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RESUMEN

El proceso de fermentacién es un punto clave y esencial para obtener granos de cacao de alta
calidad, ya que en esta etapa intervienen microrganismos que inician la formacion de
precursores de sabor y aroma, dandole al cacao caracteristicas unicas. Actualmente, en el
Per( aln no hay investigaciones que evallen la diversidad de microorganismos presentes en
la fermentacidn, por lo que el objetivo de este estudio fue evaluar la ecologia microbiana
involucrada en el proceso de fermentacion espontanea del cacao fino de aroma de Amazonas
con el fin de dar a conocer la microbiota autoctona y asi elaborar propuestas futuras de
cultivos iniciadores mixtos que afiadan caracteristicas especiales al grano de cacao. Se
identificaron 80 especies durante todo el proceso de fermentacidn, de los cuales 47 especies
pertenecieron a bacterias esporogénicas, 14 a levaduras, 8 a bacterias &cido-lacticas (BAL),
7 bacterias acido-acéticas (BAA) y 4 a hongos filamentosos. Los analisis bioguimicos de
asimilacion de carbohidratos, resistencia al etanol y actividad pectinolitica permitieron
seleccionar siete microorganismos potenciales para la elaboracién de un cultivo iniciador:
Acetobacter orientalis, Kodamaea ohmeri, Lactobacillus nagelii, Lactobacillus plantarum,
Saccharomyces cerevisiae, Torulaspora delbrueckii, Wickerhamomyces anomalus, ya que
presentan un crecimiento promedio de 10.3 UFC/uL en un medio de asimilacion de
carbohidratos, 33.31 y 22.97 UFC/uL en concentraciones de 8 y 15% de etanol,
respectivamente, y Optima actividad pectinolitica (indice DH/DC = 1.0 ;indice AH/AC =
1.87).

Palabras clave: Bacterias acido-acéticas, bacterias acido-lacticas, cacao fino de aroma de

Amazonas, cultivo iniciador, identificacion molecular, levaduras, potencial bioquimico.
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ABSTRACT

The fermentation process is key and essential to obtain high quality cocoa beans, since this
stage involves microorganisms that initiate the formation of flavor and aroma precursors,
giving cocoa its unique characteristics. Currently, there is still no research in Peru that
evaluates the diversity of microorganisms present in fermentation, so the objective of this
study was to evaluate the native microbial ecology involved in the spontaneous fermentation
process of fine aroma cacao from Amazonas in order to know the native microbiota and thus
propose future alternatives of starter cultures that enhance special characteristics to the cacao
bean. Eighty species were identified of which 47 species belonged to sporogenic bacteria, 14
to yeasts, 8 to lactic acid bacteria (LAB), 7 to acetic acid bacteria (AAB), and 4 to filamentous
fungi. Biochemical analyses of carbohydrate assimilation, ethanol resistance and pectinolytic
activity allowed selecting seven potential microorganisms for the elaboration of a starter
culture: Acetobacter orientalis, Kodamaea ohmeri, Lactobacillus nagelii, Lactobacillus
plantarum, Saccharomyces cerevisiae, Torulaspora delbrueckii, Wickerhamomyces
anomalus; for presenting an average growth of 10. 3 CFU/uL in a carbohydrate assimilation
medium, 33.31 and 22.97 CFU/uL in concentrations of 8 and 15%, ethanol respectively, and
optimal pectinolytic activity (DH/DC index = 1.0; AH/AC index = 1.87).

Key words: Acid-acetic bacteria, acid-lactic bacteria, fine aroma cocoa from Amazonas,

starter culture, molecular identification, yeasts, biochemical potential.
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I.  INTRODUCCION

El cacao (Theobroma cacao L.) es un cultivo de gran importancia para la industria
chocolatera por ser la principal materia prima utilizada en la elaboracién de chocolates
(Beckett, 2009; Viesser et al., 2020a). Ademas, el publico en general disfruta de los
derivados del cacao por su sabor y beneficios nutricionales ya que tiene efectos protectores
contra enfermedades cardiovasculares por su alta concentracion de polifenoles y
antioxidantes (Katz et al., 2011; Watson et al., 2013).

El cultivo de cacao es originario del continente americano y solo se cultiva en la zona
ecuatorial (Figueroa et al., 2019). Actualmente, los principales paises productores de
cacao son Costa de Marfil, Ghana, Indonesia y Nigeria, que producen mas de 4.7 millones
de toneladas al afio (FAO, 2018). Europa es el continente que méas cacao importa para su
industrializacion (Rojo et al., 2020).

Per( produce aproximadamente 82 mil toneladas de cacao por afio, siendo San Martin,
Junin, Cusco, Ucayali, Huanuco, Ayacucho y Amazonas las principales regiones para su
cultivo (MINAGRI, 2016;INEI, 2019). Adicionalmente, el pais se ubica como el segundo
productor y exportador de cacao fino de aroma, almendras que se caracterizan por su sabor
y aroma dificiles de replicar con otro tipo de grano (ICCO, 2014; MINAGRI, 2016). Este
tipo de cacao se utiliza para elaborar chocolates oscuros gourmet que otorgan a los
productos terminados caracteristicas Unicas de aroma y sabor (ICCO, 2014).

En la region Amazonas, segin Ordenanza Regional N° 368 (2015), el cultivo de cacao
obtuvo la denominacion de origen “Cacao fino de aroma de Amazonas” debido a su sabor
intenso Unico, siendo ademas producto de un ecosistema biodiverso y del manejo
agroecoldgico que preserva las herencias de la cultura ancestral. Esto ha fomentado la
produccion de granos de cacao de alta calidad en la region, que son reconocidos a nivel
nacional e internacional. También ha ayudado a avanzar en las técnicas de produccion,
fermentacion y secado (MINAGRI, 2016).

Los granos deben someterse a un proceso de fermentacion, secado y tostado para
desarrollar su aroma y sabor caracteristicos (Beckett, 2009; Thompson et al., 2014). Entre
estos, la fermentacion (espontanea) es considerada un proceso critico ya que tiene como
objetivo degradar el embrion de la semilla y evitar que los granos germinen, ademas

permite eliminar la pulpa mucilaginosa que rodea a los granos de cacao (Afoakwa et al.,
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2008). Adicionalmente, durante esta etapa se inicia la formacion de precursores de sabor
y aroma a través de la actividad sucesiva de microorganismos autéctonos del fermento
(Reineccius, 2005).

El proceso de fermentacion dura de 5 a 6 dias y se divide en cuatro fases la primera
involucra el crecimiento de levaduras (Dujon & Louis, 2017), quienes son favorecidos por
la mayor concentracion de glucosa, acidos citricos y baja disponibilidad de oxigeno, y a
partir de ello producen dioxido de carbono, acidos orgénicos y glicerol (Nielsen et al.,
2005; Visintin et al., 2016). Ademas, las levaduras contribuyen a la degradacion de la
pectina en la pulpa del cacao y a la produccion de precursores de compuestos aromaticos
(Crafack et al., 2013). En la segunda etapa, aumenta la concentracion de acido lactico y,
como consecuencia, aumentan las poblaciones de Bacterias Acido Lacticas (BAL),
convirtiendo el &cido citrico y los carbohidratos residuales en acido lactico, acido acético
y manitol (Camu et al., 2007; Schwan & Wheals, 2004). En la tercera fase aumenta la
poblacion de Bacterias Acido Acéticas (BAA), la cual es responsable de la oxidacion del
etanol y la transformacion de acido lactico en acido acético (Adler et al., 2014); éste ultimo
penetra el grano, matando el embrion. En la cuarta y Gltima fase favorece la presencia de
bacterias esporogénicas generalmente se encuentra el género Bacillus (Lefeber et al.,
2011).

En general, las comunidades microbianas involucradas en la fermentacién varian segun la
ubicacién geogréfica y el método de fermentacion (Figueroa et al., 2019). Por ejemplo, un
estudio en Malasia descubri6 que las cepas de levaduras Pichia
kudriavzevii y Hanseniaspora thailandica tienen el potencial para formar parte de un
cultivo iniciador debido a sus caracteristicas bioquimicas que promueven el aumento de
la concentracion de antioxidantes en grano de cacao (Ooi et al., 2020). Por otra parte, las
principales especies de BAL identificadas en la fermentacién de cacao de Costa de Marfil
fueron Lactobacillus plantarum y Lactobacillus fermentum, mientras que las especies de
BAA fueron Acetobacter pasteurianus , Acetobacter ghanensis y Acetobacter
senegalensis (Lefeber et al., 2011). En Camerun, las BAL identificadas pertenecen a las
especies  Lactobacillus  fermentum, Weissella  paramesenteroides y Lactobacillus
paraplantarum, mientras que las BAA encontradas fueron Acetobacter syzygii (Bortolini

et al., 2016). De manera similar, en Ecuador, los analisis revelaron especies de levaduras



como Hanseniaspora opuntiae y Saccharomyces cerevisiae, BAL como Lactobacillus
fermentum y Lactobacillus pentosus, y BAA como Acetobacter pasteurianus durante un
proceso de fermentacion de 5 dias (Papalexandratou et al., 2013), siendo éstas las especies
microbianas mas distintivas del fermento de cacao a nivel mundial y los que tienen un
mayor potencial bioquimico para la elaboracion de un cultivo iniciador.

