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1. RESUMEN

Los granos del cacao constituyen la materia prima para la elaboracion del
chocolate. La fermentacidon de los azucares presentes en la pulpa de estos
provoca la muerte del embrion y, a su vez, una serie de reacciones responsables
de generar los precursores del sabor del chocolate. En este estudio se caracterizé
fisiolégicamente y se identific6 mediante el uso de técnicas moleculares, como
RFLPs de la regidon ITS y el secuenciamiento del dominio D1/D2 del segmento
26S del rDNA, la microbiota de levaduras fermentadoras de cacao de dos
localidades del Ecuador. Se identificaron 16 especies de levaduras
correspondientes a Candida albicans, C. boidinii, C. intermedia, C. orthopsilosis,
C. tropicalis, Debaryomyces hansenii, Galactomyces candidum, Hanseniaspora
opuntiae, Kodamaea ohmeri, Meyerozyma guilliermondii, Pichia kudriavzevii,
Rhodotorula dairenensis, Saccharomyces cerevisiae, Trichosporon asahii, T.
terricola y Wickerhamomyces anomalus. Dos especies del género Candida, aun
no descritas, también fueron aisladas e identificadas en este estudio.
Adicionalmente, con la informacion de la base de datos de la CLQCA se
analizaron siete ecosistemas y 10 sustratos para emplear los indices de
abundancia (la) y especializacion (Si) con el fin de entender la adaptabilidad de las
levaduras para fermentar la pulpa del grano de cacao, asi como el grado de
especializacion de estos microorganismos en ecosistemas ecuatorianos. Los
indices de especializacion mas altos (0,92) fueron exhibidos por Candida sp., G.
candidum y T. terricola. Dada la correlacion inversa entre los indices aplicados,
estas especies también exhibieron los indices de abundancia mas bajos (0,1). El
estudio y comprensién de las especies involucradas y la fisiologia referente a la
fermentacion y asimilacion de azlcares del cacao, puede tener un impacto
positivo sobre la calidad de esta materia prima ya que constituye un paso
fundamental hacia la busqueda de procesos de fermentaciones mas controladas y

confiables.

PALABRAS CLAVE: Granos de cacao, levaduras, fermentacion, técnicas

moleculares.



2. ABSTRACT

Cocoa beans are the raw material for chocolate elaboration. A proper
fermentation of the sugars present in the cocoa bean pulps leads to the death of
the embryo and, at the same time, to the formation of chocolate flavor precursors.
In this study, the microbiote of yeasts involved in the fermentation process of
cocoa beans from two localities in Ecuador was characterized physiologically,
phenotypically and identified by using molecular techniques, such as RFLPs of the
ITS region and sequencing of the D1/D2 domain of the rDNA. We were able to
isolate 16 yeasts species responding to Candida albicans, C. boidinii, C.
intermedia, C. orthopsilosis, C. tropicalis, Debaryomyces hansenii, Galactomyces
candidum, Hanseniaspora opuntiae, Kodamaea ohmeri, Meyerozyma
guilliermondii, Pichia kudriavzevii, Rhodotorula dairenensis, Saccharomyces
cerevisiae, Trichosporon asahii, T. terricola and Wickerhamomyces anomalus.
Two new species grouped in the Candida genera could also be isolated and
identified. Additionally, based on the information of the presence of yeasts in
seven ecosystems and ten substrates, from CLQCA data base, an abundance (la)
and specialization index (Si) were applied, in order to understand the adaptability
of yeasts to ferment cocoa beans pulp as well as the degree of specialization of
the isolated microorganisms in the Ecuadorian ecosystems. The highest
specialization index (0,92) belonged to Candida sp., G. candidum and T. terricola.
Given the inverse correlation between the applied indexes, this species also
exhibited the lowest abundance index (0,1). A deeper understanding of the cocoa
bean fermentation process may have a positive impact over this raw material
quality. Therefore, identification of yeasts species using molecular techniques
allows to determine the diversity of microorganisms involved in this process.
Similarly, studying the physiology related to sugar assimilation and fermentation

constitutes a crucial step towards a controlled and reliable fermentation processes.

KEY WORDS: Cocoa beans, yeasts, fermentation, molecular techniques.



3. INTRODUCCION
3.1. GENERALIDADES DE LEVADURAS

Las levaduras son hongos unicelulares, generalmente redondos, ovoides 0
cilindricos, que se reproducen asexualmente por gemacion y, en algunos casos,
por fision (Déak, 2008). Pueden también formar estados sexuales que no estan
encapsulados en un cuerpo fructifero (Walker, 1998). Por lo general, las
levaduras forman pseudomicelios que son células alargadas dispuestas en forma
de cadena, similares a los micelios formados por otros hongos, aunque existen
también ciertas especies de levaduras que forman micelios verdaderos (Pascual,
2000). Dado que no se ha podido llegar a un consenso entre las numerosas
relaciones observadas entre fenotipo y, a pesar de los avances en técnicas
moleculares, genotipo, utilizar un concepto para definir a las levaduras resulta

algo complicado (Hawksworth, 2006).

Las levaduras exhiben gran diversidad en relaciéon a forma, tamafio y color.
Se pueden observar formas elipsoidales/ovoides, cilindricas con terminaciones
esféricas, apiculadas, ojivales, triangulares, encorvadas, flamentosas, esféricas o
elongadas. El tamafo celular es bastante variable entre las levaduras. Por
ejemplo, se han reportado levaduras tan pequefas cuya longitud varia entre 1-3
Mm hasta otras mucho mas grandes de entre 20-50 um. No obstante, el ancho
celular es un caracter menos variable, logrando hallarse levaduras con un ancho
celular de entre 1-10 ym solamente. Entre estos microorganismos, es posible
encontrarse con varias levaduras pigmentadas que pueden exhibir una gama de
colores entre los que destacan el crema, blanco, negro, rosa, rojo, naranja y
amarillo. Se ha observado entre las levaduras que incluso células individuales de
un cultivo puro pueden mostrar heterogeneidad morfologica y colorimétrica.
Segun Walker (1998), este comportamiento polimoérfico de las células de
levaduras se ve catapultado por cambios nutricionales en el ambiente ya que la
morfologia celular podria ser inducida por alteraciones en las condiciones fisicas y

quimicas.



Las células de levadura presentan todas las estructuras tipicas de una
célula eucarittica. Estas incluyen al citoesqueleto, al nucleo y a varias organelas
como el reticulo endoplasmatico, aparato de Golgi, la mitocondria y los
microcuerpos. Ademas, comparten ciertas caracteristicas con las plantas, como la
presencia de una vacuola y de una membrana plasmatica rodeada por una pared
celular rigida. Esta pared es una estructura delgada (100-200 nm), representando
entre el 15-25% de la masa seca total de la célula, y constituye una caracteristica

sobresaliente de todas las levaduras (Walker, 1998).

La naturaleza unicelular de las levaduras las hace mejor adaptadas para
sustratos liquidos o humedos y superficies irregulares. Por este motivo, las
levaduras se hallan tipicamente en ambientes humedos donde exista un abasto
de nutrientes simples, solubles como azucares y aminoacidos, ricos en fuentes de
carbono. Esto explica por qué su crecimiento es comun en la superficie de hojas y
frutas, raices y varios tipos de alimentos (Satyanarayana y Kunze, 2009). Ademas
de que pueden degradar y utilizar una variedad de sustratos bajo diferentes
condiciones ambientales, el rango de azlcares que las levaduras pueden asimilar
aerébicamente es amplio e incluye hexosas, pentosas, alcoholes, &cidos
organicos y varias otras fuentes de carbono. La utilizacion de pentosas y de
algunos di y tri sacéridos esta restringida entre las levaduras (Déak, 2008). La
mayoria de las levaduras son aerébicas y solo unas pocas toleran condiciones
estrictamente anaerobias; estas pueden ser ubicadas en diferentes grupos
basadas en sus respuestas de crecimiento a la disponibilidad de oxigeno (Querol
y Fleet, 2006).

El aprovechamiento de los azucares por las células es el primer paso en el
catabolismo de las levaduras; este proceso es catalizado por transportadores
especificos. En general, existen dos tipos de sistemas de transporte, llamados
difusion facilitada y transporte activo (Déak y Beuchat, 1998). EI mecanismo
comun para el metabolismo de carbohidratos por parte de los microrganismos es
la conversion de glucosa-6-fosfato a piruvato por la via Embden-Meyerhoff-
Parnass. En las levaduras, esta via glicolitica es la ruta principal para el

catabolismo de azlcares gracias a la accion de enzimas requeridas para su



division y transformacion. Después de la fosforilacion por hexoquinasas de los
azucares libres externos o de oligosacaridos, una serie de reacciones convierte la
glucosa-6-fosfato en piruvato. Bajo condiciones aerobicas, el piruvato es oxidado
por el ciclo del &cido tricarboxilico y la respiracion. Bajo condiciones anaerdébicas,
el piruvato es fermentado para formar etanol y didoxido de carbono (Déak vy
Beuchat, 1998). Ambos procesos dependen de la glucolisis para producir ATP y
piruvato a partir de fuentes de carbono, sin embargo, como producto de la
respiracion, las levaduras crecen y se reproducen con una efectividad mas alta
que con la fermentacion. Existen especies de levaduras, S. cerevisiae por
ejemplo, que son capaces de respirar y fermentar (Katz, 2012). La fermentacion
alcoholica es la caracteristica mas llamativa de un gran nimero de levaduras; solo
unos pocos azucares, hexosas o polisacaridos, pueden ser fermentados por ellas
(Déak, 2008).

Las levaduras se reproducen por una variedad de mecanismos distintos.
Estos pueden ser sexuales 0 asexuales, siendo los primeros 1os menos comunes.
En condiciones ambientales desfavorables o de estrés, las células diploides de
levadura se reproducen sexualmente, via esporulacion, formando esporas
haploides del tipo a que eventualmente podran conjugar para producir células
diploides y asi seguir con el ciclo (Cabej, 2012). La reproduccién asexual, por otro
lado, ocurre por gemacion, fision y por la produccion de balistoconidias en tallos
conocidos como esterigmas. Entre estos, el proceso asexual de gemacion es el
mas comun. Las gemas (células nacientes) pueden generarse tanto en las células
de levadura como en las hifas celulares. La gemacién es iniciada con la formacion
de una pequefa evaginacion o protuberancia en la superficie celular. Durante el
proceso, el tamafio de la célula parental permanece mas o menos constante,
mientras que la gema (blastoconidio) incrementa de tamafio para formar una
nueva célula que en algun punto se separard de la levadura parental. Por otro
lado, la reproduccion por fision es la duplicacién de una célula asexual por medio
de la formacion de un septo interno que corta el eje mas largo de la célula. La
nueva ceélula fisionada se elonga y se vuelve a repetir el ciclo (Kurtzman, Fell y
Boekhout, 2011).



3.2. CLASIFICACION DE LAS LEVADURAS

De acuerdo a su forma de reproduccion, las levaduras pueden estar
clasificadas en dos grupos filogenéticos: levaduras ascomicetes teleomorficas y
anamorficas y levaduras basidiomicetes teleomorficas y anamorficas (Esteve-
Zarzoso, 1999). Los ascomicetes forman ascas y los basidiomicetes forman
basidios. Cuando no puede evidenciarse esporulacién —levaduras imperfectas- se
usa la tincibn con sal de diazonio B para diferenciar entre ascomicetes y
basidiomicetes. En el caso de las levaduras perfectas, pistas mas grandes como
el género de una levadura sin identificar puede ser alcanzada mediante un
analisis visual de las ascas o los basidios. A pesar de esto, la forma de
reproduccién asexual o0 vegetativa provee una vision mas universal hacia una
posible identidad (Boulton y Quain, 2013).

Los tipos de divisidn celular que ocurre dentro de las levaduras
ascomicetes incluyen gemacion multilateral, gemacién bipolar y fision. La
gemaciéon multilateral es el método primario de identificacion en la mayoria de los
clados. La gemacion bipolar se restringe a ciertos géneros teleomérficos y sus
anamorfos. La reproduccion asexual en los basidiomicetes se da por gemacion
principalmente. Los sitios de gemacion estan confinados a cualquiera de los polos
de la célula vegetativa que usualmente son elipsoidales o elongadas pero que
también pueden ser isodiamétricas. Las células pueden estar cubiertas por una
prominente capsula de polisacaridos dando a los cultivos una apariencia mucoide
(Webster y Weber, 2007).

3.3 METODOS DE IDENTIFICACION DE LEVADURAS

Tradicionalmente, combinar caracteristicas fisiologicas y morfoldgicas,
incluyendo patrones de crecimiento en medios especificos, ha sido la base de la
identificacion de levaduras (Miescher, Leischtfeld, y Gantenbein-Demarchi, 2016).
Pruebas de asimilacion y fermentacibn de monosacaridos como la glucosa y
galactosa también son empleadas, asi como de otras fuentes de carbono como
maltosa, sacarosa, lactosa, rafinosa, trihalosa y xilosa (Walker, 1998). A pesar de

que estos meétodos pueden dar resultados acertados, se ha demostrado que



métodos clasicos de identificacion son laboriosos y a veces ambiguos, debido a la
variabilidad entre cepas (Kurtzman y Robnett, 1998), lo que sugiere que trabajos
realizados anteriormente necesitan ser revisados siguiendo técnicas de

identificacion mas precisas.

