspora opuntiae

Pichia kluyveri

Candida oleophila
Starmerella bacillaris
Papiliotrema flavescens

LFC 02, LFC 04, LFC 22, LFC 23, LFC
39, LFC 40, LFC 43, LFC 44, LFC 48,
LFC 49

LFC 03, LFC 05, LFC 11, LFC 12, LFC
15, LFC 17, LFC 35, LFC 42, LFC 46,
LFC 10

LFC 07, LFC 08, LFC 13, LFC 37, LFC
45, LFC 50

LFC 09

LFC 06

LFC 14
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Distribucion de hongos y levaduras en cereza y procesos de
fermentacion

100

Genus

[ Other
Cyphellophora

| Hyphopichia

[ curvibasidium

[ Trichosporon

| Rachicladosporium

| Hannaella
Tetracladium
Strelitziana

[ candida

[ Setophoma
Starmerella

[ Wickerhamomyces

I Aureobasidium

I Papiliotrema

B colletotrichum

B cystofilobasidium

[ ciladosporium

[ Penicillium

B Fusarium

75

50

25

% Abundancia relativa

ID muestra

Figura 5. Distribucion de hongos y levaduras en cereza y procesos de fermentacion.

(' Fermentacion anaerobica en bioreactor, ? fermentacion anaerdbica en bolsa Ecotac, °

despulpado lavado).
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DISCUSION
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Los resultados obtenidos en este estudio muestran una asociacion de levaduras y
hongos filamentosos con las cerezas de café y los procesos de fermentacion
evaluados. A través del aislamiento y la identificacion molecular, se aislaron 31
cepas de levaduras las cuales fueron identificadas y caracterizadas por
secuenciacion del locus ITS y la region parcial LSU (D1/D2) y analisis morfologico.
El uso de estas regiones ha demostrado ser eficaz para identificar y diferenciar
especies cercanamente relacionadas, lo que los convierte en marcadores confiable
para la delimitacion de especies dentro de diversos géneros de levaduras
(Kurtzman, 2007; Wang, Begerow, et al., 2015; Wang, Groenewald, et al., 2015).

Las especies dominantes de levadura aisladas de cereza y procesos fueron
Wickerhamomyces anomalus (32.6%), Hanseniaspora uvarum (25.8%) y Pichia
kluyveri (19.3%) en donde a nivel de género (Hanseniaspora y Pichia) es
consistente con estudios previos que han reportado estos géneros de levaduras en
sistemas de fermentacion de café arabico a través de estudios de morfoespecies
realizados en el area del distrito de Boquete, Chiriqui (Castillo Avilés et al., 2024)
donde se reporté Hanseniaspora sp., y Pichia sp. Ademas de otros géneros que en
nuestro registro fueron menos frecuentes (un solo aislado) como es el caso de
Rhodotorula sp. y Saccharomyes sp.

Este patron de géneros frecuentes también ha sido previamente reportado en
estudios sobre fermentacion de café, donde Hanseniaspora uvarum, también ha
sido aislada en procesos de fermentacion (Avallone et al., 2001) y en frutas (Arias
et al., 2002; Las Heras-Vazquez et al., 2003). De igual forma se ha reportado un
incremento en las poblaciones de levaduras durante la fermentacion de Coffea
arabica en Brasil (Silva et al., 2000), identificando a Pichia kluyveri como una
levadura predominante a lo largo de todo el proceso, incluyendo la fase de secado.
Wickerhamomyces anomalus, anteriormente clasificado como Pichia anomala y
Hansenula anomala, es una levadura con una amplia diversidad de funciones
ecolbgicas y aplicaciones en distintos procesos. Varios estudios han logrado aislar
W. anomalus a partir del fruto del café, evidenciando su potencial como cultivo

iniciador en fermentaciones controladas. En particular, la investigacion de (Haile &
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Kang, 2019a) destaca su participacion en la degradacion enzimatica de la pectina,
un proceso fundamental para optimizar la fermentacion y mejorar la calidad

sensorial del café.

En cuanto a nuestro analisis de la comunidad fungica a través de metabarcoding
tenemos que las cerezas de café recién cosechadas albergan comunidades
fungicas diversas, cuya composicion varia entre las variedades analizadas: Catuai,
Caturra y Geisha. Este estudio evidencia que las comunidades fungicas asociadas
a las cerezas de café y a los procesos evaluados estan dominadas por hongos
filamentosos de los géneros Fusarium, Penicillium y Cladosporium. Estos hongos
suelen encontrarse en la superficie de las cerezas de café y desempefian un papel
clave en las fases iniciales del proceso de fermentacion. Su alta presencia,
especialmente la de hongos filamentosos, puede estar influenciada por el entorno
de fermentacion, en particular en los métodos de procesamiento humedo, donde las
condiciones favorecen su crecimiento. Por ejemplo, la inmersidn caracteristica de la
fermentacién humeda puede reducir la diversidad de especies fungicas presentes,
lo que facilita la predominancia de géneros como Aspergillus y Penicillium
(Fernandez-Guimac et al., 2023; Shen et al., 2023b).