En este contexto, se han realizado numerosos estudios internacionales con el objetivo de
identificar los microrganismos involucrados en la fermentacion del cacao, explorar sus
caracteristicas bioguimicas y brindar recomendaciones para el desarrollo de cultivos
iniciadores que mejoren la calidad del chocolate. Sin embargo, en Perq, la investigacion
sobre los microorganismos nativos presentes en el proceso de fermentacion del cacao aun
es limitada, razon por la cual el presente estudio tiene como objetivo evaluar la ecologia
microbiana involucrada en el proceso de fermentacion espontanea del cacao fino de aroma
de Amazonas con el fin de dar a conocer la microbiota autoctona y asi elaborar propuestas
futuras de cultivos iniciadores mixtos que afiadan caracteristicas especiales al grano de
cacao. Para esto, se plantearon los siguientes objetivos especificos: i) caracterizar las
condiciones fisicoquimicas y ambientales del proceso de fermentacién espontanea del
cacao fino de aroma de Amazonas, ii) identificar los microorganismos asociados al
proceso de fermentacion y, por ultimo, iii) caracterizar las propiedades bioguimicas de los

microorganismos asociados al proceso de fermentacion.



Il.  MATERIALES Y METODOS
A medida que se desarrollo la investigacion se realizaron numerosas actividades con el

fin de lograr cada uno de los objetivos especificos propuestos (Figura 1).
Figura l

Flujograma de actividades desarrolladas en el estudio de investigacion

Objetivo 2: Identificar los
( \ microorganismos asociados al / \

« Medicion de la humedad proceso de fermentacion « Determinacion de

del fermento de cacao. espontanea del cacao fino de asimilacion de
« Medicion del pH del aroma‘de’Amazonas. carbohidratos.

fermgn'tlo de cacao. « Colecta de la muestra « Determinacion de
« Medicién de la T° del « Aislamiento de tolerancia al etanol.

fermento de cacao. microorganismos. . De@e(minaciér_\ dela

« Caracterizacion actividad pectinolitica.

morfoldgica de los

microorganismos. Objetivo 3: Caracterizar las
« Identificacion molecular de propiedades bioquimicas de
microorganismos a partir los microorganismos asociados
\__ e secuenciamiento Sanger. / al proceso de fermentacion
espontanea del cacao fino de
aroma de Amazonas.

Nota: Para el cumplimiento del objetivo de la investigacion se ha planteado diversas

actividades por cada objetivo especifico.

2.1. Area de estudio

Las muestras de cacao fueron recolectadas en el distrito de Cajaruro (a una altitud de 490
m.s.n.m.), ubicado en la provincia de Utcubamba, region Amazonas. Limita por el Norte
con la provincia de Bagua y Condorcanqui, al Sur con la provincia de Luya, al Este con

la provincia de Bongard, y al Oeste con los distritos de Jamalca y Bagua Grande.

2.2. Proceso metodolégico

2.2.1. Caracterizacion fisicoquimica del proceso de fermentacion cacao
Para caracterizar las condiciones fisicoquimicas del fermento y las condiciones



ambientales durante el proceso de fermentacion del cacao, se tomaron mediciones de
humedad relativa y temperatura del ambiente in situ (utilizando higrémetro); asi como
medidas de temperatura, humedad relativa y pH en el fermento de cacao (utilizando
termometro, higrometro y pH-metro portatil, respectivamente). Los datos se registraron
en cada hora de colecta de las muestras para obtener una informacion mas detallada del

proceso de fermentacion.

2.2.2. Colecta de la muestra
Para realizar el experimento se tomaron 100 gramos de cacao al inicio del proceso de
fermentacion (tiempo 0), y luego a las 12, 24, 36, 48, 60, 72, 84, 96, 108, 120, 132 y
144 horas, con la finalidad de registrar la mayor diversidad de microorganismos durante
todo el proceso (Ooi et al., 2020). Las muestras se extrajeron de la parte central del
fermentador a una altura de 30 cm desde la superficie (Camu et al., 2007). Los granos
fueron colocados en bolsas de plastico estériles y conservados en una cadena de frio a
una temperatura de -20 °C (Ooi et al., 2016), para ser trasladas al laboratorio de Biologia
Molecular y Gendmica de la Universidad Nacional Toribio Rodriguez de Mendoza de

Amazonas.

2.2.3. Aislamiento de microorganismos

En el laboratorio se mezclaron 20 g de muestra con 180 ml de agua de peptona al 0.1%
(p/v) y se agito hasta obtener una muestra homogénea (Camu et al., 2007).

A continuacion, se realizaron 10 diluciones en serie (1.0 ml) en agua de peptona al 0.1%,
de las cuales se tomaron alicuotas (0.1 ml) y se sembraron en diferentes medios de agar
selectivo: Agar extracto de malta mas 100 mg/l de oxitetraciclina para levaduras y
hongos filamentosos, Agar MRS (Man, Rogosa y Sharpe) mas 400 mg/l de
cicloheximida para BAL y Agar GYC (Glucose, yeast extract y calcium carbonate) mas
400 mg/I de cicloheximida para BAA. Posteriormente, las placas se incubaron de 2 a 5
dias a 37 °C hasta observar su crecimiento, y luego se realizaron los repiques y siembras
para cada una de las colonias aisladas hasta que se obtuvieron cultivos axénicos o puros
(Lefeber et al., 2012).

2.2.4. Caracterizacion morfoldgica de los microorganismos

- Caracterizacion macroscopica

Para la caracterizacion macroscépica de las colonias aisladas (bacterias, levaduras y
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hongos filamentosos) se tomaron en consideracion los siguientes parametros: tamafo,
forma, consistencia, textura, superficie, comportamiento con respecto a la luz, color y
olor (Madigan et al., 2009).

- Caracterizacién microscopica

Para la caracterizacién microscépica de hongos (levaduras y hongos filamentosos) se
realizaron tinciones con azul de lactofenol y se observaron en microscopio (objetivo de
100X); las caracteristicas observadas fueron forma, presencia de filamentos y tipo de
reproduccién (Velasco, 2017).

Para la caracterizacién microscopica de bacterias se realizo la técnica de coloracion
Gram y se determind su forma (Cocos, bacilos, espirilos y filamentos) (Nielsen et al.,
2005).

2.2.5. ldentificacion molecular de microorganismos a partir de secuenciamiento

Sanger (DNA barcoding)
La extraccion de ADN se realiz6 usando el kit de extraccion para microorganismos
Quick-DNA Fungal/Bacterial Miniprep Kit (ZymoBIOMICS™), con el principio de la
columna de extraccién a base de silice, siguiendo las instrucciones del fabricante. Para
la identificacion de bacterias se utilizo el gen 16S rRNA (primers, 16S-GM3F: (5'-
AGAGTTTGATCMTGGC-3"); 16S-GM4R: 5°-TACCTTGTTACGACTT-3'), y cuya
amplificacion (mediante PCR, Polymerase Chain Reaction) inici6 con una
desnaturalizacion a 95°C durante 3 min, seguida de 35 ciclos (94 ° C durante 1 min,
50°C durante 1 miny 72 °C durante 1 min), terminando con una extension final a 72 °C
durante 5 min (Lechner et al., 1998). Para la identificacion de las levaduras y hongos
filamentosos se realizé la amplificacion del gen ITS1-5.8S de ADN ribosomal (primers,
ITS1 (5-CGTAGGTGAACCTGCGG-3" e ITS4 (5"-TCCTCCGCTTATTGATATGC-
3"), la cual se inicié con una desnaturalizacion de 95 °C durante 6 min, seguida de 40
ciclos (94 °C durante 50 segundos, 55 ° C durante 50 segundos y 72 ° C durante 1 min)
y terminando una extensién final a 72 ° C durante 10 min (Samagaci et al., 2016; Zarzoso
etal., 1999). Los productos de PCR purificados fueron enviados a secuenciar de manera
comercial en Macrogen (Seul, Corea del Sur). Las secuencias obtenidas fueron
procesadas en el software Chromas v1.45 (McCarthy, 1998) y posterior a ello se

compararon con las secuencias disponibles en la base de datos GenBank utilizando el
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algoritmo BLAST (Centro Nacional de Informacion Biotecnoldgica, Maryland,
EE.UU.) con un porcentaje de similitud del 98% (barcode) (MacHuca et al., 2019).

2.2.6. Calculo de indices de diversidad
Se calcularon indices de diversidad microbiana para medir riqueza y dominancia de
especies en las horas de colecta del fermento. Se utilizé el indice de Shannon-Wiener,
ya que es uno de los indices mas utilizados para calcular diversidad, para medir la
heterogeneidad de una comunidad en base al nimero de especies y su abundancia

relativa (Pla, 2006). Se calcul6 la mediante la formula (Shannon & Weiner, 1949):

s
H=- zPilnPi
i=1

Donde: i = cada especie
S =n°total de especies
Pi = abundancia relativa de cada especie en la comunidad (n° individuos de la

especie i/ n° total de individuos.