En este contexto, en el area de la biologia molecular se han desarrollado
nuevas técnicas para identificar levaduras basadas en similitudes y disimilitudes
de ADN, ARN o proteinas. Esto incluye patrones de aloencimas, hibridacion DNA-
DNA, cariotipeo electroforético, analisis de microsatélites, nested-PRC, entre
otras. Sin embargo, todas estas técnicas son impréacticas para las rutinas de
identificacion dado que no existe una base de datos disponible que permita el
analisis de nuevos resultados (Esteve-Zarzoso, 1999). Esta situacion gener6 que
surja el interés por otras comparaciones moleculares que incluyen el
secuenciamiento, los polimorfismos de longitud de fragmentos de restriccion
(RFLPs) y la amplificacién aleatoria de ADN polimorfico (RAPD). De todos estos,
el secuenciamiento aparenta ser el mas robusto porque las comparaciones entre
cepas son mas sencillas de realizar y, con una seleccién de genes apropiados,
relaciones cercanas Yy distantes entre levaduras pueden ser resueltas (Kurtzman y
Robnett, 1998).

También existen varios métodos que han sido desarrollados para el estudio
de las dinamicas de poblaciones incluyendo: T-RFLP (Polimorfismos de longitud
de fragmentos de restriccion terminal, hibridacion in situ fluorescente (FISH), gel
de electroforesis con gradiente de temperatura (TGGE) y gel de electroforesis con
gradiente de desnaturalizacion (DGGE) (Nielsen, Hgnholt, Tano-Debrah vy
Jespersen, 2005). Otras  técnicas, como Matrix-Assisted Laser
Desorption/lonization (MALDI-TOF MS) han sido usadas ampliamente como una
alternativa al secuenciamiento de genes, ya que provee de una identificacion de
microorganismos de alto rendimiento, sin embargo, solo unos pocos autores han
reportado el uso de MALDI-TOF MS como un método de identificacion de alto
rendimiento de microorganismos en fermentaciones de alimentos (Miescher et al.,
2016).



El descubrimiento de que el ARN ribosomal es altamente conservado en la
naturaleza pero que tiene ciertos segmentos que son variables entre las especies
ha llevado a un amplio uso del secuenciamiento del ADN ribosomal en el
desarrollo de filogenias y en la taxonomia de los microorganismos. Por esta
razén, las secuencias del ADN ribosémico han ganado vasto terreno en las
rutinas de identificacién. EI ADN ribosomal de las levaduras consta de regiones
conservadas y variables que se encuentran arregladas en repeticiones en tAndem
de cientos de copias por genoma. Las secuencias conservadas se encuentran en
genes que codifican subunidades pequefas (18S), 5.8S, 5S y largas (25-28S) de
ARN ribosomal. Dentro de cada cluster, existen regiones de espaciadores
variables entre las subunidades, llamadas regiones de espaciadores
transcribibles internos (ITS), y entre los cluster de genes, llamados regiones de
espaciadores intergénicos o la region de espaciadores no transcribibles (NTS).
Todas estas regiones tienen el potencial para la identificacion de levaduras, sin
embargo, las regiones 18S, 26S e ITS se han llevado especial atencién (Hocking,
Pitt, Samson y Thrane, 2006).

Gracias a los avances cientifico-tecnolégicos, se ha demostrado que las
complejas regiones ITS, regiones no codificantes y variables, y el gen 5.8S del
rRNA, codificante y conservado, son utiles midiendo relaciones genealdgicas
cercanas en los hongos dado que exhiben muchas mas diferencias
interespecificas que los genes 18S y 25S del rRNA (Esteve-Zarzoso, 1999). El
analisis por RFLPs (Polimorfismos en la Longitud de Fragmentos de Restriccidn)
de los segmentos de ADN ribosomal ha emergido como uno de los métodos mas
utiles para la identificacion de levaduras asociadas a alimentos y bebidas. Las
regiones preferidas para este analisis representa el segmento 1TS1-5.8S-ITS2.
Usando primers apropiados, este segmento es amplificado especificamente por
PCR. Luego, el producto de PCR es cortado con endonucleasas de restriccion
especificas y los fragmentos resultantes son separados por gel de electroforesis.
El tamafio de los amplicones (nimero de pares de bases) de ITS por si mismos
puede ser de ayuda para discriminar entre especies de levaduras. EI numero y
tamafio de los fragmentos determinados por los patrones de bandas en el gel son

el principal principio usado para discriminar entre especies. Generalmente, mas



de una enzima de restriccion es necesaria para obtener discriminaciones
inequivocas. Varios cientos de especies de levaduras asociadas a alimentos y
bebidas han sido examinadas por este método y las bases de datos de perfiles de
restriccion para diferentes enzimas y especies de levaduras ha crecido

notablemente gracias a la aplicacion de este método (Hocking et al., 2006).
3.4 LEVADURASEN LA BIOTECNOLOGIA

Las levaduras son los mayores protagonistas en la industria biotecnoldgica,
excediendo en produccion y en beneficios econémicos a cualquier otro grupo de
microorganismos industriales. De hecho, la produccion mundial anual de la
levadura panadera S. cerevisiae puede llegar a exceder el millébn de toneladas.
Los beneficios econdmicos que generan las bebidas fermentadas también
alcanza cifras gigantes; de hecho, la cerveza tuvo una produccién mundial anual
estimada en mas de 60 millones de toneladas con una ganancia de total de 294,5
millones en el afio 2006. En USA, mas de 30 millones de toneladas de vino son
producidas anualmente; el impacto econdmico de esta bebida y de los productos
derivados de la uva en la economia norteamericana fue de mas de 162 millones

de ddlares (Kurtzman et al., 2011).

En las Ultimas décadas, se han encontrado numerosas aplicaciones de las
levaduras relacionadas a bioproductos, dada la capacidad de las levaduras para
producir innumerables componentes bioactivos (Zhenming, Zhigiang, Lingmei,
Fang, Chunling, Xianghong y Haifeng 2006). Estas se ven involucradas en la
produccion de combustible de etanol, enzimas industriales, bioplasticos y
metabolitos de bajo peso molecular (Branduardi, Smeraldi, y Porro, 2008). Del
mismo modo, gracias a los avances en gendémica funcional y biologia sistematica,
S. cerevisiae es considerada un organismo modelo para el estudio de la biologia
eucariotica y de enfermedades humanas. Ademas, se ha comprobado el rol de
las levaduras en la agricultura como agentes de biocontrol, bioremediacion y
como un indicador de la calidad del ambiente (Kurtzman et al., 2011). Ilgualmente,
algunas levaduras pigmentadas tienen interés biotecnoldgico dada la capacidad
para producir astaxantina. Este pigmento es utilizado como colorante de comida

de peces en las granjas de salmon; estos peces son incapaces de sintetizar este
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compuesto de color rojo. Cepas de alto rendimientos de Phaffia rhodozyma
pueden ser propagadas en materia primas de bajo costo como una alternativa

econdmica a la astaxantina producida sintéticamente (Libkind, 2006).

Tal es la importancia de las levaduras en la industria que Bourdichon,
Casaregola, Farrokh, Frisvad, Gerds, Hammes y Hansen (2012) incluyeron a 60
especies de levaduras en una lista de alrededor de 270 microorganismos
responsables de la fermentacion de distintos tipos de alimentos. Por este motivo,
las fermentaciones de bebidas y alimentos llevadas a cabo por las levaduras se
han convertido en materia de gran importancia cientifico tecnolégica. De hecho,
dada la importancia de la fermentacion en las caracteristicas organolépticas del
chocolate, sus sabores y aromas han sido sujeto de numerosos estudios.
(Schwan y Wheals, 2004). Los granos de la fruta del cacao (Theobroma cacao)
son la materia prima del chocolate. Sin embargo, los granos crudos son muy
astringentes y aun no han desarrollado los sabores tipicos del chocolate
apreciados por los consumidores en todo el mundo (Papalexandratou y Nielsen,
2016). Una fermentacion posterior a la cosecha constituye un primer paso
esencial en el desarrollo de estos sabores.

3.5 CACAO ECUATORIANO

El cacao (Theobroma cacao) es un arbol siempre verde de tamafio medio
gue crece hasta 15 m de altura. Los arboles de cacao crecen bien como plantas
de sotobosque en ecosistemas forestales humedos con altos niveles de
precipitacion, estando mejor adaptados a altitudes superiores a 300 m y menores
a 1200 m y a temperaturas que oscilan los 23 °C (lwu, 2014).

El cacao ecuatoriano fino de aroma ha sido descrito como un cacao limpio,
balanceado, con sabores y aromas Unicos y con granos de buen tamafo. Por esta
razon, el Ecuador provee el 63% del suministro mundial de cacao fino de aroma
de la variedad Nacional dada la distincion de su sabor en el mercado durante
siglos (ANECACAO, 2015). Segun Vera-Montenegro et al. (2014), citando
informacion obtenida del Banco Central del Ecuador en el afio 2013, las

exportaciones de granos cacao y cacao procesado representan un 1,9% del PIB,
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representado un 4% de la tasa de empleo del pais. Desafortunadamente, el cacao
Ecuatoriano usualmente es pobremente fermentado y de calidad endeble, lo que
explica sus precios bajos en el mercado mundial (Papalexandratou, Falony,

Romanens, Jimenez, Amores, Daniel y De Vuyst, 2011).

El Ecuador es el séptimo pais que méas produce cacao en el mundo y es el
primero en produccion de cacao fino de aroma, englobando a mas de la mitad de
la produccion mundial de este fruto. En términos generales, el Ecuador produce
dos tipos de cacao: el complejo Nacional X Trinitario (cacao fino) y el cacao
conocido como CCN-51. El primero de ellos, distinguido por su sabor “arriba”, es
cultivado como un tipico cultivo de cacao (baja inversion) por pequefios y
medianos productores y representa 85% de todo el cacao cultivado en el pais. Por
su lado, el cacao CCN-51 es cultivado por grandes productores con una inversién
mas alta. Los hibridos de alto rendimiento de Nacional x Trinitario representan las
variedades con sabor “arriba” que actualmente son cultivados, en su mayoria, en

plantaciones a larga escala (Papalexandratou et al., 2011).

El rol de la economia del cacao en Ecuador estd subdesarrollado en
comparacion con su potencial por lo que existe la necesidad de mejorar la calidad
y productividad del sector cacaotero del pais que genera ingresos a alrededor de
cien mil familias que viven de este cultivo pero que mantienen niveles de
productividad muy bajos (Papalexandratou et al., 2011; CEPAL, 2014). A pesar de
la reputacion del cacao ecuatoriano, la informacion referente a la microbiota
involucrada en el proceso de fermentacidon de este es escasa (Papalexandratou y
Nielsen, 2016). Este estudio caracterizard e identificara mediante técnicas
moleculares la microbiota de levaduras fermentadoras de cacao de dos
localidades (Atacames y Mindo) con el fin de determinar las especies de
levaduras involucradas en este proceso. El estudio del proceso de fermentacion
del cacao puede tener un impacto positivo sobre la calidad de esta materia prima
(de Melo, Pedrozo, Ramos y Schwan, 2012). Se ha demostrado que las
levaduras son los principales responsables de generar los precursores del sabor
del chocolate, por lo que generar conocimiento de las levaduras que lo fermentan,
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asi como de sus caracteristicas fisiolégicas, es un paso fundamental hacia la

busqueda de procesos de fermentacion més controlados y confiables.
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4. OBJETIVOS
41 OBJETIVO GENERAL

Identificar y caracterizar levaduras fermentadoras de cacao provenientes
de centros de acopio de dos localidades del Ecuador.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Caracterizar a nivel fenotipico y fisiolégico las levaduras fermentadoras de
cacao

e I|dentificar a nivel de especie las levaduras fermentadoras de cacao
utilizando técnicas moleculares.

e Determinar los indices de abundancia y especializacion de las levaduras

fermentadoras de cacao en el Ecuador.
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5. METODOLOGIA

5.1. AREA DE ESTUDIO Y TOMA DE MUESTRAS

Las levaduras analizadas provienen de muestras de granos de cacao tomados
de dos centros de acopio ubicados en dos localidades distintas; el primero se
encuentra en Mindo (Provincia de Pichincha) y el segundo en Atacames
(Provincia de Esmeraldas). Se seleccionaron estos puntos de colecta dada la
facilidad de acceso a los centros de acopio para obtener muestras de los cajones

fermentadores de cacao.

5.2. AISLAMIENTO Y PURIFICACION DE CULTIVOS DE LEVADURAS A
PARTIR DE FERMENTOS DE CACAO

Para el aislar y purificar cultivos de levaduras, se tom6 25g de la pulpa
mucilaginosa de los granos en proceso de fermentacion de los cajones
fermentadores. Esta se sumergio en una bolsa con 225 ml de agua peptonada al
0,1% estéril y se agité por 5 minutos hasta obtener una suspensién uniforme.
Posterior a esto, se realizaron diluciones en serie en agua peptonada al 0,1%.
Para la obtencion de colonias aisladas, se realiz6 la siembra en superficie de 0,1
ml de cada una de las diluciones consecutivas en placas con agar YM (extracto
de levadura 0,3%, extracto de malta 0,3%, peptona 0,5%, glucosa 1% y agar 2%)
y 100 mg/L de oxitetraciclina. (Ho, Zhao, y Fleet, 2014). Se incubd por 72 horas a
27 °C.