Ademas de estos géneros dominantes, otros géneros relativamente abundantes
identificados en este estudio, como Cystofilobasidium, Aureobasidium vy
Papiliotrema, contribuyen a la diversidad microbiana general y podrian influir en el
proceso de fermentacion mediante la produccion de metabolitos que afectan el
sabor y aroma del café (M. Muynarsk et al., 2019; Oktaviani et al., 2020).

El proceso lavado y los procesos anaerdbicos evaluados en este estudio
favorecieron la proliferacion de géneros adaptados a ambientes fermentativos,
como Wickerhamomyces, Papiliotrema'y Starmerella. Estos géneros son conocidos
por su capacidad para generar compuestos volatiles que realzan las caracteristicas
sensoriales del café, especialmente su sabor y aroma (Galarza & Figueroa, 2022;
Koskei et al., 2015).
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Durante la fermentacion de las cerezas de café, la composicion microbiana
experimenta cambios significativos. Las comunidades diversas presentes en las
cerezas frescas son gradualmente reemplazadas por una microbiota mas
especializada y adaptada al ambiente fermentativo. Esta transformacién esta
influenciada por factores como el método de procesamiento seleccionado y las
condiciones especificas en las que se lleva a cabo la fermentacion (de Pereira et
al., 2015; Waters et al., 2015).

Las 31 cepas de levaduras identificadas en este estudio fueron preservadas y
constituyen un recurso genético disponible a productores y la industria del café y
que puede ser utilizado para llevar a cabo procesos de fermentacion controlada en
la cual estas sean empleadas para determinar como pueden afectar la calidad del
café. En particular levaduras de géneros y especies conocidas por atributos que
sean de interés para el productor o para algun proceso de café en particular. Los
resultados de este trabajo abren el camino a posibilidades biotecnologicas que
favorezcan los procesos de café en Panama y utilizando levaduras nativas
adaptadas a las condiciones del pais y no importadas de otros ambientes o
sustratos. Este trabajo contribuyé a la identificacion de factores bidticos
(comunidades fungicas de levaduras y hongos filamentosos) que podrian ser
relevantes para comprender el éxito de los cafés especiales de Panama y contribuir
con la consistencia de buenos resultados y sostenibilidad de la caficultura nacional.
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CONCLUSION
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Los resultados de este estudio evidencian que las comunidades fungicas
asociadas a las cerezas de café y sus procesos de fermentacion estan
conformadas tanto por levaduras como por hongos filamentosos, cuya
composicidn varia segun el método de procesamiento y la variedad del café.
A través del aislamiento y la identificacion molecular, se logro detectar una
diversidad de levaduras, predominando Wickerhamomyces anomalus,
Hanseniaspora uvarumy Pichia kluyveri. La presencia de estos géneros es
consistente con estudios previos sobre fermentacién de café, lo que
refuerza su importancia en el proceso fermentativo.

El analisis de comunidades fungicas mediante secuenciacion masiva de
ITS2 (metabarcoding) confirmé6 que las cerezas de café albergan hongos
filamentosos dominantes, como Fusarium, Penicillium y Cladosporium, los
cuales desempefian un papel clave en las primeras fases de la
fermentacion. Su abundancia puede estar influenciada por el método de
procesamiento, particularmente en la fermentacion humeda, donde las
condiciones de inmersién pueden favorecer la predominancia de ciertos
géneros fungicos. Ademas, se identificaron otros géneros relativamente
abundantes, como Cystofilobasidium, Aureobasidium y Papiliotrema, que
contribuyen a la diversidad microbiana del proceso.

Por otro lado, los procesos evaluados, especialmente el lavado y la
fermentacidon anaerdbica, promovieron el crecimiento de levaduras
adaptadas a ambientes fermentativos, como Wickerhamomyces,
Papiliotrema 'y Starmerella. Estas levaduras han sido previamente descritas
como relevantes en la fermentacion del café debido a su capacidad para
degradar el mucilago y facilitar el desarrollo del proceso fermentativo.
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RECOMENDACIONES
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Los resultados obtenidos proporcionan informacion de linea base sobre levaduras
nativas presentes en la fermentacién del café. Las levaduras aqui identificadas y
preservadas representan un recurso genético disponible para realizar estudios
adicionales o para evaluar la actividad enzimatica y el potencial metabdlico de las
cepas aisladas, con el fin de comprender mejor su impacto en la fermentacion y en la
calidad final del café. Asimismo, futuras investigaciones con un mayor numero de
muestras permitiran obtener resultados mas robustos, contribuyendo al desarrollo de
estrategias que optimicen los procesos fermentativos y potencien la aplicacion de

levaduras nativas en la produccion de cafés de especialidad.
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