Tambien se utilizo el indice de Simpson, el cual representa la probabilidad de que dos
individuos elegidos al azar pertenezcan a la misma especie, es decir indica la relacion
entre numero de especies y abundancia. El célculo se realiz6 mediante la siguiente

férmula (Bouza & Covarrubias, 2005):

Donde: i = cada especie
S =n° total de especies
Pi = abundancia relativa de cada especie en la comunidad (n° individuos de la
especie i/ n° total de individuos.
2.2.7. Caracterizacion bioquimica de los microorganismos aislados
Esta caracterizacion se realizo con el fin de generar informacion del potencial
bioquimico de cada microorganismo para futuras propuestas de cultivo iniciador,

teniendo en cuenta los siguientes criterios (cada uno de ellos se evalu6 por triplicado):

a. Determinacion de asimilacién de carbohidratos



El andlisis de asimilacion de carbohidratos se realiz6 mediante el método descrito por
Wickerham (1951). Los microrganismos se cultivaron en caldo de extracto de malta al
0.3% durante 24 h a 30 ° C, luego se utilizaron 10 ul de cada cultivo para inocular 10 mi
de medio estéril de extracto de levadura al 0.5% suplementado con 1% de sacarosa, 1%
de glucosa, 1% de lactosa y 0.5% de inositol. A continuacion, se incub6 a 30 ° C por 72
h'y se evalud la presencia de gas en los tubos, asi como el crecimiento de las colonias en
UFC / uL (Unidades formadoras de colonia por microlitro) mediante un

espectrofotémetro, lo que indicé el crecimiento fermentativo con produccién de CO..

b. Determinacion de tolerancia al etanol

Para determinar la tolerancia al etanol, se cultivaron 100 ul de microorganismos en
medio de cultivo YNB (YYeast Nitrogen Base, pH 5) con concentraciones de etanol de 8
y 15% (v/v), luego se incubaron a 30°C por 72 h y se evalud el crecimiento de las

colonias mediante el conteo en placa de UFC/ uL (Samagaci et al., 2016).

c. Determinacion de la actividad pectinolitica

La actividad pectinolitica se determiné utilizando el métodos descrito por Soares et al.,
(1999). Levaduras, hongos filamentosos y bacterias se cultivaron en placas que
contenian los medios de cultivo MP5 (con acido poligalacturonico) y MP7 (con pectina)
(Tabla 1y 2)y se incubaron a 30°C durante 72 horas.

Este parametro se evalu0 a través de la formacion de un halo claro o transparente después
de realizar un lavado con bromuro de cetiltrimetilamonio (CTAB) al 1%; para ello se
tomaron medidas de diametro de halo (DH), didmetro de colonia (DC), area de halo
(AH) y éarea de colonia (AH) utilizando el software Image J. Con estos valores se
calcularon los indices de relacién de DH/DC y AH/AC (Silva et al., 2013).



Tabla 1l

Composicion del medio de cultivo MP5 y MP7

Medio de cultivo MP5 y MP7

Insumos Cantidad por litro

Glucosa 509

Acido poligalacturénico o pectina 59

Fosfato dipotasico 60

Sulfato de amonio 20

Extracto de levadura 1lg

Agar 15¢

Solucion nutritiva (Tabla 2) 100 ul

pH 5.5

Nota: Para la evaluacién de la actividad pectinolitica se utilizaron dos medios de cultivo

que se prepararon con distintos insumos.

Tabla 2

Composicidén de solucion nutritiva

Solucion Nutritiva

Insumos Cantidad por litro

Sulfato de fierro 01g
Sulfato de magnesio 209
Cloruro de calcio 01g
Acido boérico 029
Sulfato de manganeso 029
Sulfato de zinc 149
Sulfato de cobre 19

Oxido de molibdeno 029

Nota: Insumos para la preparacion de la solucion nutritiva utilizada en los medios de



cultivos MP5 y MP7.

2.3. Andlisis de datos

Para determinar la diversidad microbiana (abundancia y riqueza en cada una de las horas
de colecta del fermento) involucrados en el proceso de fermentacion de cacao se
utilizaron los indices de Simpson y Shannon-Wiener (Agyirifo et al., 2019). Ademas,
con el fin de cuantificar el nimero y tipo de microorganismo en cada una de las horas de
colecta del fermento se realizaron mapas de calor (Zhao et al., 2014) y un analisis de
correlacion de Pearson entre los parametros fisicoquimicos del fermento (temperatura,
pH, humedad relativa) y el nimero de especies por hora de colecta (Dagnino, 2014).

Para todos estos andlisis se utilizo el software Rstudio v4.1.2 (Boccardo & Ruiz, 2019).

Para identificar el grupo de microorganismos con mayor potencial bioquimico se aplicd
un analisis multivariado mediante el software Infostat version 2020. En primera
instancia, se realizd un analisis de conglomerados con las variables numéricas y
categoricas, con el método de Ward y la distancia de Gower. A continuacion, para
determinar la influencia de los datos numeéricos en la formacion de grupos se realizé un
andlisis de varianza y la prueba de comparacion maltiple de LSD de Fisher. Finalmente,
para los datos categoricos se realizaron tablas de contingencia y un analisis de

correspondencias multiples.

RESULTADOS

3.1. Caracterizacion las condiciones fisicoquimicas y ambientales del proceso
de fermentacion

En total se colectaron 13 muestras de fermento de cacao, cada 12 horas después de
iniciado el proceso de fermentacion (desde las O horas hasta las 144 horas). Los
resultados de los distintos pardmetros evaluados en el fermento y en el ambiente in

situ se describen a continuacion:

3.1.1. En el fermento

Dado que la temperatura, el pH y la humedad relativa son variables directamente
relacionadas con el crecimiento de los microorganismos, se realizaron mediciones de
estas variables (John et al., 2019). En el caso de temperatura, se observd que ésta

aumenta mientras avanza el proceso de fermentacion (Figura 2).
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Figura 2

Temperatura del fermento a cada hora de colecta

Temperatura del fermento (°C)

0 12 24 36 48 60 72 84 96 108 120 132 144
Hora de colecta

Nota: Cada 12 horas se tomaron medidas de temperatura en el fermento
de cacao.

En el caso del pH, se observd que éste se vuelve mas acido en el transcurso del
proceso de fermentacion, comenzando en un pH de 4.79 y finalizando en un pH de
3.59 (Figura 3). De igual forma, en el caso de humedad relativa, se observo que

disminuye durante el proceso de fermentado de 75% a 41.85% (Figura 4).

11



Figura 3

pH del fermento a cada hora de colecta
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Nota: Cada 12 horas se tomaron medidas de pH en el fermento de cacao.
Figura 4

Humedad relativa del fermento a cada hora de colecta
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Nota: Cada 12 horas se tomaron medidas de humedad relativa en el fermento de
cacao.
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3.1.2. En el ambiente
Las mediciones de temperatura y humedad en el ambiente donde se llevé a cabo el
proceso de fermentacidn revelaron que la temperatura (Figura 5) es mas alta en las
mafianas, pero no tuvo efecto sobre la temperatura del fermento. La humedad relativa
en este caso fluctud entre 60,3% Yy 88,4%, con valores mas altos en la tarde (Figura
6).

Figura 5
Temperatura ambiental durante el proceso de fermentacion
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Nota: Cada 12 horas se tomaron medidas de temperatura en el ambiente en el que
se desarroll6 el proceso de fermentacion.
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Figura 6

Humedad relativa ambiental durante el proceso de fermentacion
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Nota: Cada 12 horas se tomaron medidas de humedad relativa en el ambiente en

el que se desarroll6 el proceso de fermentacion.

3.2. Identificacién de los microorganismos aislados del proceso de fermentacién

3.2.1. Caracterizacion morfoldgica
Se obtuvieron un total de 220 colonias (hongos filamentos, levaduras y bacterias),
aisladas de 13 muestras de fermentos de cacao recolectadas en campo. Cada una de
las colonias mostrd distinta morfologia (macroscépica y microscopica) (Ver Anexo
01).

3.2.2. Caracterizacion molecular
Para la identificaciobn molecular de las 220 colonias aisladas se compararon las
secuencias obtenidas de los marcadores 16S (bacterias) e ITS (hongos) con las
depositadas en la base de datos GenBank (algoritmo BLAST), considerando un
porcentaje de similitud del 98%. Como resultado, se identificaron 80 especies
diferentes a lo largo de todo el proceso de fermentacion (Anexo 2); no obstante, el
namero de especies por hora varia, tal como se puede observar en la Figura 7. Las

horas 24 y 48 presentaron un mayor nimero de especies aisladas, siendo 30 y 31
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especies, respectivamente. Ademas, se observo que a partir de las 60 horas de iniciado

el proceso de fermentacion hay un declive en el nimero de especies.
Figura7
Namero de especies identificadas por hora de colecta
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Nota: A lo largo del proceso de fermentacion de cacao se evalud el nimero de

especies de acuerdo con cada una de las horas de colecta de la muestra.