Finalmente, para la obtencion de cultivos puros de levaduras, se sembro
mediante estrias por agotamiento una colonia de las levaduras (diferenciadas por
morfologia macroscopica) con un asa de siembra en cajas Petri conteniendo agar
YM. Se incub6 por 72 horas a 27 °C.
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5.3 CARACTERIZACION MOLECULAR PARA LA IDENTIFICACION DE
ESPECIES DE LEVADURAS

5.3.1 EXTRACCION DE ADN GENOMICO

Para la extraccion del ADN gendmico, se agrego 0,4 g de micro esferas de
vidrio (425-600 pum de diametro) y 500 pl de buffer de lisis (50 mmol Tris; 250
mmol NaCl; 50 mmol EDTA pH 8, SDS 0,3%) en micro tubos de 1,5 ml. A estos
se les afiadid biomasa de levadura (48-72 horas de cultivo) con puntas estériles,
los tubos se agitaron durante 3 minutos, en molino Restch mm400 a méxima
velocidad para luego colocarlos a 65 °C, durante una hora, en una incubadora
Thermo Scientific 1-690. Se agitaron nuevamente los tubos durante tres minutos y
se colocaron en una centrifuga Sorvall RMC 14 durante 30 minutos a 8500 rpm.
El sobrenadante fue transferido a un tubo nuevo y se midié la concentracion de
acidos nucleicos por espectrofotometria en Nanodrop 2000. EI ADN se conservo a
-20°C (Libkind, Brizzio, Ruffini, Gadanho, van Broock y Sampaio, 2003).

5.3.2 OBTENCION DE PATRONES DE POLIMORFISMOS EN LA
LONGITUD DE LOS FRAGMENTOS DE RESTRICCION DE LA
REGION ITS

Para amplificar la region ITS mediante PCR, se emple6 el protocolo
utilizado por Esteve-Zarzoso (1999). Para esto, se utilizaron los primers sintéticos
ITS1 (5 - TCC GTA GGT GAACCT GCG G -3)eITS4 (5- TCC TCC GCT TAT
TGA TAT GC - 3’). Para la reaccion de PCR se utilizé un volumen final de 50 pl
gue contuvo: 24,6 pl de H20 libre de nucleasas, 10 pl de buffer GoTagR 5X, 3 ul
de MgCl2 25 mM, 4 pl Mix dNTPs 10 mM, 3 pl de primer ITS1 5 pM, 3 ul de primer
ITS4 5 pM, 4 pl de GoTagR polimerasa 5 U/ul y 5 pl de ADN gendmico con una
concentracion de 0,2 pg/50ul.

Los ciclos de temperatura para la PCR fueron: fase de desnaturalizacion

inicial a 94 °C durante cinco minutos, 40 ciclos de desnaturalizaciéon a 93 °C



16

durante un minuto, annealing a 55 °C por dos minutos, extensién a 72 °C por dos

minutos y extension final a 72 °C por diez minutos.

El producto de PCR fue verificado mediante electroforesis en un gel de
agarosa al 0.8% corrido a 100 V durante 40 minutos. Se cargaron 5 pl de muestra
y en cada gel se incluyeron 6 pl de marcador de peso molecular de 100 pb
Tracklt™ DNA Ladder. Las bandas fueron tefiidas utilizando bromuro de etidio y

evidenciadas en un transluminador spectroline

Para un reconocimiento a nivel interespecifico de las levaduras, se realizé
la caracterizacion por RFLPs de la regién ITS. El producto de PCR-ITS fue
digerido usando tres enzimas de restriccion: Hhal (secuencia de reconocimiento
5" CGC CC), Haelll (secuencia de reconocimiento 5° GG CC) y Hinfl (secuencia
de reconocimiento 5° GANT C). La reaccion de digestion se realizé en un volumen
final de 15 ul conteniendo 5 ul del mix para RFLP-PCR (2 ul de buffer de reaccion
REact 2 10X, 2,2 pl de H20 libre de nucleasas y 0,8 pl de enzima de restriccion 10
U/ul) y 10 pl del producto de amplificacion ITS (Esteve-Zarzoso, 1999).
Finalmente, se incub6 a 37 °C toda una noche.

El producto fue verificado por electroforesis utilizando un gel de agarosa al
0.8% corrido a 100 V durante 120 minutos. Este se cargd con aproximadamente
10 pl de muestra y se incluyé 6 pl de marcador de peso molecular de 100 pb
Tracklt™ DNA Ladder en cada gel. Las bandas fueron evidenciadas mediante la
tincion con bromuro de etidio en el transluminador y se compararon los perfiles de
ITS-RFLPs con la base de datos de la Colecciéon de Levaduras Quito-Catdlica
(CLQCA) para la determinacion de las especies.

5.3.3 SECUENCIAMIENTO DE LA REGION 26S DEL ADNr

Se llevo a cabo la amplificaciéon de la region 26S del ADN ribosomal,
para la identificacion basada en secuenciamiento en caso de no haberla
alcanzado con el método de RFLPs. Para la reaccion de PCR, se utilizaron los
primers sintéticos NL-1 (5"-GCATATCAATAAGCGGAGGAAAAG) y NL-4 (5'-
GGTCCGTGTTTCAAGACGG) (Kurtzman y Robnett, 1998). Se utilizaron los
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siguientes perfiles de temperatura: fase de desnaturalizacion inicial a 94 °C
durante diez minutos, 30 ciclos de annealing a 95 °C por 30 minutos, extension a

60 °C por 45 minutos y extension final a 72 °C por 45 minutos.

La reaccion de PCR se prepar6 con un volumen final de 50 pl que contuvo:
31,6 pl de H20O libre de nucleasas, 10 pl de buffer GoTagR 5X, 1 pl Mix dNTPs 10
mM, 1 pl de primer NL1 5 uM, 1 pl de primer NL4 5 uM, 0,4 pl de GoTagR
polimerasa 5 U/ul y 5 ul de ADN gendmico a un concentracion de 0,2 ug/50pl.

Para la purificacion del producto de PCR del 26S de ADNr, se utilizo el
sistema SV Gel and PCR Clean-up Wizard. Primero, se agrego igual volumen de
Membrane Washing Solution que de producto de PCR a una minicolumna SV
insertada en un tubo de recoleccién. Se transfirio el producto de PCR preparado a
la minicolumna y se incubd a temperatura ambiente por 1 minuto para su posterior
centrifugacion a 16000 rpm. El sobrenadante fue descartado. Se agregé 700 ul de
Membrane Wash Solution. Luego se centrifugd a 16000 rpm y se descartd el
sobrenadante. Se repitié el paso anterior sustituyendo el volumen de Membrane
Wash Solution a 500 pl. Se centrifugé a 16000 rpm por cinco minutos. El tubo de
coleccion fue vaciado para proceder a recentrifugar la columna por un minuto. La
minicolumna fue transferida a un tubo limpio de 1,5 ml y se afiadié 50 pl de agua
libre de nucleasas para incubar a temperatura ambiente por un minuto y proceder
a centrifugar a 16000 rpm por un minuto. Finalmente, se descartd la minicolumna

y se conservé el ADN a 4 °C o0 -20 °C.

Los productos de amplificacién de la regién 26S del ADN ribosomal de los
aislados de levaduras fueron enviados a Macrogen para su secuenciamiento. Las
secuencias obtenidas fueron comparadas con la base de datos del GenBank de
la NCBI.
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5.4. CARACTERIZACION MORFOLOGICA Y FISIOLOGICA DE LOS
AISLADOS DE LEVADURAS

5.4.1 CARACTERIZACION MORFOLOGICA MICROSCOPICA

La caracterizaciéon microscopica de los aislados de levaduras se realizo en
base a la descripcion de la morfologia celular. Las caracteristicas a tomarse en
cuenta fueron la forma de las células y el tipo de gemacion. Para esto, en un
portaobjetos, se colocd una gota de agua destilada estéril en la que se emulsifico
una pequefia fraccibn de colonia de levadura; la gota se cubri6 con un
cubreobjetos. Finalmente, se observd en un microscopio Olympus BX51 de
contraste de fases, utilizando objetivo 100X lo cual facilité evidenciar la morfologia

de las células de levaduras. (Portero y Paredes, 2011).
5.4.2. CARACTERIZACION MORFOLOGICA MACROSCOPICA

Para describir la morfologia de las colonias de levaduras, se realizé la
caracterizacion morfologica de las colonias después de ocho dias de incubacién a
25 °C en medio YM agar. Los parametros a tomarse en cuenta fueron: forma del

margen, elevacion, superficie, brillo, textura y color (Portero y Paredes, 2011).
5.4.3. CARACTERIZACION FISIOLOGICA

Con el fin de conocer el perfil metabadlico de las levaduras fermentadoras
de cacao, se realizé la caracterizacion fisiologica de los aislados basada en el
protocolo propuesto por Kurtzman et al. (2011). Asi, se usG como sustrato
soluciones YNB (Yeast Nitrogen Base) al 0,67% como fuente de nitrogeno y
fuente de carbono al 2 % proveniente de nueve azulcares: glucosa, xilosa,
maltosa, galactosa, lactosa, sacarosa, rafinosa, celobiosa y almidon soluble; a
estas soluciones se las esterilizé por filtracion a través de una membrana Millipore
de 0,22 um. Posteriormente, se colocd 5 mL de solucién azucarada en un tubo de
ensayo conteniendo una campana de Durham invertida. La biomasa de levaduras,
sembrada en agar YM e incubada a 25 °C, fue resuspendida en 1 mL de agua

destilada estéril. Posteriormente, se inocul6 50 pl de la suspension de levaduras
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en cada uno de los tubos con azucar y fuente de nitrégeno, por duplicado, y se
incubo por 21 dias a 25 °C.

La evaluacion de fermentacion se realiz6 a los tres, siete, 14 y 21 dias
basada en la generacion de CO:2 observado en la campana Durham: +++, si la
campana estaba completamente llena; ++, si estaba llena hasta la mitad; +, si
estaba llena 1/3 de la campana o; — (negativo) si no se generé COz. Los perfiles
de fermentacion que se obtuvieron tras la lectura de las evaluaciones fueron los
siguientes: L, retardada, campana llena con rapidez pero solo después de siete
dias; S, lenta, campana llena lentamente después de mas de siete dias; W, débil,
campana no se llena completamente; -, negativa, no existe acumulacion de gas.
Los resultados referentes a fermentacion se obtuvieron mediante el analisis a los
21 dias de incubacion a 25 °C (anexo 1). +, positiva, campana llena de CO:2

dentro de siete dias

La evaluacion de la asimilacion de azlcares se realiz6 a los tres, siete, 14y
21 dias mediante la comparacién de turbidez con el tubo control (YNB + cepa de
levadura) como un indicio de crecimiento de levaduras, segun lo propuesto por
Kurtzman, Fell, Boekhout, y Robert, (2011). La evaluacién se hizo mediante
registro visual colocando los tubos sobre una superficie blanca en donde se
trazaron lineas con tinta negra de alrededor de 5 mm. Los tubos fueron agitados
para dispersar las levaduras en el medio. El resultado fue marcado como +++ Si
las lineas no se observaron, como ++ si se vieron difusas, + si se pudieron
distinguir pero con bordes borrosos y negativo si se distinguieron con claridad.
Los perfiles de asimilacion que se obtuvieron tras la lectura de las evaluaciones
son los siguientes: + (positivo), lectura ++ 0 +++ después de una semana; L,
retardada, lectura ++ 0 +++ se desarrolla rapidamente pero después de dos

semanas o mas; W, débil, lectura 1+; S, lenta, lectura ++ 6 +++ se desarrolla

lentamente sobre las dos semanas; -, negativa (anexo 2).