Se realiz6 un analisis de correlacion de Pearson utilizando las variables examinadas
previamente, incluido el nimero de especies, la hora de colecta, la temperatura de
fermentacion, el pH de fermentacion y la humedad de fermentacion, para determinar
el grado de asociacion entre las variables. Segun la Tabla 3, que corresponde a la
matriz de correlacion, se observo que la variable nimero de especies tuvo correlacion
positiva con el pH (0.59) y humedad de fermento (0.68); y una correlacion negativa
con la temperatura del fermento (-0.63) y hora de colecta (-0.67). Asi mismo, la hora
de colecta tuvo correlacion positiva con la temperatura del fermento (0.98) y una

correlacion negativa con el pH (-0.96) y humedad de fermento (-0.99).
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Tabla 3

Matriz de correlacion de Pearson entre las principales variables evaluadas durante

el proceso de fermentacion de cacao

N° de Hora pH del T°del Humedad
especies de fermento fermento del
colecta fermento
N° de especies 1
Hora de colecta -0.67 1
pH del fermento 0.59 -0.96 1
T° del fermento -0.63 0.98 -0.98 1
Humedad del 0.68 -0.99 0.97 -0.98 1
fermento

Nota: Todas las variables son significativas (p< 0.05).
3.2.3. Microorganismos identificados en el proceso de fermentacion
Del total de especies identificadas, 47 especies (58.75%) corresponden a bacterias
esporogénicas,14 especies (17.5%) a levaduras, 8 especies (10%) a bacterias acido-
lacticas (BAL), 7 especies (8.75%) a bacterias acido-acéticas (BAA) y 4 especies
(5%) a hongos filamentosos. Cada grupo mostré distinta predominancia a lo largo del
proceso de fermentacién. Las bacterias esporogénicas, quienes forman endosporas
para darles resistencia en ambientes con condiciones extremas (Sonenshein, 2014),
fueron las méas predominantes durante todo el proceso, alcanzando su punto maximo
al final de la fermentacion (120 horas, 12 especies), mientras que los hongos
filamentosos fueron los menos frecuentes (4 especies en todo el proceso). Por otro
lado, las BAL presentaron una mayor poblacion a la mitad de proceso de fermentacion

(60 horas= 3 especies) y las BAA al inicio (12 horas= 6 especies) (Figura 8).
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Figura 8

Mapa de calor de nimero de especies segun grupo de microorganismos en el proceso

de fermentacion

Nota: Se realizé una clasificacion de las especies de acuerdo con el grupo de microorganismo
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al que pertenezca para ver su comportamiento durante el proceso de fermentacion.

3.2.3.1. Grupo fungi
Dentro de este grupo se encontraron levaduras y los hongos filamentosos, y se
identificaron 10 y 2 géneros, respectivamente. Los géneros de levadura que se
identificaron fueron Pichia, Torulaspora, Wickerhamomyces, Hanseniaspora,
Starmerella, Trichosporon, Saccharomyces, Meyerozyma, Cystofilobasidium,
Rhodotorula. De acuerdo con el mapa de calor (Figura 9), se observé que los géneros
Pichia, Hanseniaspora y Torulaspora fueron los géneros con mayor abundancia en la
primera hora de colecta.
Los géneros de hongos presentes en este proceso de fermentacion fueron Penicilliumy

Aspergillus, siendo este ultimo el mas abundante.
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Figura 9

Mapa de calor de los generos del grupo fungi con respecto a las horas de colecta
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Nota: Esta figura muestra los porcentajes de especies por cada género que se encuentras

dentro del grupo fungi.

3.2.3.2. Grupo de bacterias
Se identificaron 16 géneros de bacterias, de los cuales 11 pertenecieron al subgrupo
de bacterias esporogénicas: Bacillus, Clostridium, Pseudomonas, Serratia,
Klebsiella, Streptomyces, Niallia, Heyndrickxia, Proteus, Providencia vy
Cronobacter. Como se observa en el mapa de calor (Figura 10), el género Bacillus
fue el mas abundante de todo el grupo de bacterias. En el subgrupo de las BAL, se
identificaron 3 géneros, Lactibacillus, Weissella Pediococcus, siendo el género
Lactibacillus el de mayor presencia en las horas de muestreo.
Finalmente, en el subgrupo de las BAA sélo se identificaron dos generos,

Gluconobacter y Acetobacter.
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Figura 10

Mapa de calor de los géneros del grupo de bacterias por horas de colecta
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Nota: Esta figura muestra los porcentajes de especies por cada género que se encuentras

dentro del grupo de bacterias.

3.2.4. Indices de diversidad

Se utilizaron dos indices de biodiversidad con el fin de calcular la diversidad o riqueza

de especies (indice de Shannon) y dominancia de especies (indice de Simpson).

Respecto a la diversidad de especies, los valores mas altos del indice de Shannon (indice
que oscila entre 0 y 5) se obtuvieron a las 12 (3.02), 24 (3.05) y 48 (3.08) horas (Tabla

4), mostrando que la mayor diversidad de especies se registro en la primera etapa de la

fermentacion.

Por otro lado, el andlisis de dominancia mostr6é que el indice de Simpson (indice que

oscila entre 0 y 1) tuvo un valor mas elevado a las 12 (0.95) y 48 (0.94) horas.
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Tabla 4

indices de Shannon- Wiener y Simpson por hora de colecta

Hora de colecta | indice de Indice de
Shannon-  Simpson
Wiener

0 2.74 0.93
12 3.02 0.95
24 3.05 0.93
36 2.72 0.92
48 3.08 0.94
60 2.42 0.91
72 2.19 0.88
84 2.22 0.87
96 2.36 0.89
108 2.52 0.92
120 2.43 0.90
132 2.34 0.90
144 1.89 0.84

Nota: Los valores de los indices fueron calculados para evaluar la diversidad

y dominancia en cada una de las horas de colecta.

3.3. Caracterizacion de las propiedades bioquimicas de los microorganismos

Con la finalidad de identificar microorganismos potenciales para formar parte de un
cultivo iniciador de fermentacién de cacao se evaluaron tres parametros bioquimicos por
triplicado. El valor promedio de asimilacion de carbohidratos fue 8.06 + 5.71 UFC/uL,
siendo 1.06 y 23.67 UFC/uL los valores minimos y maximos, respectivamente (Anexo 5).
La prueba de resistencia al etanol mostré un crecimiento promedio de 13.27 + 14.64
UFC/uL (minimo= 0.10 UFC/uL; méaximo = 61.09 UFC/uL) y 6.92 £ 10.63 (minimo= 0.5
UFC/uL; méaximo = 35.2 UFC/uL) a 8 y 15% de etanol, respectivamente (Anexo 5).
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El analisis de actividad pectinolitica mostré formacion de halos transparentes en 27
especies, y promedio de 0.91 + 0.69 del indice DH/DC (minimo= 0.1; maximo= 2.42) y
1.54 + 1.32 del indice AH/AC (minimo= 6.26; maximo = 1.05) (Anexo 5).

A partir de ello se realiz6 un analisis de conglomerados en el cual se formaron tres
principales grupos (Figura 11), en el cual el grupo 2 presentd un potencial bioquimico alto
y estuvo conformado por las especies Acetobacter orientalis, Kodamaea ohmeri,
Lactobacillus nagelii, Lactobacillus plantarum, Saccharomyces cerevisiae, Torulaspora
delbrueckii, Wickerhamomyces anomalus; el grupo 1 mostré un potencial bioguimico
medio, conformado por las especies Acetobacter indonesiansis, Bacillus sp. Bacillus
stercoris, Bacillus subtilis, Bacillus velezensis, Clostridium beijerinckii, Gluconobacter
cadivus, Serratia proteamaculans, Starmerella etchellsii; y por ultimo con un potencial
bioquimico bajo conformado por las especies Bacillus inaquosorum, Bacillus
licheniformis, Bacillus tequilensis, Cystofilobasidium macerans, Diatractium cordianum,
Gluconobacter frateurii, Lactobacillus farraginis, Lysinibacillus boronitolerans,

Penicillium citrinum, Penicillium sp. quienes pertenecieron al grupo 1.
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Figura 11

Dendrograma del andlisis de conglomerados de las pruebas bioquimicas de los

microorganismos

Lactobacillus farraginis
Penicillium sp.

Diatractium cordianum
Bacillus tequilensis
Lysinibacillus boronitolerans ——
Bacillus licheniformis
Gluconobacter frateurii

:

Cystofilobasidium macerans
Penicillium citrinum —
Bacillus inaquosorum
Torulaspora delbrueckii
Saccharomyces cerevisiae
Lactobacillus plantarum
Kodamaea ohmeri
Lactobacillus nagelii
Wickerhamomyces anomalus
Acetobacter orientalis
Clostridium beijerinckii
Starmerella etchellsii
Bacillus velezensis
Gluconobacter cadivus

Sl

Bacillus stercoris ——

Bacillus sp.

Serratia proteamaculans
Bacillus subtilis
Acetobacter indonesiansis

i

0.

o

0

1.03

2.05 3.08 411

. Grupo 1 . Grupo 2 . Grupo 3

Nota: El analisis de conglomerados nos clasifico 3 grupos de microorganismos segun su

potencial bioquimico (Grupo 1= potencial bioquimico medio; Grupo 2 = potencial

bioquimico alto; Grupo 3 = potencial bioquimico bajo) utilizando el método de Ward

(distancia de Gower = 0.9).
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Para determinar la importancia de las variables numéricas en la formacion de los grupos se
realizaron los analisis de varianza y la prueba de comparaciones maltiples de LSD de Fisher
(Tabla 5). El analisis de varianza determind que cuatro de las cinco variables numéricas
(relacion AH/AC, crecimiento en etanol al 8%, crecimiento en etanol al 15% y crecimiento
en medio de carbohidratos) influenciaron en la formacion de los grupos tres grupos. Respecto
a las variables relacion AH/AC y crecimiento en medio de carbohidratos, los grupos 1y 2
obtuvieron valores mayores; en cambio en las variables de crecimiento en etanol al 8% y
15%, el grupo 2 fue el que reportd el mayor valor, diferenciandose significativamente de los
grupos 1y 3, con valores de crecimiento medio de 33.31y 22.97 UFC/uL, respectivamente.
Por tanto, el grupo 2 fue quien obtuvo mejores resultados en todas las variables evaluadas,
independiente de la variable relacion DH/DC que tuvo un comportamiento no significativo

al no influir en la formacion de los grupos.
Tabla 5

Test de LSD de Fisher de las cinco variables evaluadas

Grupo Relacion Relacion  Crecimiento Crecimiento Crecimiento en
DH/DC AH/AC en etanol al  en etanol al medio de
8% 15% carbohidratos
1 1.00 1.78 % 6.81° 1.06° 11.83°
2 1.072 1.87°* 33.31P* 22,97 10.3°
3 0.732 1.12% 6.36% 1.63% 3.79%*

Nota: * Variables con un valor de significancia p< 0.05;  y ° corresponden a factores de
formacion de grupos.

Para los datos categdricos obtenidos de la variable presencia de gas, se realizaron tablas de
contingencia y un andlisis de correspondencias multiples para ver su asociacién con la
formacion de los grupos. A partir de los resultados obtenidos, se pudo observar que esta
variable si tuvo un comportamiento significativo en la formacion de grupos, mostrando

presencia de gas en los grupos 1y 2 (Figura 12).
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Figura 12

Analisis de correspondencia multiple de la variable categdrica “presencia de gas”
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Nota: Se realizo el analisis de correspondencia multiple para la variable de presencia de gas

que se evalu6 para la prueba bioquimica de asimilacion de carbohidratos.

A partir de los analisis estadisticos realizados a las seis variables, se puede decir que el grupo
2 de microorganismos son los que presentan mayor potencial bioquimico para la elaboracién
de un cultivo iniciador. Dentro de este grupo se encontraron siete especies: Acetobacter
orientalis, Kodamaea ohmeri, Lactobacillus nagelii, Lactobacillus plantarum,
Saccharomyces cerevisiae, Torulaspora delbrueckii y Wickerhamomyces anomalus. A

continuacion (Tabla 6), se muestra un resumen de los resultados obtenidos para el grupo 2:
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Tabla 6

Resultados de las seis variables evaluadas para las siete especies potenciales

Relacion  Relacion  Crecimiento  Crecimiento ~ Crecimiento  Presencia
DH/DC  AH/AC  enetanol al en etanol al en medio de de gas
8% 15% carbohidratos
(UFC/uL) (UFC/uL) (UFC/uL)
Levaduras
Kodamaea ohmeri 1.28 1.89 56.06 34.23 4.24 Si
Saccharomyces 1.36 2.53 41.57 29.11 4.33 Si
cerevisiae
Torulaspora 1.88 2.34 25.93 21.77 13.13 Si
delbrueckii
Wickerhamomyces 1.71 5.21 15.32 12.91 11.35 Si
anomalus
Bacterias &cido-lactica
Lactobacillus 141 2.84 41.13 24.97 18.23 Si
plantarum
Lactobacillus 1.36 2.45 25.93 25.98 13.86 Si
nagelii
Bacterias acido-acéticas
Acetobacter 1.30 2.25 27.26 11.80 6.98 Si
orientalis

Nota: Resultados de las pruebas bioquimicas de las 7 especies con alto potencial bioguimico.

En la evaluacién de la actividad pectinolitica se observo la formacion de halos claros o

transparentes alrededor de la colonia como indicador de actividad pectinolitica (Figura 13y

14).
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Figura 13

Colonias bacterianas con mayor actividad pectinolitica

\ )

Lactobacillus plantarum

. .. 20 mm
Lactobacillus nagelii

Nota: En las fotografias se muestra el antes y después de precipitar CTAB. Las placas

ubicadas a lado izquierdo son colonias sin CTAB, mientras que las ubicadas a la derecha
mostraron formacion de halos alrededor de las colonias luego de la precipitacion del
CTAB.
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Figura 14

Colonias de levaduras con mayor actividad pectinolitica

Wickerhamomyces anomalus Torulaspora delbrueckii

20 mm
Nota: En las fotografias se muestra el antes y después de precipitar CTAB. Las placas
ubicadas a lado izquierdo son colonias sin CTAB, mientras que las ubicadas a la
derecha mostraron formacion de halos alrededor de las colonias luego de precipitar la

precipitacion del CTAB.
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IV. DISCUSION

En esta investigacion se evalué la comunidad microbiana autdctona presente en todo el
proceso de fermentacion del cacao nativo fino de aroma de Amazonas utilizando técnicas de
microbiologia clasica (aislamiento, cultivo y caracterizacion bioguimica) y de biologia
molecular (DNA barcoding y secuenciamiento Sanger). Adicionalmente, se evaluaron las
caracteristicas fisicoquimicas durante el proceso de fermentacion, pues la temperatura y pH
son parametros importantes que influyen en el crecimiento de los microorganismos (John et
al., 2019; Ma et al., 2022).

El nimero maximo de especies de microorganismos se registro a las 48 horas de iniciada la
fermentacion (31 especies), ademas, se observo una tendencia de aumento de temperatura y
disminucion del pH (del fermento) conforme avanzo el proceso de fermentacion.

El fuerte aumento de temperatura puede deberse a la generacién de calor durante la
degradacién de materia organica por los microorganismos (Samagaci et al., 2016; Ordofiez
et al., 2020), mientras que la disminucion de pH, a la aparicién de &cidos (lactico y acético)
producto de la actividad microbiana durante el proceso de fermentacion (De Vuyst & Leroy,
2020). Es importante mencionar que, cuando la temperatura alcanzé los 40°C y el pH bajé a
menos de 4 (a las 60 horas del proceso de fermentacion), el nimero de especies de
microorganismos disminuy6 abruptamente, ya que son pocas las especies tolerantes a estas
condiciones (Garcia et al., 2019). Esto se corrobord con el analisis de biodiversidad mediante
el indice de Shannon-Wiener, el cual mostré un aumento de la diversidad en las primeras 48
horas del proceso de fermentacion, mientras que la dominancia se mantuvo con valores
cercanos a uno, lo que indic6 que se tiene una alta riqueza y abundancia de especies en las
primeras horas de fermentacion.

La técnica de DNA barcoding utilizando los marcadores moleculares 16S e ITS para la
identificacion de bacterias y hongos, respectivamente, permitio la identificacion de 80
especies de microorganismos durante todo el proceso de fermentacion. Las levaduras
conformaron la poblacion dominante durante las primeras 36 horas, ya que se vieron
favorecidas por la mayor concentracion de glucosa, acido citrico y bajo nivel de oxigeno al
inicio del proceso de fermentacion (Mota et al., 2018; Papalexandratou et al., 2011). Las
levaduras son las encargadas de degradar la pectina de la pulpa del cacao y dar inicio a la

formacion de compuestos aromaticos ( Diaz & De Vuyst, 2022; De Vuyst & Leroy, 2020;
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Ho et al., 2014). Las especies de levaduras que se lograron aislar en esta investigacion fueron
Hanseniaspora meyeri, Hanseniaspora opuntiae, Kodamaea ohmeri, Meyerozyma
smithsonii, Pichia kluyveri, Pichia fermentans, Rhodotorula mucilaginosa, Saccharomyces
cerevisiae, Torulaspora delbruecki y Wickerhamomyces anomalus; especies ya reportadas
en investigaciones de cacao desarrolladas a nivel mundial, tales como en Ghana (Daniel et
al., 2009), Costa de Marfil (Koné et al., 2016), Malasia (Ooi et al., 2020) y Brasil (Chagas et
al., 2021). También se aislaron especies de levaduras como Cystofilobasidium macerans,
Starmerella etchellsii y Trichosporon coremiiforme, especies fermentativas que aun no han
sido reportadas en un proceso de fermentacion de cacao.

Respecto a las bacterias acido-lacticas, éstas tuvieron mayor predominancia en la hora 60 y
72 del proceso de fermentacion, pues tras la accion de las levaduras hay mayor concentracion
de etanol y la pulpa, al escurrirse, que permite la entrada de aire, generando mejores
condiciones para el crecimiento de las bacterias (De Vuyst & Leroy, 2020; Lefeber et al.,
2011). La actividad principal de las BAL es degradar los carbohidratos residuales (glucosa
y fructuosa) para convertirlos en acido lactico (De Vuyst & Weckx, 2016; Mozzi et al., 2016;
Ho et al., 2015). Dentro de este grupo se identificaron las especies Lactobacillus plantarum,
Lactiplantibacillus pentosus, Lactobacillus nagelii, Lactiplantibacillus argentoratensis,
Lactobacillus farraginis, Weissella cibaria, Pediococcus acidilactici, especies que ya han
sido reportadas anteriormente en fermentos de cacao por Nielsen et al., (2007) en Ghana,
Kostinek et al.(2008) en Nigeria, Papalexandratou, et al. (2011) en Costa de Marfil,
Illeghems et al. (2015) en Bélgica, Fanche et al. (2020) en Camerun, Viesser et al. (2020b) y
Chagas et al. (2022) en Brasil.