20

5.5. DETERMINACION DE INDICES DE ABUNDANCIA Y ESPECIALIZACION
DE ESPECIES DE LEVADURAS FERMENTADORAS DE CACAO EN EL
CONTEXTO DEL ECUADOR

Con el fin de conocer el grado de especializacion de las especies de levaduras
para fermentar la pulpa del cacao, y que tan abundantes son, en el contexto del
Ecuador, se aplicaron los indices de especializacion (Si)) y abundancia (la)
desarrollados por Carvajal, Portero, Tufifio, Bastidas, Guaman-Burneo y Rosa
(2014). La informacion utilizada se obtuvo de la base de datos de la CLQCA en
funcién de la presencia de levaduras en 10 sustratos (fermentos relacionados a
humanos, excremento de animal, exudado, flores, frutas, hongos, insectos,
materia vegetal viva, materia vegetal en descomposicibn y madera en
descomposicion); y siete ecosistemas (Ecuador continental: region amazénica,
region andina, region costa; y Ecuador Insular: Isla Floreana, Isla Isabela, Isla
San Cristébal e Isla Santa Cruz); la aplicacién de estos indices fue posible dado
que las muestras estudiadas en la presente investigacion fueron consideradas
fermentos relacionados a humanos. Asi, el indice de abundancia se entiende
como el producto del total de ecosistemas en los que la especie ha sido registrada
y el total de distintos sustratos que la especie ha sido capaz de colonizar. Los
valores del indice de especializacidbn cumplen con una relacién inversa a los del
indice de abundancia, dado que a menor especializacion mayor es la abundancia

de las levaduras.
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Las ecuaciones a emplearse son:

I, = (Sc*0)
a- (Sm=*0m)

Donde:

la = indice de abundancia

Sc = sustratos colonizados por la especie

O = ocurrencia

Sm = nimero méximo de sustratos analizados en la investigacion

Om = nUmero total de ecosistemas analizados

Donde:
Si = indice de especializacion

la = indice de abundancia
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 CARACTERIZACION MOLECULAR PARA DETERMINAR ESPECIES DE
LEVADURAS

Las colectas realizadas en los centros de apilamiento de cacao permitieron
obtener 35 aislados de levaduras; 18 de ellos corresponden a la localidad de
Atacames y 17 a la de Mindo. Utilizando las técnicas moleculares, como el
secuenciamento del dominio D1/D2 del segmento 26s del ADNr, se lograron
identificar los 35 aislados de levaduras fermentadoras de cacao. Una vez
obtenidas las secuencias, se realiz6 el alineamiento y la busqueda en la base de
datos del NCBI de las especies més cercanas conocidas a la secuencia del gen
analizado. Tomando como criterio el porcentaje de identidad, las especies
identificadas en la localidad de Atacames corresponden a C. boidinii, C.
intermedia, D. hansenii, G. candidum, H. opuntiae, M. guilliermondii, R.
dairenensis, S. cerevisiae, T. asahii, T. terricola y W. anomalus. Por su parte, las
especies identificadas en la localidad de Mindo corresponden a C. tropicalis, C.
albicans, C. boidinii, C. orthopsilosis, Candida sp., Candida sp. Bg26, H. opuntiae,
K. ohmeri, M. guilliermondii, P. kudriavzevii y W. anomalus. Ademas, mediante la
caracterizacion por RFLPs de la region ITS, usando las enzimas de restriccion
Haelll, Hhal y Hinfl, se obtuvieron los perfiles de restriccion correspondientes de
las especies analizadas. Sin embargo, esta técnica permitié obtener Unicamente
la identidad de ocho de los 35 aislados correspondientes a M. guilliermondii, K.
ohmeri, S. cerevisiae, T. asahii, y P. kudriavzevii y W. anomalus con dos aislados

cada una.

Entre las levaduras identificadas, se encuentran especies que son
recurrentes en procesos de fermentacion; la ocurrencia de levaduras en las dos
localidades muestreadas puede observarse en la tabla 1. Al igual que en otros
estudios, se puede confirmar una poblacion de levaduras fermentadoras de cacao
bastante diversa y heterogénea. De hecho, solamente cuatro especies de
levaduras identificadas (22.22%) fueron compartidas en ambas localidades; estas

corresponden a M. guilliermondii, H. opuntiae, W. anomalus y C. boidinii.
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La especie M. guilliermondii present6 el mayor numero de aislados (cuatro)
en el presente estudio. La presencia de esta especie coincide con los resultados
obtenidos en Malasia por Meersman et al., (2013) donde, en un analisis a gran
escala de fermentaciones espontaneas de cacao, también fue posible identificarla.
De igual manera Ferndndez Maura, Balzarini, Clapé, Evrard, De Vuyst y Daniel
(2016), de granos de cacao provenientes de Cuba, lograron identificar a esta
especie mediante la combinacion de técnicas de fingerprintings de PCR de ADN
genomico y el analisis de las secuencias de la region ITS, de las regiones D1/D2
del gen de la subunidad larga del rRNA y del fragmento codificante del gen de la

actina.

La especie H. opuntiae aparecid en este estudio con un total de tres
aislados. Esta especie es considerada una de las més frecuentes en procesos de
fermentacion de cacao (Daniel et al.,, 2009; Fernandez Maura et al., 2016;
Miescher et al., 2016) Por ejemplo, ha sido descrita como una especie elemental
de la microbiota en procesos de fermentacion de cacao en Malasia (Meersman et
al., 2013). Esta especie de levadura también fue identificada en Ecuador,
provincia de Los Rios, aunque con un bajo protagonismo, en el proceso de
fermentacion examinado por Papalexandratou et al., (2011) usando como técnica
de identificacion la electroforesis en gel con gradiente de desnaturalizacion. En
general, esta es una especie persistente a lo largo del proceso de fermentacion,
independientemente del origen del cacao y del método utilizado para fermentar
los granos. De hecho, un estudio realizado en Ecuador, tanto en cajas como en
plataformas de fermentacion, exhibio la presencia de Hanseniaspora sp. (100%
de identidad con H. opuntiae, H. guilliermondii y H. uvarum) y P. kudriavzevii
(Papalexandratou y De Vuyst, 2011), lo que coincide con los resultados obtenidos

en el presente.

Asimismo, la especie W. anomalus present6 tres aislados. Esta especie
también fue aislada e identificada en Malasia por Meersman et al., (2013). Segun
Papalexandratou y De Vuyst, (2011) esta especie es una de las protagonistas en
los fermentos de grano de cacao, lo que podria explicar la presencia de esta en

ambas localidades. Segun Mateo, Maicas, y Thieen (2015), esta especie no tolera
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la presencia de etanol, por lo que se espera su presencia en la primera etapa de

la fermentacion del cacao.

La especie C. boidinii fue reportada anteriormente en fermentos de cacao
de Belize por Schwan y Wheals (2004) y, en conjunto con C. intermedia, fueron
las Unicas dos especies de este género aisladas e identificadas de Atacames. C.
intermedia fue encontrada en fermentos de cacao Cubano por Fernandez Maura
et al., (2016), en Australia por Ho et al., (2014) y en Belize por Schwan y Wheals,
(2004).

De la colecta realizada en la localidad de Atacames, se lograron aislar e
identificar nueve géneros y 11 especies, incluyendo las cuatro especies que
coinciden en ambas localidades mencionadas anteriormente. Adicional a estas,
en esta localidad se identificd a S. cerevisiae, T. asahii, T. terricola, D. hansenii,

G. candidum y R. dairenensis,

Las levaduras de la especie S. cerevisiae presentaron un solo aislado. Esta
ha sido identificada en numerosos estudios relativos a fermentos de cacao
(Ardhana y Fleet, 2003; Schwan y Wheals, 2004; Jespersen et al., 2005; Nielsen
et al., 2005; Daniel et al., 2009; Papalexandratou y De Vuyst, 2011,
Papalexandratou et al., 2011; de Melo et al., 2012; Meersman et al., 2013;
Miescher et al., 2016) debido a que existe evidencia de que es una levadura de
rapido crecimiento y que presenta alta tolerancia al etanol gracias a la presencia
de acidos grasos contenidos en la célula y también a que presenta una vigorosa
actividad pectinasa y endo y exo proteasa, lo que influencia sobre la cantidad de
aminoacidos libres en los fermentos contribuyendo benéficamente al sabor de los

granos (Carvajal et al., 2014; Visintin et al., 2016).

La especie T. asahii, representada con un solo aislado, fue identificada en
la localidad de Atacames. Varios estudios sobre fermentos de cacao han
identificado levaduras del género Trichosporon (Ravelomanana, Guiraud, Vincent
y Galzy, 1985; Schwan y Wheals, 2004). A esta especie ha sido posible
encontrarla en la superficie de las vainas del cacao y en materiales asociados al

proceso y es considerada como una especie importante en procesos de
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fermentacion de cacao proveniente de Ghana (Jespersen et al., 2005; Nielsen et
al., 2005). En contraste, la localidad de Atacames reporta por primera vez la

presencia de T. terricola asociada a este sustrato.

De la misma manera, en la localidad de Atacames, se reporta por primera
vez en fermentos de cacao a G. candidum y D. hansenii con tres aislados cada
una y R. dairenensis con un aislado Unicamente. El género Galactomyces no ha
sido encontrado en estudios previos relacionados a fermentos de cacao. La
especie D. hansenii no ha sido encontrada en estudios previos sobre fermentos
de cacao, sin embargo, representantes del género Debaryomyces han sido
identificadas en estudios realizados en cacao proveniente de Ecuador y Brasil
(Papalexandratou y De Vuyst, 2011; de Melo et al., 2013). Su presencia en este
sustrato probablemente se deba a la baja tolerancia al etanol por parte de esta
especie (Papalexandratou y De Vuyst, 2011). De igual manera, las levaduras de
la especie R. dairenensis tampoco han sido identificada en fermentos de cacao,
sin embargo, se han encontrado cepas pertenecientes al género Rhodotorula en
Ecuador (Papalexandratou et al., 2011; Papalexandratou y De Vuyst, 2011),
Indonesia (Ardhana y Fleet, 2003), Malasia (Meersman et al.,, 2013) y Ghana
(Jespersen et al., 2005).

Por su parte, de la localidad de Mindo, se aislaron e identificaron a 11
especies de levaduras fermentadoras de cacao ubicadas dentro de siete géneros.
Ademas de las especies coincidentes en ambas localidades mencionadas
anteriormente, en esta localidad también fue posible aislar e identificar dos

aislados de P. kudriavzevii y dos de K. ohmeri.

Las levaduras de la especie P. kudriavzevii aparece como recurrente en los
procesos de fermentacion de cacao realizados por Ravelomanana et al., (1985),
Papalexandratou y De Vuyst, (2011); Fernandez Maura et al., (2016) y, segun
Meersman et al. (2013), esta especie también forma parte de la microbiota central
de los fermentos de cacao provenientes de Malasia. Ademas de su
termotolerancia (de Melo et al., 2013), su presencia se ve favorecida por la
tolerancia a condiciones ambientales altamente selectivas presentes en la

fermentacion de la pulpa del cacao, como la presencia de estresantes quimicos,
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como etanol, &cido acético y acido lactico (Meersman et al., 2013).Por su parte, la
especie K. ohmeri fue identificada en las primeras etapas de fermentacién de
cacao proveniente de Ghana. De igual manera, Meersman et al., (2013) y
Fernandez Maura et al., (2016) lograron identificar aislados de esta especie en
Malasia y Cuba, respectivamente. Ademas de en los granos, esta fue posible
aislar de materiales asociados al proceso como canastas o las superficies de la

vaina del cacao por Daniel et al., (2009).

Las muestras obtenidas de las fermentaciones llevadas a cabo en Mindo
también permitieron identificar una alta diversidad del género Candida,
incluyendo a dos especies aun no descritas: Candida sp. Bq26 y Candida sp.
Ademéas de estas dos especies también se identificaron a C. tropicalis, C.

albicans, C. boidinii, C. orthopsilosis.

El género Candida exhibié el mayor nimero de aislados en el presente
trabajo, con un total de 11, de los cuales 7 se aislaron de la localidad de la Mindo.
Este género comprende el mas amplio de levaduras a nivel mundial (Déak vy
Farkas, 2013) y se ha reportado que algunas especies de este dominan los
estadios finales del proceso de fermentacion de los granos de cacao (Ho et al.,
2014). De hecho, varias de las especies halladas en la localidad de Mindo
coinciden con estudios previos sobre fermentaciones de este sustrato. Por
ejemplo, C. orthopsilosis ha sido aislada e identificada en los primeros estadios de
fermentos de cacao en Ghana y Cuba (Daniel, Vrancken, Takrama, Camu, De
Vos y De Vuyst, 2009; Fernandez Maura et al., 2016). Candida tropicalis, una
especie considerada como cosmopolita, ha sido identificada en diversos estudios
asociados a fermentos de cacao (Ardhana y Fleet, 2003; Schwan y Wheals, 2004,
Daniel et al., 2009; Papalexandratou et al., 2011; Meersman et al., 2013,

Fernandez Maura et al., 2016).

Adicional a estas especies se pudo identificar a la levadura que no han sido
reportada en estudios previos relacionados a fermentos de cacao como la
levadura patdégena C. albicans. En este proceso se puede observar una variable
contaminacion ambiental microbiana causada por la masa inicial de la pulpa del

grano de cacao y las practicas agricolas empleadas. La contaminacion ambiental
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es causada por el suelo circundante, el aire, el polvo e insectos, utensilios y el
equipo usado en el proceso, asi como las vainas del cacao y las hojas del platano
usadas para construir las pilas y cubrir los cajones (De Vuyst y Weckx, 2016).

Esta situacion puede justificar la presencia de esta especie en Mindo.

Todas las especies relacionadas a fermentos de este fruto se caracterizan
por su capacidad para asimilar y fermentar las fuentes de carbono presentes en
este sustrato. El primer paso para el aprovechamiento es el transporte de los
azucares al interior de la célula de levadura. Este proceso depende de cual y en
que concentracion se encuentra en el medio (Santillan y Garcia, 1998), mientras
que la capacidad de metabolizar o no azucares esta asociada a la produccion de
enzimas hidroliticas (Déak, 2008). Ademas, las especies descritas deben ser
capaces de tolerar cambios en el pH, temperatura, contenido de azucares y los
metabolitos propios de la fermentacion. Estas condiciones favorecen el
crecimiento de aquellas cepas que estan mejor adaptadas a este ambiente

(Jespersen, Nielsen, Hgnholt, Jakobsen, 2005; Nielsen et al., 2005).
6.2. CARACTERIZACION MORFOLOGICA Y FISIOLOGICA
6.2.1 CARACTERIZACION MORFOLOGICA

Se realiz6 la caracterizacion macroscoépica y microscoépica de las levaduras
analizadas, con la finalidad de describir los distintos fenotipos involucrados en la
microbiota de levaduras fermentadoras de cacao (tablas 2-3). En la mayoria de
los aislados, la morfologia descrita concuerda con la morfologia descrita por
Kurtzman, (2011).

A nivel macroscopico, tras realizar la evaluacion a los 8 dias de incubacion
a 25 °C, se pudo observar que existen diferencias entre los aislados en la
morfologia de las colonias. En su mayoria, se observaron colonias color crema
con superficie lisa, opacas con margenes enteros, elevacién convexa, y textura
butirosa. Se identificaron también, aunque en menor proporcion, varios aislados
con colonias planas y otros con margen rizoide (tabla 3). Las caracteristicas

macroscopicas de los aislados pertenecientes a la misma especie fueron iguales,
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a excepcion de H. opuntiae, M. guilliermondii y P. kudriavzevii; la morfologia de

las colonias de estas ultimas exhibieron variacion intraespecifica.

Las especies de levadura K. ohmeri, D. hansenii, P. kudriavzevii, H.
opuntiae y M. guilliermondii formaron colonias con coloraciones cremas; la
superficie de estas levaduras fue lisa. En las dos ultimas se pudo observar
variacion intraespecifica; asi, los aislados de H. opuntiae presentaron dos
aislados con margen entero y uno ondulado mientras que los de M. guilliermondi
presentaron tres aislados con margen entero y uno con margen ondulado. A
excepcion de C. intermedia, todas las especies pertenecientes al género Candida

presentaron el fenotipo crema de superficie lisa.

Ademas de colonias de superficie lisa con coloracion crema, fue posible
aislar e identificar levaduras que forman colonias blancas de superficie lisa, como

W. anomalous y C. intermedia.

Las especies G. candidum, T. terricola, T. asahi y S. cerevisiae también
exhibieron coloracion crema. La superficie de las colonias de las dos primeras
especies fueron filamentosas, mientras que la de las dos ultimas fue rugosas. Se
ha reportado que las levaduras del género Trichosporon pueden presentar
diversas morfologias; el color y la forma de las colonias va a depender del origen
del aislado, pudiendo encontrarse principalmente colonias cremas, hiumedas o

secas. (Ichikawa, Hirata, Takei, Tagami, Murasawa y lkeda., 2016; Sugita, 2011).

Finalmente, la especie R. dairenensis fue la Unica especie que forma
colonias pigmentadas identificada en este sustrato. Segun Sampaio (2011), los
representantes de esta especie sintetizan pigmentos rojos o amarillos. La
coloracién de las colonias de R. dairenensis identificadas en el presente estudio,

asi como su consistencia mucoide, concuerdan con la literatura.

A nivel microscopico, fue posible diferenciar morfologias ovoides
principalmente. También se observaron formas elongadas, globosas,

semiglobosas y elipsoidales. La forma de reproduccion asexual fue monopolar
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principalmente aunque se observaron también gemas bipolares. Se observé que

estas caracteristicas son variables en las levaduras identificadas (tabla 2).

Las células de levaduras H. opuntiae, M. guilliermondii, W. anomalous, K.
ohmeri, T. terricola y R. dairenensis identificadas en este estudio presentaron
formas celulares ovoides y reproduccién asexual por gemacion monopolar. H.
opuntiae, ademds, mostré reproduccion asexual por gemas bipolares. El tipo de
gemacion de estas especies mostré discrepancias con las expuestas por la
literatura. Sin embargo, la morfologia celular coincide con las propuestas por
Cadez y Smith, 2011; Kurtzman, 2011; Lachance y Kurtzman, 2011; Sampaio,
2011; Sugita, 2011, donde se menciona que estas especies pueden mostrar

morfologias celulares ovoides.

Las levaduras de las especies P. kudriavzevii y T. asahi exhibieron células
elongadas con reproduccién asexual por gemas monopolares. Las levaduras de
ambas especies pueden presentar variacion morfologica intraespecifica. En la
especie P. kudriavzevii se ha reportado que la reproduccion asexual se produce
mediante la gemas multilaterales de base angosta (Kurtzman, 2011; Sugita,
2011).

Los géneros Saccharomyces y Debaryomyces, con las levaduras
identificada como S. cerevisiae y D. hansenii, exhibieron morfologia celular
globosa. La reproduccion asexual en la primera de ellas se dio por gemas
monopolares, lo que contrasta con la descripcion realizada por Martini y Martini,
(2011) donde indica que las gemas son multilaterales. Por su parte, D. hansenii
presentd gemas multipolares, caracteristica que coincide con la descripcidon

realizada por Suzuki, Prasa y Kurtzman, (2011).

El género Candida presenta una alta variacion fenotipica. Esta
caracteristica pudo ser observada en los aislados identificados en el presente
estudio; dentro de este género pudieron distinguirse morfologias elongadas,
globosas y ovoides. La gemacion observada fue monopolar en los seis aislados
correspondientes al género. Estas levaduras muestran morfologias globosas,

elipsoidales, cilindricas o elongadas, en algunas ocasiones ojivales, triangulares o
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lunares. También pueden presentar formas ovoides (Mayer, Wilson y Hube,
2013). Adicionalmente, se ha reportado que la reproduccion asexual en este
género se da por gemacion holoblastica (Lachance, Boekhout, Scorzetti, Fell, y
Kurtzman, 2011).

A pesar de que la morfologia celular y el tipo de gemacién de las especies
identificadas coinciden con la expuesta por la literatura, en las levaduras, estos
caracteres muestran una alta variacion (Kurtzman, 2011), pudiendo encontrarse
cepas que presentan morfologias y formas de reproduccion distintos a los
expuestos en este estudio.

La morfologia celular de las levaduras involucra varios eventos celulares
como la progresion a través del ciclo celular, el establecimiento de la polaridad de
la célula y la regulacion del tamafio celular (Yang, Ohnuki, y Ohya, 2014).

La heterogeneidad entre las especies tanto en caracteristicas
macroscopicas como microscopicas probablemente se deba a que durante el
proceso de fermentacion de cacao se produce una sucesion ecoldgica con
cambios microambientales como la disponibilidad de nutrientes, pH, temperatura,
presencia y concentracion de acidos organicos, asi como de oxigeno (Jespersen
et al., 2005). En este contexto, se ha demostrado que las levaduras son capaces
de interactuar, de cambiar su comportamiento social de acuerdo a sus
condiciones ambientales. De hecho, en un estudio realizado por Reis, Faraco,
Guarnieri, Colombic y Ceccato-Antonini (2016) se revel6 que la diferenciacion en
dos fenotipos de S. cerevisiae (colonias lisas y rugosas) esta relacionada a la
resistencia al stress provocado por altas concentraciones de azucar y etanol y a
pH bajos. Esta condicién influyen sobre la morfologia de las colonias para el
beneficio de toda la poblacion (Kuthan, Devaux, Janderova, Slaninova, Jacq y
Palkova, 2003). Reis et al., (2016) también plantean que las diferencias en los
tipos de colonias podria deberse mas a diferencias en la expresion de ciertos
genes que a secuencias de ADN en si. De hecho, técnicas desarrolladas
recientemente han permitido el analisis cuantitativo de la relacion entre las
distintas caracteristicas morfoldgicas y la delecién de genes no esenciales: estas

revelaron que la delecion de 500 genes no esenciales es necesaria para el
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mantenimiento de la estabilidad fenotipica (Yang et al., 2014). Esta caracteristica
permite explicar la alta heterogeneidad, dentro y entre las especies, en las

caracteristicas microscopicas y macroscopicas de las levaduras analizadas.

La identificacion de levaduras ha estado y estara basada en la combinacion
de métodos fenotipicos y moleculares, dandole un enfoque multi-metodoldgico a
este proceso. Se debe considerar caracteres fenotipicos importantes como la
apariencia de la colonia y morfologia de la colonia. Estructuras especializadas
como hifas, artroconidias o balistoconidias pueden decir mucho acerca de la
identidad de las levaduras. La forma de la célula es a menudo diagnéstico para
diferenciar entre especies de levaduras muy similares en su actividad bioquimica.
Estos caracteres fenotipicos son importantes para no tomar ciegamente los
resultados de identificaciones rapidas (Pincus et al., 2007). Adicionalmente, el
desarrollo de sistemas rapidos de identificacion de levaduras se enfoca hacia la
deteccién directa de enzimas o al andlisis de la composicion quimica de la célula
por cromatografia gas-liquido o métodos similares. Sin embargo, uno de los
principales problemas que deben ser resueltos cae en la necesidad de generar
informacion morfolégica de las levaduras para el trabajo de identificacion basado
en estos métodos (Lin y Fung, 2009) por lo que este trabajo, ademas de exhibir la
alta diversidad morfoldgica involucrada en el proceso de fermentacién del cacao,
sienta las bases para futuras identificaciones de levaduras presentes en este

sustrato basadas en métodos morfologicos.

6.2.2 CARACTERIZACION FISIOLOGICA DE LEVADURAS
FERMENTADORAS DE CACAO

Se realizé la caracterizacion fisiol6gica de las levaduras colectada, con la
finalidad de determinar el metabolismo de levaduras involucradas en el proceso
de fermentacidn y obtener los perfiles de asimilacion y fermentacion de los

aislados.

La glucosa y la sacarosa fueron los dos azucares mejor asimilados y
fermentados por las levaduras (Figura 1-2). La presencia de estos azucares en los

granos Yy la capacidad de transportar estas hexosas al interior de la célula, los
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convierte en un sustrato beneficioso para el crecimiento de numerosos

microorganismos (Boles y Hollenberg, 1997).

En las pruebas de asimilacion mostrados en la tabla 4, se ve que todos los
aislados de levaduras lograron asimilar la glucosa. En total, treinta y dos de los
aislados (91,42%) presentaron una asimilacion positiva de este azucar. El
porcentaje restante (8,58%) corresponde a los aislados de M. guilliermondii, R.
dairenensis, D. hansenii y T. asahii que presentaron asimilacion positiva

retardada.

En las pruebas de fermentacion, en total, veintisiete (77,14%) de los
aislados lograron fermentar positivamente glucosa, cuatro (11,42%) la
fermentaron de manera retardada. Fermentaciones lentas y débiles de glucosa
fueron exhibidas por dos aislados cada una (5,71%). Al contrario, Unicamente dos
aislados (5,71%) correspondientes a R. dairenensis y D. hansenii dieron

resultados negativos para fermentacién de glucosa (tabla 5).

Las fuentes de carbono preferidas por la mayoria de las levaduras son las
hexosas como la glucosa y fructosa, presentes en altas concentraciones en los
granos de cacao, y manosa, dado que pueden entrar directamente a la via
glicolitica. Antes del ingreso a esta via metabdlica, el primer paso y limitante para
el metabolismo de la glucosa es su transporte a través de la membrana. El
consumo de este azlcar por parte de estas levaduras estd mediado por una gran
familia de proteinas asociadas al transporte de fuentes de carbono (Tripodi,
Nicastro, Reghellin, y Coccetti, 2015). Esta caracteristica se vio reflejada en los
perfiles de fermentaciéon obtenidos, donde quince de las dieciocho especies

aisladas lograron fermentar este azlcar.

El segundo azucar mejor asimilado por las levaduras caracterizadas fue la
sacarosa. En total, trece de los aislados (37,14%) asimilaron positivamente la
sacarosa; el mismo numero se pudo evidenciar para positivos débiles. Una
asimilacion positiva retardada pudo ser observada en cinco de los aislados

(14,28%) y lenta en tres de ellos (8,57%). Del mismo modo, solamente tres
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aislados (8,57%), dos de ellos correspondientes a H. opuntiae y uno a G.

candidum no asimilaron sacarosa (tabla 4).

En comparacion con la glucosa, el nimero de aislados que registraron
fermentacion de sacarosa fue casi a la mitad. En total, catorce (40,00%) especies
(?) de estos lograron fermentar este azUcar positivamente, cinco (14,28%) lo
hicieron de manera retardada, dos lenta (5,71%) y uno débil (2,85%); quince

aislados no fermentaron este azucar (42,85%).

Especies como Candida sp. Bg26, C. intermedia, D. hansenii, K. ohmeri, M.
guilliermondii, S. cerevisiae, T. terricola y W. anomalous exhibieron perfiles
metabodlicos que les permitié utilizar sacarosa. Estos coinciden con los perfiles
mostrados en la literatura (Kurtzman et al., 2011; Suzuki et al., 2011; Lachance y
Kurtzman, 2011; Martini y Martini, 2011; Sugita, 2011). Se ha demostrado que
este azlcar es convertido a glucosa y fructosa en especies como S. cerevisiae
para su aprovechamiento; este suceso se da lugar en la membrana celular de las
levaduras gracias a una invertasa periplasmica. La expresion del gen de la
invertasa (SUC2) es reprimido cuando existen altas concentraciones de glucosa y

reactivado cuando la concentracion de este azlcar baja (Walker, 2008).

La pulpa del grano de cacao contiene, en promedio, 14% de azlcares; de
estos, 60% es sacarosa y un 39% una mezcla de glucosa y fructosa (Schwan y
Wheals, 2004). La asimilacibn y fermentacion con la eficiencia mostrada
probablemente se deba a que las levaduras identificadas muestran cierto grado
de especializacién para fermentar este sustrato gracias a la presencia de las

proteinas y enzimas antes menciondas.