Las bacterias acido-acéticas presentaron un crecimiento de menor proporcion desde las 12
horas del proceso de fermentacion hasta el final. Este grupo de microorganismos es el
encargado de convertir el etanol producido por las levaduras en &cido acético (Ouattara et al.,
2017). Este proceso genera una reaccion exotérmica (incremento de temperatura), la cual
junto con el &cido acético presente producen la muerte del embrion (De Vuyst & Leroy, 2020;
Ho et al., 2018; Lefeber et al., 2010). Dentro de este grupo se aislaron especies como:
Acetobacter orientalis, Acetobacter pasteurianus, Gluconobacter frateurii, Gluconobacter
oxydans; especies reportadas anteriormente en fermentos de cacao en Brasil (Cruz et al.,
2017), Costa de Marfil (Soumahoro et al., 2020), Bélgica (Moens et al., 2014), Ghana
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(Cleenwerck et al., 2007), Ecuador (Papalexandratou, Camu, et al., 2011) y Malasia
(Papalexandratou et al., 2013). También se aislaron las especies Gluconobacter cadivus,
Acetobacter cerevisiae y Acetobacter indonesiansis, quienes ain no han sido reportadas en
estudios de fermento de cacao.

Las bacterias esporogénicas, o formadoras de espora, fueron encontradas durante todo el
proceso de fermentacion; sin embargo, en la etapa final se registr6 un aumento de su
poblacidn, ya que las condiciones de bajo pH (3.85) y alta temperatura (por encima de los
50°C) favorecen el crecimiento de este grupo de bacterias (Sonenshein, 2014). Sin embargo,
algunas de estas bacterias aparecen en el fermento de cacao por las condiciones de manejo y
manipulacion (Pereira & Santa Ana, 2018; Schwan, 1998) y producen compuestos quimicos
y proteinas proteoliticas que proporcionan acidez y sabores y olores desagradables al grano
de cacao(Sarbu & Csutak, 2019). Otros estudios reportan que las bacterias esporogénicas
también podrian aportar en el sabor produciendo compuestos saborizantes, como 2,3-
butanodiol y acidos organicos (Ouattara et al., 2008). Se aislaron 47 especies dentro de este
grupo de bacterias pertenecientes en su mayoria al género Bacillus, y otra menor proporcion
a los géneros Lysinibacillus, Pseudomonas, Serratia, Klebsiella, Clostridium, Streptomyces,
Niallia, Heyndrickxia, Pediococcus, Proteus, Providencia y Cronobacter.

El grupo de microorganismos con menor poblacion fue el de hongos filamentosos, ya que
solo se aislaron las especies Aspergillus fumigatus y Penicillium citrinum y cuyo crecimiento
se dio en las primeras horas del proceso de fermentacion pues tienden a desarrollarse en
ambientes mas frios y en la superficie del fermento (Sarbu & Csutak, 2019). La presencia de
este grupo se asocia a la contaminacion por un mal manejo o una mala manipulacién (Pereira
& Santa Ana, 2018).

De las 80 especies de microorganismos aisladas, 27 tuvieron resultados positivos a las tres
pruebas bioguimicas aplicadas. De este nimero, se seleccionaron siete especies por tener los
mejores resultados, lo que significa que poseen mayor potencial bioquimico para formar parte
de un cultivo iniciador. Se evalu6 la capacidad de degradacion la pectina (actividad
pectinolitica) y asimilacion de carbohidratos, ya que la pulpa de cacao esta compuesta por
pectina y otros carbohidratos simples (glucosa, fructosa, sacarosa), y se priorizé la seleccién
de microorganismos con capacidad para para acelerar el tiempo de fermentacién y eliminar

la pulpa mucilaginosa (Ouattara et al., 2008; Silva et al., 2013). Ademas, se evalud su
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resistencia en concentraciones de etanol porque en las primeras horas de la fermentacion las
concentraciones de etanol son altas (Mota et al., 2018; Ordofiez et al., 2020), y lo que se
busca es que estos microorganismos sobrevivan en estas condiciones.

Dentro del grupo de microorganismos con potencial bioquimico para ser parte de un cultivo
iniciador se encuentran cuatro especies de levaduras, dos especies de BAL y una especie de
BAA. Dentro de las levaduras se obtuvo a las especies Torulaspora delbrueckii,
Saccharomyces cerevisiae, Wickerhamomyces anomalus y Kodamaea ohmeri, levaduras con
actividad fermentativa y que pueden contribuir a la formacion de compuestos aromaticos
(Mota et al., 2018). T. delbrueckii y S. cerevisiae fueron parte de un mix de cultivo iniciador
en un estudio en Brasil, el cual generd buenos resultados al mejorar el sabor del chocolate
(Visintin et al., 2017). Lactobacillus plantarum, y Lactobacillus nagelii son bacterias acido-
lcticas que tienen un mecanismo fermentativo que degrada carbohidratos presentes en el
cacao (llleghems et al., 2015), mientras que Acetobacter orientalis, bacteria acido acética,
también presenta propiedades fermentativas, pero que ain no ha sido estudiada como parte
de un cultivo iniciador.

Con este estudio se busca proponer especies potenciales para la elaboracion de un cultivo
iniciador, y asi, contribuir con el desarrollo sostenible de la produccion de cacao, pues se
enfoca en generar beneficios econdmicos, sociales y ambientales para las familias
productoras. El principal beneficio econdmico es la propuesta de una alternativa que busca
incrementar la calidad del cacao con fines de exportacion (Figueroa et al., 2019),
convirtiendolo en un producto competitivo a nivel nacional y mundial, y con ello se
incrementaria el costo del cacao y a su vez el nivel de ingresos de los agricultores. El uso de
un cultivo iniciador también generara beneficios sociales y ambientales, ya que los
agricultores mejoraran sus condiciones de vida (Gori et al., 2021; Liu et al., 2017) y se
utilizard una herramienta biotecnoldgica (basada en microorganismos autdctonos) que no
generara contaminacién de suelo y agua. Finalmente, este estudio se enmarca en los
siguientes objetivos de desarrollo sustentable como: ODS 1 “Fin de la Pobreza”, ODS 2
“Hambre Cero” y ODS 8 “Promover el crecimiento econémico inclusivo y sostenible, el

empleo y el trabajo decente para todos” (FAO, 2019).

31



CONCLUSIONES

La caracterizacion fisicoquimica del fermento de cacao mostré que el pH disminuy6
de 4.79 a 3.59, la temperatura aumentd de 26°C a 55°C, y la humedad relativa
disminuy6 de 74% a 41.85% durante todo el proceso de fermentacion; estos valores
no se vieron influenciados por la temperatura y humedad del ambiente donde se
desarroll6 este proceso.

Los resultados mostraron un alto crecimiento de colonias durante las primeras 48
horas de fermentacion, mientras que a partir de las 60 horas el nimero de especies de
microorganismos declind; esto debido a que la temperatura alcanzé los 40°C y el pH
bajé a menos de 4, convirtiéndose en condiciones extremas en el que son pocos los
microorganismos que pueden sobrevivir.

A lo largo del proceso de fermentacion se identificaron 80 especies, siendo las horas
24 y 48, las que presentaron mayor numero de especies (31 y 30 especies,
respectivamente). Del total de especies, se obtuvieron 47 especies pertenecieron a
bacterias esporogénicas, 14 a levaduras, 8 a BAL, 7a BAA 'y 4 a hongos filamentosos.
El grupo de las bacterias esporogénicas predominé en la hora 84, las levaduras y
hongos filamentosos a las 0 horas, las BAL en la hora 72, y, por ultimo, las BAA a
las 36 horas.

Las bacterias esporogénicas son grupo de microorganismos mas predominantes
durante el proceso de fermentacion, puesto que en una fermentacion espontanea no
se tiene un control estricto de asepsia.

Se identificaron tres especies de levaduras (Cystofilobasidium macerans, Starmerella
etchellsii, Trichosporon coremiiforme) y tres especies de bacterias acidos acéticas
(Acetobacter cerevisiae, Acetobacter indonesiansis y Gluconobacter cadivus) que
aun no han sido reportadas en estudios de fermento de cacao.

Los andlisis bioguimicos aplicados a los microorganismos (resistencia al etanol,
asimilacion de carbohidratos y actividad pectinolitica) identificaron siete especies
con alto potencial bioquimico para mejorar el proceso de fermentacion del cacao (4
levaduras, 2 BAL y 1 BAA): Acetobacter orientalis, Kodamaea ohmeri,
Lactobacillus nagelii, Lactobacillus plantarum, Saccharomyces cerevisiae,

Torulaspora delbrueckii, Wickerhamomyces anomalus.
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VI.

RECOMENDACIONES

A partir de la identificacion de las siete especies de microorganismos con alto
potencial bioquimico para mejorar el proceso de fermentacion del cacao, se deberian
realizar analisis posteriores para evaluar su compatibilidad y co-crecimiento entre
especies (pruebas de antagonismo), con el fin de elaborar un cultivo iniciador idéneo
en el que los microorganismos no compitan entre si.

Este estudio podria ser usado también para evaluar las concentraciones 6ptimas de
cada especie que podria conformar un cultivo iniciador y la dosificacion ideal de
aplicacion del cultivo en los fermentos de cacao para obtener mejores resultados.
Adicionalmente, se recomienda considerar evaluar el tiempo de fermentacion
adecuado cuando se busque aplicar el cultivo iniciador.

Elaborar un protocolo de conservacion de estos microorganismos para obtener una
presentacion mas accesible para los productores.

Replicar el estudio en otros lugares para ampliar el nimero de especies potenciales
para cultivos iniciadores en nuestro pais.

Evaluar cudl es el efecto de las bacterias esporogénicas en el fermento de cacao,
haciendo una comparacion del puntaje de catacion con el crecimiento de este grupo
de microorganismos dentro del fermento de cacao.

Proponer la creacion de centros o bancos de conservacion de microorganismos con

potencial agronémico e industrial.
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ANEXOS

Anexo 1. Tabla de la caracterizacion morfoldgica tanto macroscopica como microscopica de los microorganismos aislados.

Cédigo Hora | Medio Comporta Bacterias Hongos
. de . de de Tlpo_ de Tamafio | Forma Conglsten Textura | Elevacion | Color Olor Borde miento Tipo de
aislamie - organismo cia respectoa | Gram Forma | Forma | reprodu
colecta | cultivo -
nto la luz ccion
F1 0 PDA Bacteria Mediana | Circular | Mucoide Lisa Convexa | Blanco| Frutado Entero Brillante Positiva | Bacilos
F2 0 PDA Bacteria Mediana | Irregular | Cremosa Lisa Convexa | Crema | Frutado Entero Opaco Positiva | Bacilos
F3 0 AEM Levadura Grande | Irregular Dura Lisa Plana Blanco | Frutado | Ondulado Opaco Ovoide Gen:]aC'o
F5 0 AEM Levadura Pequefia Pu:;t‘lefor Pulvgulen Lisa Convexo | Blanco | Frutado | Ondulado Opaco Esférica Asf;:po
F7 0 AEM Levadura Pequefio | Irregular PUIVE:UIen Lisa Umbonada | Crema | Frutado | Ondulado | Traslucido Eliptica AS?;)SSpO
. . - Gemacio
F8 0 AEM Levadura Grande | Irregular | Mucoide Lisa Convexa | Crema | Frutado | Ondulado Opaco Esférica n
. . . . . . Gemacio
F9 0 AEM Levadura Mediana | Circular | Mucoide Lisa Convexa | Blanco | Frutado Entero Brilloso Ovoide n
. . . . Gemacio
F10 0 AEM Levadura Mediana | Circular | Cremosa Lisa Convexa | Blanco| Frutado Entero Opaco Ovoide n
F11 0 AEM Levadura Pequefia Pumlefor Cremosa Lisa Plana Blanco | Frutado Entero Traslucido Ovoide B'p;:m'
F12 0 PDA Bacteria Grande | Irregular | Cremosa Lisa Plana Crema | Frutado Entero Opaco Positiva | Bacilos
F13 0 AEM Levadura Pequefio Purr;ftlafor Cremosa Lisa Convexa | Blanco| Frutado Entero Traslucido Ovoide As&;aCJ:po
Verde
F15 0 AEM Hongo Mediana | Radial Pulverul y C_on Conidios
enta Hifas
Blanco
F16 0 AEM Levadura Mediana Pumgor Cremosa Lisa Convexa | Crema | Frutado Entero Traslucido Ovoide Blpgr:tlm
F17 0 AEM Levadura Mediana | Irregular | Cremosa | Rugosa | Convexa AT:”' Frutado | Ondulado Opaco Ovoide Gen;amo
Atercio Verde Con
F18 0 AEM Hongo Grande Radial P petréle . Conidios
elado o Hifas
F19 0 AEM Hongo Grande Radial Aterciop Plomo C_on Conidios
elado Hifas
F22 0 PDA Bacteria Mediano | Irregular | Mucoide Lisa Plana Crema | Frutado | Ondulado Brilloso Positiva | Bacilos
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Blanco
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n
. . - Ascospo
D22 12 AEM Levadura Mediana | Irregular | Cremosa Lisa Convexo | Blanco | Frutado | Ondulado Opaco Esférica ras
D24 12 PDA Bacteria Mediana | Irregular | Rugosa Lisa Plana Crema | Sin Olor Entero Opaco Positiva | Bacilos
D25 12 PDA Bacteria Mediana | Irregular | Cremosa | Rugosa Plana Blanco | Sin Olor | Lobulado Opaco Positiva | Bacilos
D26 12 PDA Bacteria Pequefa Purr:::afor Cremosa Lisa Plana Crema Putrgfact Entero Opaco Positiva | Bacilos
D27 12 PDA Bacteria Mediana | Irregular Men;l;rano Plegada Plana Crema Putrgfact Ondulado Opaco Positiva | Bacilos
D28 12 PDA Bacteria Pequefia Pu:;t;for Cremosa Lisa Plana Crema Putrgfact Entero Transgarent Positiva | Bacilos
. . . - Cocobac
D29 12 PDA Bacteria Grande | Irregular | Mucoide Lisa Convexa | Crema | Frutado Entero Opaco Negativa ilos
D1 12 PDA Bacteria Mediana | Irregular | Cremosa Lisa Convexa | Crema | Frutado Entero Opaco Positiva | Bacilos
D2 12 PDA Bacteria Grande | Irregular | Cremosa Lisa Plana Crema | Frutado Entero Opaco Positiva | Bacilos
D3 12 PDA Hongo Mediano | Rugoso Algts)gon Blanco | Terroso Hifas | Conidios
. . Pulverul Verde . . -
D4 12 PDA Hongo Mediana | Radial enta Y Tierra Hifas | Conidios
Blanco
D6 12 AEM Levadura Mediana | Irregular | Cremosa | Rugosa | Convexa AT:”' Frutado | Ondulado Opaco Ovoide Gen:]amo
. . . . . . Gemacio
D7 12 AEM Levadura Mediana | Circular | Mucoide Lisa Convexa | Blanco| Frutado Entero Brilloso Ovoide 0
D8 12 YGC Bacteria Mediano Purr:;for Cremosa | Rugosa Plana Crema | Frutado | Ondulado Opaco Negativo | Bacilos
D13 12 PDA Levadura Mediano | Rugoso Pulvgulen Lisa Convexo | Blanco| Frutado | Ondulado Opaco Esférica Ascr:;Jsspo
D14 12 PDA Bacteria Pequefias Purr:(lafor Cremosa Lisa Plana Crema | Frutado Entero Opaco Negativa Coitl:gsac
D15 12 PDA Bacteria Pequefio Pumlefor Cremosa Lisa Plana Crema | Sin Olor Entero Opaco Negativa | Bacilos
. . . . Gemaci6
D16 12 AEM Levadura Mediana | Circular [ Cremosa Lisa Convexa | Blanco | Frutado Entero Opaco Ovoide 0
D17 12 AEM Levadura Mediana Purr]nt‘lefor Cremosa Lisa Convexa | Crema | Frutado Entero Traslucido Ovoide B'p;:tlu
D18 12 YGC Bacteria Mediano | Irregular | Cremosa Lisa Plana Crema | Frutado | Ondulado Opaco Negativa | Bacilos
D19 12 YGC Bacteria Pequefio Pumlefor Cremosa Lisa Plana M?]rro Frutado | Ondulado | Brilloso | Negativa | Bacilos
Atercio Verde
D11 12 AEM Hongo Grande Radial eladop petrdle | Sin Olor Hifas | Conidios
0
. . . . Gemacio
Gl 24 PDA Levadura Mediana | Circular | Cremosa Lisa Convexa | Blanco| Frutado Entero Opaco Ovoide n
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G2 24 YGC Bacteria Pequefio Pu;t‘lafor Pulvgulen Lisa Plana Mer1]rro Frutado | Ondulado Brilloso Negativa | Bacilos
. . - Gemacio
G3 24 AEM Levadura Grande | Irregular | Mucoide Lisa Convexa | Crema | Frutado | Ondulado Opaco Esférica 0
. . . . . . Gemacio
G10 24 AEM Levadura Mediana | Circular | Mucoide Lisa Convexa | Blanco| Frutado Entero Brilloso Ovoide 0
G4 24 YGC Bacteria Mediano Purr:::afor Cremosa | Rugosa Plana Crema | Frutado | Ondulado Opaco Negativo | Bacilos
. o Puntifor . . . .
G5 24 PDA Bacteria Pequefio me Cremosa Lisa Plana Crema | Sin Olor Entero Opaco Negativa | Bacilos
G6 24 YGC Bacteria Mediano | Irregular | Cremosa Lisa Plana Crema | Frutado | Ondulado Opaco Negativa | Bacilos
G8 24 PDA Bacteria Pequefa Purr:::afor Cremosa Lisa Plana Crema Putrgfact Entero Opaco Positiva | Bacilos
Atercio Verde
G11 24 AEM Hongo Grande Radial eladop petréle | Sin Olor Hifas | Conidios
0
. . . - Gemacio
G12 24 AEM Levadura Mediana | Circular | Cremosa Lisa Plana Blanco | Frutado Entero Opaco Eliptica 0
G13 24 MRS Bacteria Mediano Purr:éfor Cremosa Lisa Convexa An;':”' Frutado Entero Brilloso Positiva | Bacilos
. . Putrefact . -
G14 24 MRS Bacteria Mediano | Irregular | Cremosa | Rugosa | Convexa | Blanco o Ondulado Opaco Positiva | Bacilos
G15 24 MRS Bacteria Mediana Purr:éfor Cremosa Lisa Convexa | Crema | Frutado Entero Brilloso Positiva Coi?(c)msb ac
G16 24 MRS Bacteria Mediana | Circular | Cremosa Lisa Plana Crema | Sin Olor Entero Brilloso Positiva | Bacilos
G17 24 MRS Bacteria Mediana | Irregular | Cremosa Lisa Convexa | Crema | Frutado Entero Opaco Positiva | Bacilos
G18 24 MRS Bacteria Mediano | Irregular | Mucoide Lisa Plana Crema | Frutado | Ondulado Brilloso Positiva | Bacilos
G20 24 MRS Bacteria Grande | Irregular | Cremosa | Plegada Plana Crema | Frutado | Lobulado Opaco Positiva | Bacilos
G21 24 MRS Bacteria Mediana | Irregular | Cremosa Lisa Convexa | Crema | Frutado Entero Opaco Positiva | Bacilos
G23 24 MRS Bacteria Pequefio Purr:éfor Cremosa Lisa Plana Crema | Frutado Entero Brilloso Positiva | Bacilos
G24 24 MRS Bacteria Mediano | Irregular | Cremosa Lisa Convexa | Crema | Frutado Entero Brilloso Positiva | Bacilos
G25 24 MRS Bacteria Grande | Irregular | Cremosa Lisa Plana Crema | Frutado Entero Opaco Positiva | Bacilos
G26 24 PDA Levadura Grande Rizoide | Cremosa Lisa Convexo | Blanco | Frutado | Ondulado Opaco Esférica Asgg:po
G27 24 MRS Bacteria Pequefias Purr]nt‘lefor Cremosa Lisa Plana Crema | Frutado Entero Opaco Negativa COﬁgEaC
G28 24 PDA Bacteria Mediana | Irregular Merr;t;rano Plegada Plana Crema Putrgfact Ondulado Opaco Positiva | Bacilos
G19 24 PDA Bacteria Mediana | Irregular | Cremosa Lisa Convexa | Crema | Frutado | Ondulado Brilloso Positiva | Bacilos
Atercio Verde
G33 24 AEM Hongo Mediana | Radial eladap Con Tierra Hifas | Conidios
Blanco
G36 24 YGC Bacteria Mediano | Irregular | Cremosa Lisa Elevada | Crema | Frutado Entero Brilloso Positiva | Bacilos
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G39