Azlcares como la maltosa, galactosa, celobiosa, rafinosa y almidon soluble
también pudieron ser aprovechados por las levaduras estudiadas, aunque en
menor proporcion que la glucosa y la sacarosa. Existe poca evidencia que
muestre que las levaduras puedan transportar intactos a los sacaridos superiores
especificos como la rafinosa o el almidén (Walker, 2008). De hecho, de las mas
de 150 especies capaces de metabolizar almidén, solo unas cuantas tienen la

combinacion de enzimas conformadas por a-amilasas y glucoamilasas necesarias
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para la utilizacion de este azlcar (Eksteen, Van Rensburg, Cordero Otero, y
Pretorius, 2003).

Dos especies lograron fermentar maltosa: S. cerevisiae, descrita como una
fermentadora vigorosa por Martini y Martini (2011) y W. anomalous. En esta
tltima, la fermentacion de azlcares como la galactosa, maltosa o rafinosa es
variable (Kurtzman et al.,, 2011). A diferencia de la invertasa utilizada para
metabolizar sacarosa, la maltasa (a-glucosidasa) no esta localizada en la pared
celular de las levaduras. Asi, se ha observado que en levaduras como S.
cerevisiae el transporte de la maltosa se da por un mecanismo protén-simporte
dependiente de energia. El azUcar es hidrolizado, gracias a una maltasa
intracelular, a dos moléculas de glucosa, para luego entrar en la via glicolitica
(Walker, 2008).

Las especies C. intermedia y S. cerevisiae fermentaron galactosa. Estudios
realizados en S. cerevisiae han demostrado que una vez que esta especie crece
en este medio, el azlcar es transportado por dos procesos: uno de alta afinidad
dependiente de galactoquinasas y uno de baja afinidad independiente de
galactoquinasas. Tanto el sistema de baja como de alta afinidad inducido por
galactosa son mediados por el mismo transportador dado que ambos dependen
de la expresion del gen de la galactosa permeasa, GAL2 (Szkutnicka, Tschopp,
Andrews, y Cirillo, 1989).

La especie H. opuntiae fue la Unica capaz de fermentar positivamente la
celobiosa. Dependiendo de la especie, se han observado distintas estrategias
entre las levaduras para la utilizacién de celobiosa. Una de ellas consiste en la
expresion de B-glucosidasas extracelulares en la superficie celular; la celobiosa es
hidrolizada extracelularmente para que posterior a esto la glucosa sea
transportada y metabolizada al interior de la célula. La segunda estrategia
consiste en la via fosforilitica, donde la celobiosa es transportada al interior de la
célula por celodextrinas para que una fosforilasa intracelular corte el disacarido
con un fosfato inorganico, produciendo una molécula de glucosa y una a-glucosa-
1-fosfato que pueden ser metabolizadas rapidamente. La via hidrolitica es la

tercera estrategia; el azlcar es transportado al interior de la célula por
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celodextrinas para luego ser hidrolizada por una B-glucosidasa en dos moléculas
de glucosa que pueden ser facilmente metabolizadas por la célula (Eriksen,
Hsieh, Lynn, y Zhao, 2013).

La lactosa y la xilosa no pudieron ser asimiladas ni fermentadas por las
levaduras caracterizadas en este estudio. Se pudo evidenciar que existen
diferencias en la capacidad para asimilar y fermentar entre las especies y dentro

de una misma especie.

Ninguna de la especies aisladas e identificas pudo fermentar xilosa. Esto
probablemente se deba a que las levaduras involucradas en los fermentos de
cacao carecen de la habilidad para operar el sistema protén-simporte, sujeto a
represion catabolica, y el sistema de difusion facilitada para el transporte y
aprovechamiento de este azucar (Kilian y van Uden, 1988). Ademas, su
metabolismo no es capaz de llevar a cabo la via pentosa fosfato, que es la ruta

bioquimica utilizada para metabolizar este azlcar.

Al igual que la xilosa, ninguna especie pudo fermentar la lactosa. Este
azucar puede ser asimilada o fermentada por las levaduras mediante el transporte
via inducciéon de una lactosa-permeasa y su hidrolizacién subsecuente a glucosa
y galactosa por una B-glucosidasa intracelular. Puede operar también un sistema
de transporte de difusion facilitada cuando las células crecen en medios
anaerodbicos. La activacion del gen de la lactosa-permeasa (LAC12) esta

acompafada del crecimiento en lactosa o galactosa (Walker, 2008).

Sin excepcion a la regla, las levaduras que tienen la capacidad de
fermentar un carbohidrato tienen también la capacidad de crecer en él. Sin
embargo, existen varias especies de levaduras que creen aerObicamente en
azucares que no logran fermentar (Kurtzman, 2011). EI mecanismo de adquisicion
de nutrientes, el numero isoenzimas y la regulacion en la fermentacion y
respiracion difiere sustancialmente entre las levaduras, lo que hace de ellas un
grupo metabdlico complejo y altamente heterogéneo (Rodrigues, 2006). Esta
distincidon logra explicar las diferencias intra e interespecificas en los perfiles

fisiolégicos de asimilacion y fermentacion de azlUcares de las levaduras
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identificadas en el presente estudio. Dado que las levaduras son usadas en
procesos biotecnoldgicos la investigacién de estos mecanismos no es solo tema
de interés académico sino que es importante para propoésitos de indole

econdmicos (Boles y Hollenberg, 1997).

6.3 DETERMINACION DE INDICES DE ABUNDANCIA Y DE
ESPECIALIZACION

Con el fin de entender la adaptabilidad de las levaduras para fermentar la
pulpa del grano de cacao, asi como el grado de especializacion de estos
microorganismos en ecosistemas ecuatorianos, se empled un modelo matematico
desarrollado por Carvajal et al.,, (2014). Este modelo muestra una correlacion
inversa entre el "Indice de Especializacion” (Si) y el "indice de Abundancia” (la).
Los resultados se muestran en las tablas 6 y 7 y estos fueron obtenidos en

relacion al contexto del Ecuador.

Los indices de abundancia y especializacién de las especies identificadas
pueden ser observados en la tabla 7. Estos se obtuvieron contrastando la
informacion de la base de datos de la CLQCA, la cual contiene el analisis de la
presencia de levaduras en siete ecosistemas (regién amazédnica, region andina,
region costa, Isla Floreana, Isla Isabela, Isla San Cristébal e Isla Santa Cruz) y 10
sustratos (excremento de animal, exudado, flores, frutas, hongos, fermentos
relacionados a humanos, insectos, materia vegetal viva, materia vegetal en
descomposicion y madera en descomposicion) (anexo 6). Para esto se hizo una
comparacion global del numero de especies de levaduras que han sido
encontradas en los diferentes sustratos tanto de Ecuador continental como de las
Islas Galdpagos. Esta comparacion dio un esquema general de grado de

especializacion que las levaduras encaran en ecosistemas ecuatorianos.

Los indices de especializacion mas altos (0,92) les corresponden a
Candida sp., G. candidum y T. terricola. Dada la correlacidon inversa entre los
indices aplicados, estas especies también exhiben los indices de abundancia mas
bajos (0,1), ya que fueron colectadas e identificadas por primera vez en los

fermentos de cacao analizados en el presente estudio. Candida sp. Bg26 es
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segunda en la lista con un indice de 0,3, dado que esta fue aislada anteriormente

de materia vegetal en descomposicion.

Al contrario, C. tropicalis y C. intermedia presentan el indice de
especializacibn méas bajo (0,0 y 0,6, respectivamente) y, por lo tanto, los indices
de abundancia mas altos (1,0 y 0,77 respectivamente). Estas especies han sido
aisladas de sustratos como excremento de animal, exudados, flores, frutas,
hongos, fermentos relacionados a humanos, materia vegetal viva, materia vegetal
en descomposicion y madera en descomposicion. La presencia de estas
levaduras en diversos sustratos se debe a que estan adaptadas a diferentes
nichos ecolégicos por lo que presentan un amplio rango de respuestas y
estrategias de defensa a condiciones de estrés. De hecho, se ha reportado el
crecimiento de C. tropicalis a temperaturas y pH restrictivos para una gran
cantidad de microorganismos, lo que indica que esta especie posee
caracteristicas importantes en términos de tolerancia a ambientes extremos como
los cajones de fermentacion de cacao (Carvajal et al., 2014). Esto explica su
abundancia en los distintos ecosistemas y sustratos ecuatorianos y la razon por la
que es el aislado mas frecuente en varios ecosistemas de acuerdo a la base de
datos de la CLQCA. El presente estudio registra por primera vez la presencia de
esta especie en fermentos relacionados a humanos. Debido a la correlacién
inversa entre los indices estas levaduras presentan el menor indice de

especializacion en el contexto del Ecuador.

El grado de especializacion de las levaduras esta dado por su metabolismo
y tolerancia a factores ambientales como sustancias que inhiban su reproduccion
0 crecimiento, a la radiacion UV e inclusive a predadores microbianos (Carvajal et
al., 2014). El proceso de fermentacion del cacao involucra la accion de complejas
interacciones microbianas, encabezadas principalmente por levaduras, bacterias
acido-lacticas (LAB) y bacterias acido-acéticas (AAB). Estas interacciones son
dirigidas por los cambios fisicos y quimicos que levaduras y bacterias atraviesan
en el proceso de fermentacién. La acidez inicial de la pulpa del grano de cacao
(pH 3.0 - 4.0), en conjunto con bajos niveles de oxigeno al inicio de la

fermentacion (24h - 48h) favorecen la colonizacion de las levaduras (de Melo et
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al., 2016) que con su actividad depectinizante, son las responsables de la
licuefaccion de la pulpa del cacao, causando el drenaje de la pulpa (liberacion de
exhudados) y la reduccion de su viscosidad que a la larga permite el ingreso de
aire en la masa de la pulpa del cacao en fermentacidon; ademas del ingreso de
aire, una pectinolisis 6ptima es importante para el control del grosor de las
cascaras del grano de cacao. Sin embargo, la actividad mas importante a cargo
de las levaduras es la produccion de etanol a partir de carbohidratos,

principalmente glucosa, dejando dioxido de carbono y glicerol como desechos.

La produccion de etanol es un proceso exotérmico que causa un
incremento de temperatura en la pulpa del grano de cacao fermentado que puede
alcanzar los 40 °C dentro de las primeras 48h; este proceso se da lugar bajo
condiciones anaerobicas, acidas y ricas en carbohidratos. Una parte de este se
difundira en los cotiledones del grano para ser oxidado a acido acético por
bacterias acéticas, consumido por levaduras aerébicas, probablemente presentes
durante las ultimas fases aerdbicas de la fermentacion o desaparecer por la
evaporacion o el goteo de exhudados. Ademas, las levaduras producen una serie
de acidos organicos (oxalico, fosforico, succinico, malico y acidos acéticos) que
permeabilizan y matan los cotiledones del grano y algunos compuestos organicos
volatiles (alcoholes, acidos, pirazinas, aldehidos, cetonas) que pueden contribuir
al sabor del chocolate o a la formacién de sus precursores de aroma. Los cambios
en el pH, temperatura, contenido de azucares y metabolitos de la fermentacion
ejercen presion selectiva en los biotipos naturales ya existentes, favoreciendo a
aguellas cepas que estan mejor adaptadas a estos ambientes (De Vuyst y Weckx,
2016). Aunque se ha demostrado varias veces que varios grupos de
microorganismos cumplen un rol en los fermentos de cacao, los microorganismos
mejor adaptados para una evolucion exitosa de la fermentacion de esta materia
prima son las levaduras (responsables de la degradacién pectinolitica y

produccion de etanol) (Papalexandratou et al., 2011).

La fermentacién del cacao se mantiene como un proceso empirico que no
permite generar granos de calidad consistente. Este proceso se lleva a cabo sin

un control de las condiciones ambientales lo que usualmente lleva a
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fermentaciones sin éxito (de Melo et al.,, 2012). La industrializaciéon de la
fermentacion del cacao ecuatoriano permitiria tener mas control sobre la calidad
de los granos de cacao y el chocolate derivado de ellos. Ejemplos similares se
observan en productos como la cerveza, el vino o el yogurt que alguna vez fueron
elaborados con procesos tradicionales pero que actualmente han sufrido una

industrializacion del proceso.

Tener conocimiento sobre las comunidades microbianas que afectan los
pardmetros quimicos de las fermentacion del cacao es esencial para un mejor
manejo de los granos de cacao y la produccién de chocolate de alta calidad
(Batista et al.,, 2016). Un starter (cultivo de levaduras iniciadoras de la
fermentacion) funcional bien elegido permite la produccién de granos de cacao
uniformemente fermentado (carente de variacion en el grado de fermentacion y
sin deviaciones de sabor) dentro de cuatro dias, asi como un chocolate
estandarizado producido a partir de estos (De Vuyst y Weckx, 2016). Ademas,
esta establecido que cuando se usa un starter, el perfil del componente aromatico
se ve afectado. A pesar de estos esfuerzos, el uso de starters se ha restringido a
fases experimentales por lo que es necesario realizar mas investigacion en varios
aspectos de la ciencia y tecnologia para que las fermentaciones de cacao alcance
niveles similares a los de otros alimentos y bebidas fermentadas (de Melo,

Magalhdes, Gonzaga, da Silva y Schwan, 2013).

El cacao Nacional es una las variedades de cacao mas finas dado el
potencial de poseer sabores deseables inherentes. Por lo tanto, implementar
investigacion y tecnologia a los procesos post-cosecha es un paso esencial para
aprovechar las caracteristicas del cacao ecuatoriano y proporcionar al mercado
mundial un producto de excelente calidad (Schwan y Wheals, 2004). En el
presente trabajo se pudo identificar una diversidad considerable de levaduras en
ambas localidades. Este estudio expone posibles candidatas nativas para que en
estudios posteriores se clarifiqguen los efectos de las mismas en la fermentacion y
asi poder realizar starters para tener fermentaciones de cacao controladas. De
hecho, P kudriavzevii, S cerevisiae y W. anomalous, especies identificadas en

esta investigacion, son consideradas como las responsables de la formacion de
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los componentes arométicos del cacao (Koné et al.,, 2015) por lo que su
capacidad de producir aromas podria ser usada para mejorar las caracteristicas
sensoriales de los granos de cacao y la calidad del chocolate ecuatoriano.
Ademas, con la informacion afadida a la base de datos de la CLQCA para
obtener el indice de especializacion de las levaduras analizadas, se podra usar
como una herramienta para futuras investigaciones relacionadas a la ecologia de

estos microorganismos en ecosistemas ecuatorianos.
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7. CONCLUSIONES

Se identificaron y caracterizaron 35 aislados de levaduras clasificados
dentro de diez géneros correspondientes a 18 especies: C. tropicalis, C.
albicans, C. boidinii, C. intermedia, C. orthopsilosis, Candida sp., Candida
sp. Bg26, D. hansenii, G. candidum, H. opuntiae, K. ohmeri, M.
guilliermondii, P. kudriavzevii, R. dairenensis, S. cerevisiae, T. asahii, T.

terricola y W. anomalus.

Debido a la variabilidad entre cepas, la caracterizacion fenotipica y
fisiolégica no es una herramienta confiable para concluir sobre la identidad
de las levaduras.

La variabilidad intra e interespecifica a nivel macro y microscopico de
levaduras analizadas probablemente se deba al efecto de las condiciones
ambientales que se caracterizan por tener influencia sobre el fenotipo de

las levaduras.

Existen diferencias entre y dentro de las especies en los perfiles

fisiolégicos de asimilacion azucares.

La microbiota de levaduras analizada e identificada muestra una alta
eficiencia para fermentar los azlUcares presentes mayoritariamente en el
grano de cacao. Al contrario, el metabolismo de estas no les permite
fermentar azlUcares como xilosa y lactosa, al igual que la mayoria de

levaduras.

Las técnicas moleculares de identificacion permiten obtener resultados mas

precisos y menos laboriosos, acerca de la identidad de las levaduras.

El analisis de las secuencias del dominio D1/D2 del segmento 26s del ADN

ribdsomico permiten la identificacion de levaduras a nivel de especie.
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La microbiota de levaduras identificada en este estudio presenta especies
consideradas como esenciales en los procesos de fermentacién de cacao

de varias regiones del mundo.

Los cambios en el pH, temperatura, contenido de azlcares y metabolitos
de la fermentacion ejercen presion selectiva en los biotipos naturales ya
existentes, favoreciendo a aquellas cepas que estan mejor adaptadas a

estos ambientes.

Candida tropicalis presenta el indice de especializacion mas bajo (0,0) en
el contexto del Ecuador, dado que esta especie esta adaptada a diferentes
nichos ecoldgicos y que presenta un amplio rango de respuestas y
estrategias de defensa a condiciones de estrés. Al contrario, Candida sp.,
Galactomyces candidum y Trichosporon terricola presentaron los indices
de especializacién mas altos (0,92) en el contexto del Ecuador, debido a
gue han sido aisladas Uunicamente en los fermentos de cacao analizados en

este estudio.

Debido a la relacion inversa entre los indices aplicados, C. tropicalis
presenté el indice de abundancia mas alto (1,00). Candida sp., G.
candidum y T. terricola presentaron los indices de abundancia mas bajos
(0,2).

Tres de las especies identificadas tienen potenciales aplicaciones
biotecnolégicas en la elaboracibn de starters para fermentaciones
controladas, por lo que su capacidad podria ser usada para mejorar las
caracteristicas sensoriales de los granos de cacao y la calidad del

chocolate Ecuatoriano.
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Tabla 1. Ocurrencia de especies identificadas en dos centros de
apilamientos distintos en Atacames y Mindo.

Especies de levaduras No. aislados Esmeraldas Pichincha
Candida tropicalis 1 X
Candida albicans 1 X
Candida boidinii 3 X X
Candida intermedia 1 X

Candida orthopsilosis 3 X
Candida sp. Bg26 1 X
Candida sp. 1 X
Debaryomyces hansenii 3 X
Galactomyces candidum 3 X
Hanseniaspora opuntiae 3 X X
Kodamaea ohmeri 2 X
Meyerozyma guilliermondii 4 X X
Pichia kudriavzevii 2 X
Rhodotorula dairenensis 1 X
Saccharomyces cerevisiae 1 X

Trichosporon asabhii 1 X

Trichosporon terricola 1 X
Wickerhamomyces anomalus 3 X X
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Tabla 2. Caracterizacién microscopica de las levaduras identificadas evaluadas

después de tres dias de incubacion en agar Yeast Mold a 25 °C.

No. Especie Forma Tipo de gemacioén
Aislados
1  Candida tropicalis Subglobosa Monopolar
1  Candida albicans Globosa Monopolar
3  Candida boidinii Elongada Monopolar
1 Candida intermedia Ovoide Monopolar
3  Candida orthopsilosis Ovoide Monopolar
1  Candida sp. Bg26 Ovoide Monopolar
1 Candidasp Elongada Monopolar
3  Debaryomyces hansenii Globosa Multipolar
3  Galactomyces candidum Subglobosa Monopolar
3 Hanseniaspora opuntiae Ovoide Monopolar
Kodamaea ohmeri Ovoide Monopolar
4  Meyerozyma guilliermondii  Ovoide Monopolar
2 Pichia kudriavzevii Elongada Monopolar
1 Rhodotorula dairenensis Ovoide Monopolar
1  Saccharomyces cerevisiae Globosa Monopolar
1  Trichosporon asahii Elongada Monopolar
Trichosporon terricola Ovoide Monopolar
3  W. anomalus Ovoide Monopolar
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Tabla 3. Caracterizacion morfoldgica de las colonias de las levaduras identificadas evaluadas después de siete

dias de incubacion en agar Yeast Mold a 25 °C

No. Especie Margen Elevacion Superficie Brillo Textura  Color
Aislados

1 Candida tropicalis Rizoide Umbilicada Lisa Opaca Butirosa Crema
1 Candida albicans Entero Convexa Lisa Opaca Butirosa Crema
3 Candida boidinii Entero Convexa Lisa Brillante Butirosa Crema
1 Candida intermedia Rizoide Convexa Lisa Opaca Butirosa  Blanca
3 Candida orthopsilosis Entero Convexa Lisa Brillante Butirosa Crema
1 Candida sp. Bg26 Entero Umbilicada Lisa Opaca Butirosa Crema
1 Candida sp Entero Plana Lisa Opaca Butirosa Crema
3 Debaryomyces hansenii Entero Plana Lisa Opaca Butirosa Crema
3 Galactomyces candidum Rizoide Plana Filamentosa Opaca Butirosa Crema
3 Hanseniaspora opuntiae Entero/Ondulado  Plana Lisa Brillante/Opaca  Butirosa Crema

Kodamaea ohmeri Entero Convexa Lisa Opaca Butirosa Crema
4 Meyerozyma guilliermondii Entero/Ondulado  Convexa Lisa Brillante Butirosa Crema




Continuacion Tabla 3. Caracterizacion morfolégica de las colonias de las

evaluadas después de siete dias de incubacion en agar Yeast Mold a 25 °C
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levaduras identificadas

No. Especie Margen Elevacién Superficie Brillo Textura Color
Aislados

2 Pichia kudriavzevii Rizoide Plana Lisa Opaca  Butirosa  Blanca/
crema

1 Rhodotorula dairenensis Entero Convexa Lisa Brillante Mucosa Rosada

1 Saccharomyces cerevisiae Ondulado Umbilicada Rugosa Opaca  Butirosa  Crema

1 Trichosporon asahii Rizoide Umbilicada Rugosa Opaca  Friable Crema

1 Trichosporon terricola Rizoide Umbilicada Filamentosa Opaca  Butirosa Crema

3 Wickerhamomyces anomalus Entero Convexa Lisa Opaca  Butirosa  Blanca
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Tabla 4. Perfiles de asimilacion de azucares de los 35 aislados de levaduras identificadas después de 21 dias

de incubacién a 25 °C. (+) Positivo, (L) Positivo retardado, (S) Positivo lento, (W) Positivo débil, (-)

Negativo.

Especie GLU (a) D-XIL (a) MAL (a) GAL(a) LAC(a) SAC(a) RAF(a) CEL(a) ALM (a)
Candida albicans + = + w - W - w +
Candida boidinii + -/S -/W -/S - W/L -/W W/S S/L
Candida intermedia + - S + - + S - S
Candida orthopsilosis + - W/ + W/L - W - W L/S
Candida sp + - - w - w - - +
Candida sp. Bq26 + - W - - + - W w
Candida tropicalis + - - - - w - + L
Debaryomyces hansenii +/L -/ W W/S +/L/W - +/L +/L W/ + +/S/W
Galactomyces candidum + W/ + L/- -/+ /W - L/W/- -/ W W/S W/S
Hanseniaspora opuntiae + - W/ - - - -/W -/L W/S W/S
Kodamaea ohmeri + W W S/L = + + L/+ W/ +
Meyerozyma guilliermondii +/L - -/W S/W/- - L/S/+ L/+ W/-/+ W/S/+
Pichia kudriavzevii + = = - - W - - W/ +
Rhodotorula dairenensis L - w - - S w w w
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Continuacion tabla 4. Perfiles de asimilacion azlcares de los 35 aislados de levaduras identificadas

después de 21 dias de incubacion a 25 °C.

débil, (-) Negativo.

(+) Positivo, (L) Positivo retardado, (S) Positivo lento, (W) Positivo

Especie

GLU (a) D-XIL (a)

MAL (a) GAL(a) LAC(a) SAC(a) RAF(a) CEL(a) ALM (a)

Saccharomyces cerevisiae
Trichosporon asabhii
Trichosporon terricola
Wickerhamomyces

anomalus

+ -

+ +
1

A + - + L W W
- - - S W W w
L S S -+ S w L
L/+ -IW - + +/L/W  W/L S/L
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Tabla 5. Perfiles de fermentacion de azucares de los 35 aislados de levaduras identificadas después de 21 dias

de incubacién a 25 °C. (+) Positivo, (L) Positivo retardado, (S) Positivo lento, (W) Positivo débil, (-)

Negativo.
Especie GLU (f) D-XIL (f) MAL (f) GAL (f) LAC(f) SAC (f) RAF (f) CEL (f) ALM (f)
Candida albicans + - - - - - - _ W
Candida boidinii + - - - - - - - -
Candida intermedia + - S + - + W - -
Candida orthopsilosis + - - - - - - - -
Candida sp L - - - = - - - -
Candida sp. Bg26 + - - - - + - L -
Candida tropicalis + - = = - - - - -
Debaryomyces hansenii +/S/- - - -/L - L/+ W/S/- - -
Galactomyces candidum +/L/IW - - - - L/- - - -
Hanseniaspora opuntiae + - - - - -/S - -+ -+
Kodamaea ohmeri i - - - - 5 W/ + L/- -
Meyerozyma guilliermondii  +/L/S - - -/S - +/L L/W - -
Pichia kudriavzevii + - = - - - - - -

Rhodotorula dairenensis
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Continuacioén tabla 5. Perfiles de fermentacién de azlUcares de los 35 aislados de levaduras identificadas

después de 21 dias de incubacion a 25 °C.

débil, (-) Negativo.

(+) Positivo, (L) Positivo retardado, (S) Positivo lento, (W) Positivo

Especie GLU (f) D-XIL (f) MAL (f) GAL (f) LAC(f) SAC (f) RAF (f) CEL (f) ALM (f)
Saccharomyces cerevisiae + - 1 - + W - -
Trichosporon asabhii L - - - w - - -
Trichosporon terricola + - L - + - - -
Wickerhamomyces + - L/+ - + W/L -/L -

anomalus
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Tabla 6. Ocurrencia de especies de levaduras fermentadoras de cacao en 10
sustratos. N.S= Numero de sustrato, EA= Excremento de animal, EX=
Exudado, FL= Flores, FR= Frutas, HON= Hongos, FRH= Fermentos
relacionados a humanos, INS= Insectos, MVV= Materia vegetal viva,
MVD= Materia vegetal en descomposicion, MD= Madera en

descomposicion

ESPECIES LEVADURAS NS EA EX FL FR_ HON FRH INS MVV MVD MD
Candida albicans 2 1 1
Candida boidinii 5 1 1 1 1 1
Candida intermedia 9 1 1 1 1 1 1 1 1 1
Candida orthopsilosis 5 1 1 1 1 1
Candida sp. 1 1

Candida sp. Bq 26 2 1 1
Candida tropicalis 10 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
Debaryomyces hansenii 5 1 1 1 1 1
Galactomyces candidum 1 1

Hanseniaspora opuntiae 2 1 1

Kodamaea ohmeri 7 1 1 1 1 1 1 1
Meyerozyma guilliermondii 7 1 1 1 1 1 1 1
Pichia kudriavzevii 8 1 1 1 1 1 1 1 1
Rhodotorula dairenensis 2 1 1

Saccharomyces cerevisiae 8 1 1 1 1 1 1 1 1
Trichosporon asahii 5 1 1 1 1 1
Trichosporon terricola 1 1

W. anomalus 6 1 1 1 1 1 1

Adaptado de: Carvajal et al., (2014).
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Tabla 7. Ocurrencia de especies de levaduras en diferentes ecosistemas y
diferentes sustratos y célculos de I, (indice de abundancia) y Is. (indice de

especializacion).

_ B

0 o ) & pa

< < 38 w< wo

O E g 05 © 0

b £3 8z 88

ESPECIES r o - Z 88 5§ 2

x QO 2 zz =z <

38 %8 "3 7§

O © < o

n

w
Candida tropicalis 7 10 1,00 0,00
Candida intermedia 6 9 0,77 0,06
Pichia kudriavzevii 5 8 0,57 0,12
Kodamaea ohmeri 5 7 0,50 0,15
Meyerozyma guilliermondii 5 7 0,50 0,15
Saccharomyces cerevisiae 4 8 0,46 0,17
Wickerhamomyces anomalus 4 6 0,34 0,23
Debaryomyces hansenii 4 5 0,29 0,27
Candida orthopsilosis 3 5 0,21 0,33
Trichosporon asahii 3 5 0,21 0,33
Candida boidinii 2 5 0,14 0,42
Hanseniaspora opuntiae 3 2 0,09 0,53
Candida albicans 2 2 0,06 0,62
Rhodotorula dairenensis 2 2 0,06 0,62
Candida sp. Bq 26 1 2 0,03 0,77
Candida sp. 1 1 0,01 0,92
Galactomyces candidum 1 1 0,01 0,92
Trichosporon terricola 1 1 0,01 0,92

Adaptado de: Carvajal et al., (2014).
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Anexo 1. Fermentacion de azlcares por levaduras incubadas durante 21 dias a

25 °C.

SIMBOLOGIA RESULTADO DESCRIPCION

+ Positivo Lectura: campana de Durham se
llena en una semana.

L Positivo retardado  Lectura: campana de Durham se
llena rapidamente después de una
semana.

S Positivo lento Lectura: campana de Durham se
llena lentamente después de dos
semanas.

W Positivo débil Lectura: campana de Durham no se

llena completamente.

- Negativo

Anexo 2. Asimilacion de azlcares por levaduras incubadas durante 21 dias a 25

°C.
SIMBOLOGIA RESULTADO DESCRIPCION

+ Positivo Lectura: +++ 0 ++ en una semana

L Positivo retardado Lectura: +++ o ++ rapida en dos
semanas

S Positivo lento Lectura: +++ 0 ++ durante la tercera
semana

W Positivo débil Lectura: +

- Negativo
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Anexo 3. Porcentajes de identidad del analisis en BLAST de los productos de
PCR del dominio D1/D2 del segmento 26S del ARN ribosémico de los
aislados de la localidad de Mindo.

CODIGO ESPECIE %IDENTIDAD
CLQCA-01-023 Candida tropicalis 100%
CLQCA-01-024 Pichia kudriavzevii 99%
CLQCA-01-026  Wickerhamomyces 99%

anomalus
CLQCA-01-027 Candida albicans 100%
CLQCA-01-028 Candida sp 99%
CLQCA-01-029 Candida orthopsilosis 100%
CLQCA-01-031 Candida orthopsilosis 100%
CLQCA-01-032 Candida boidinii 99%
CLQCA-01-033 Hanseniaspora opuntiae 99%
CLQCA-01-034 Hanseniaspora opuntiae 99%
CLQCA-01-036 Meyerozyma guilliermondii 99%
CLQCA-01-037 Meyerozyma guilliermondii 99%
CLQCA-01-038 Candida orthopsilosis 100%
CLQCA-01-039 Kodamaea ohmeri 99%
CLQCA-01-040 Kodamaea ohmeri 99%
CLQCA-01-041 Candida sp. Bg26 99%

CLQCA-01-043 Pichia kudriavzevii 100%
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Anexo 4. Porcentajes de identidad del analisis en BLAST de los productos de

PCR del dominio D1/D2 del segmento 26S del ARN ribosémico de los

aislados de la localidad de Atacames.

CODIGO ESPECIE %IDENTIDAD
CLQCA-10-673 Candida boidinii 99%
CLQCA-10-674 Hanseniaspora opuntiae 100%
CLQCA-10-675 Saccharomyces cerevisiae 100%
CLQCA-10-677 Galactomyces candidum 99%
CLQCA-10-678 Galactomyces candidum 98%
CLQCA-10-679 Candida boidinii 99%
CLQCA-10-680 Galactomyces candidum 98%
CLQCA-10-682 Debaryomyces hansenii 99%
CLQCA-10-684 Trichosporon terricola 99%
CLQCA-10-685 Wickerhamomyces anomalus 100%
CLQCA-10-686 Candida intermedia 100%
CLQCA-10-687 Rhodotorula dairenensis 98%
CLQCA-10-688 Debaryomyces hansenii 99%
CLQCA-10-689 Debaryomyces hansenii 99%
CLQCA-10-690 Meyerozyma guilliermondii 99%
CLQCA-10-691 Meyerozyma guilliermondii 99%
CLQCA-10-692 Trichosporon asahii 100%
CLQCA-10-693 Wickerhamomyces anomalus 100%
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Anexo 5. Fotografias de las morfologias de las colonias representativas de las
levaduras identificadas. Evaluacion realizada después de siete dias de

incubaciéon en YM agar a 25 °C.

CODIGO ESPECIE FOTOGRAFIA
ASIGNADO

CLQCA-01-027 Candida albicans

CLQCA-01-032 Candida boidinii
CLQCA-10-673
CLQCA-10-679

CLQCA-10-686 Candida
intermedia
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CODIGO ESPECIE
ASIGNADO
CLQCA-01-029 Candida

CLQCA-01-031
CLQCA-01-038

CLQCA-01-028

CLQCA-01-041

Candida sp.

Candida sp. Bq
26

FOTOGRAFIA
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CODIGO ESPECIE FOTOGRAFIA
ASIGNADO
CLQCA-01-023 Candida tropicalis Y

S T

" in e

o T NN TR 1T W nm —

P . 5,
et e .”Qno'..”. - ‘0

.

CLQCA-10-682 Debaryomyces
CLQCA-10-688 hansenii
CLQCA-10-689

CLQCA-10-677 Galactomyces
CLQCA-10-678 candidum
CLQCA-10-680




CODIGO ESPECIE FOTOGRAFIA
ASIGNADO

CLQCA-01-033 Hanseniaspora
CLQCA-01-034 opuntiae
CLQCA-10-674

CLQCA-01-039 Kodamaea
CLQCA-01-040 ohmeri

CLQCA-01-036 Meyerozyma
CLQCA-01-037 guilliermondii
CLQCA-10-690
CLQCA-10-691
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CODIGO
ASIGNADO

CLQCA-01-024 Pichia
CLQCA-01-043 kudriavzevii

CLQCA-10-687 Rhodotorula
dairenensis

CLQCA-10-675 Saccharomyces
cerevisiae

FOTOGRAFIA
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CODIGO ESPECIE
ASIGNADO
CLQCA-10-692 Trichosporon
asabhii
CLQCA-10-684  Trichosporon
terricola

CLQCA-01-026
CLQCA-10-685
CLQCA-10-693

W. anomalus

FOTOGRAFIA
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Anexo 6. Fotografias microscépicas de especies de levaduras. Fotografias
tomadas después de tres dias de incubacién en YM agar a 25°C con

microscopio de contraste de fase. Aumento 100X

CODIGO ESPECIE FOTOGRAFIA
ASIGNADO

CLQCA-01-027 Candida albicans

CLQCA-01-032 Candida boidinii
CLQCA-10-673
CLQCA-10-679

CLQCA-10-686 Candida
intermedia
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CODIGO ESPECIE
ASIGNADO

CLQCA-01-029 Candida
CLQCA-01-031 orthopsilosis
CLQCA-01-038

CLQCA-01-028 Candida sp.

CLQCA-01-041 Candida sp. Bg
26

FOTOGRAFIA
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CODIGO ESPECIE FOTOGRAFIA
ASIGNADO

CLQCA-01-023 Candida tropicalis

Objective Description: 100x

CLQCA-10-682 Debaryomyces
CLQCA-10-688 hansenii
CLQCA-10-689

CLQCA-10-677 Galactomyces
CLQCA-10-678 candidum
CLQCA-10-680
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CODIGO ESPECIE FOTOGRAFIA
ASIGNADO

CLQCA-01-033 Hanseniaspora
CLQCA-01-034 opuntiae
CLQCA-10-674

CLQCA-01-039 Kodamaea
CLQCA-01-040 ohmeri

CLQCA-01-036 Meyerozyma
CLQCA-01-037 guilliermondii
CLQCA-10-690
CLQCA-10-691
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CODIGO ESPECIE
ASIGNADO

CLQCA-01-024 Pichia
CLQCA-01-043 kudriavzevii

CLQCA-10-687 Rhodotorula
dairenensis

CLQCA-10-675 Saccharomyces

cerevisiae

FOTOGRAFIA
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CcODIGO ESPECIE
ASIGNADO
CLQCA-10-692 Trichosporon
asahii
CLQCA-10-684  Trichosporon
terricola

CLQCA-01-026
CLQCA-10-685
CLQCA-10-693

W. anomalus

FOTOGRAFIA
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Anexo 7. Perfiles de RFLPs-ITS en gel de agarosa al 0,8% tefiido con bromuro
de etidio de los productos de PCR y los fragmentos de restriccion del

5.8S-ITS de los aislados representativos de las levaduras identificadas.

CODIGO ESPECIE/FOTOGRAFIA
ASIGNADO
CLQCA-01-027 Candida albicans

LADDER 100 bp ITs LER

700

500

300

100

CLQCA-01-032 Candida boidinii

CLQCA-10-673 LADDER100bp  ITS Hhael Haelll

CLQCA-10-679

700

500

300

100
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CODIGO
ASIGNADO

ESPECIE/FOTOGRAFIA

CLQCA-10-686

CLQCA-01-029
CLQCA-01-031

CLQCA-01-038

700

500

300

100

700

500

300

100

Candida intermedia

LADDER 100 bp ITS Haelll Hinfl

Candida orthopsilosis

LADDER100bp ITS Haelll




CODIGO ESPECIE/FOTOGRAFIA
ASIGNADO

CLQCA-01-028 Candida sp.

LADDER 100 bp ITS Hhael Haelll

700
500
300
10N
LADDER100bp ITS LEC Hinfl
—
—
—
—
700 :
——
s00 p—
——
300 -

100
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CODIGO
ASIGNADO

ESPECIE/FOTOGRAFIA

CLQCA-01-023

CLQCA-10-682
CLQCA-10-688

CLQCA-10-689

700

500

300

100

700

500

300

100

Candida tropicalis

Debaryomyces hansenii

LADDER 100 bp IS Hhael Haelll

CODIGO

ESPECIE/FOTOGRAFIA




ASIGNADO

CLQCA-10-677 Galactomyces candidum

LADDER100bp ITS Hhael Haelll

CLQCA-10-678

CLQCA-10-680

700

500

300

100
CLQCA-10-674 Hanseniaspora opuntiae
FHYEATIREES LADDER 100 bp  ITS Hhael Haelll Hinfl

CLQCA-01-034

700

500

300

100
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CODIGO ESPECIE/FOTOGRAFIA
ASIGNADO
CLQCA-01-039 Kodamaea ohmeri

CLQCA_01_04O LADDER100bp ITS Hhael Haelll

700

500

300

100

Meyerozyma guilliermondii

CLQCA-01-036
LADDER 100 bp ITS Haelll Hinfl

CLQCA-01-037

CLQCA-10-690

CLQCA-10-691

700 —————

500 ————

300 — |

100 ——
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CODIGO
ASIGNADO

ESPECIE/FOTOGRAFIA

CLQCA-01-024

CLQCA-01-043

CLQCA-10-687

700

500

300

100

700

500

300

100

Pichia kudriavzevii

LADDER 100bp ITS

Rhodotorula dairenensis

LADDER 100 bp ITS

Hhael

Haelll

Haelll




CODIGO ESPECIE/FOTOGRAFIA
ASIGNADO

CLQCA-10-675 Saccharomyces cerevisiae

LADDER 100 bp ITS Hhael Haelll

700
500
300
100
CLQCA-10-692 Trichosporon asabhii
LADDER 100 bp ITS LET Haelll
| —
| —
| —
| —
700 -
-
| —
300 -
-




CODIGO ESPECIE/FOTOGRAFIA
ASIGNADO

CLQCA-10-684 Trichosporon terricola

LADDER100bp ITS Haelll

700

500

300

100

CLQCA-01-026 W. anomalus

LADDER100bp ITS GLET Haelll

CLQCA-10-685

CLQCA-10-693

700
500

300

100
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