24

YGC

Bacteria

Grande

Irregular

Mucoide

Lisa

Convexa

Crema

Frutado

Entero

Opaco

Negativa

Cocobac

ilos
. ~ Puntifor . . . .
G40 24 YGC Bacteria Pequefio me Cremosa Lisa Convexa | Crema | Frutado Entero Brilloso Positiva | Bacilos
G41 24 YGC Bacteria Grande Rizoide | Cremosa | Rugosa Plana M?]”O Frutado | Lobulado Opaco Positiva | Bacilos
C1 36 MRS Bacteria Mediano Purr:::afor Cremosa Lisa Convexa An;':”' Frutado Entero Brilloso Positiva | Bacilos
C3 36 YGC Bacteria Mediano | Irregular | Cremosa Lisa Plana Crema | Frutado | Ondulado Opaco Negativa | Bacilos
C4 36 YGC Bacteria Pequefio PurrLtlefor Cremosa Lisa Plana Mz;rro Frutado | Ondulado Brilloso Negativa | Bacilos
C5 36 MRS Bacteria Grande | Irregular | Cremosa Lisa Plana Crema | Frutado | Lobulado Opaco Positiva | Bacilos
C6 36 MRS Bacteria Mediano | Irregular | Mucoide Lisa Plana Crema | Frutado | Ondulado Brilloso Positiva | Bacilos
C7 36 MRS Bacteria Mediana | Irregular | Cremosa Lisa Convexa | Crema | Frutado Entero Opaco Positiva | Bacilos
C11 36 MRS Bacteria Pequefias Puir%nefor Cremosa Lisa Plana Crema | Frutado Entero Opaco Negativa Coiclg?ac
C12 36 PDA Bacteria Mediana Pu:;t‘lefor Cremosa Lisa Convexa | Blanco| Frutado | Ondulado Opaco Positiva | Bacilos
Atercio Verde
C13 36 PDA Hongo Grande Radial elado P petréle | Sin Olor Hifas | Conidios
0
. . . . Gemaci6
C17 36 PDA Levadura Mediana | Circular | Cremosa Lisa Convexa | Blanco| Frutado Entero Opaco Ovoide 0
C18 36 PDA Bacteria Mediano Pumlefor Cremosa Lisa Convexa An;':”' Frutado Entero Brilloso Positiva | Bacilos
. . . - Gemacio
C20 36 AEM Levadura Mediana | Circular | Cremosa Lisa Plana Blanco | Frutado Entero Opaco Eliptica n
c21 36 YGC Bacteria Mediano Purr:éfor Cremosa | Rugosa Plana Crema | Frutado | Ondulado Opaco Negativo | Bacilos
C10 36 YGC Bacteria Grande Rizoide | Cremosa | Rugosa Plana M?]rro Frutado | Lobulado Opaco Positiva | Bacilos
c23 36 YGC Bacteria Mediano | Irregular Merr;l;rano Plegada Plana Crema Putrgfact Ondulado Opaco Positiva | Bacilos
C16 36 YGC Bacteria Pequefio | Irregular | Cremosa Lisa Plana Me;rro Putrgfact Entero Brilloso Positiva | Bacilos
C24 36 YGC Bacteria Grande | Irregular | Cremosa Lisa Convexa | Crema | SinOlor | Ondulado Opaco Negativa | Bacilos
H1 48 YGC Bacteria Mediano | Irregular | Cremosa Lisa Plana Crema | Frutado | Ondulado Opaco Negativa | Bacilos
H2 48 MRS Bacteria Mediano | Irregular | Cremosa Lisa Convexa An;':”' Frutado | Ondulado Brilloso Positiva | Bacilos
. . . . Gemacio
H3 48 PDA Levadura Mediana | Circular | Cremosa Lisa Convexa | Blanco| Frutado Entero Opaco Ovoide 0
i i ; Putrefact - " .
H5 48 MRS Bacteria Mediano | Irregular | Cremosa Lisa Plana Crema o Entero Brilloso Positiva | Bacilos
H6 48 PDA Bacteria Mediano | Circular | Mucoide Lisa Convexa | Blanco | Frutado Entero Brillante Positiva | Bacilos
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Puntifor

H4 48 YGC Bacteria Mediano me Cremosa | Rugosa Plana Crema | Frutado | Ondulado Opaco Negativo | Bacilos
H7 48 PDA Bacteria Mediano | Circular | Cremosa | Rugosa | Convexa | Blanco| Frutado | Ondulado Opaco Positiva | Bacilos
H9 48 YGC Bacteria Pequefio Pumiefor Cremosa Lisa Plana Me;rr(’) Frutado | Ondulado | Brilloso | Negativa | Bacilos
H11 48 MRS Bacteria Pequefio Pum;for Cremosa Lisa Convexa | Crema | Sin Olor Entero Brilloso Positiva | Bacilos
H12 48 MRS Bacteria Mediano Pum‘iefor Cremosa Lisa Convexa AT:“' Frutado Entero Brilloso Positiva | Bacilos
H13 48 MRS Bacteria Mediano | Circular | Cremosa Lisa Convexa Na;anj Frutado Entero Brilloso Negativa | Bacilos
H15 48 MRS Bacteria Grande | Irregular | Cremosa | Rugosa | Convexa | Crema | Frutado Entero Brilloso Negativa | Cocos
H16 48 MRS Bacteria Pequefio Purr111tiefor Cremosa Lisa Plana Crema | Frutado Entero Brilloso Positiva | Bacilos
H18 48 MRS Bacteria Mediano | Circular | Cremosa Lisa Plana Crema | Frutado Entero Traslucido | Positiva | Bacilos
H20 48 MRS Bacteria Mediana | Irregular | Cremosa Lisa Convexa | Crema | Frutado Entero Opaco Positiva | Bacilos
H21 48 MRS Bacteria Grande Rizoide | Cremosa | Rugosa Plana M?]rré Frutado | Lobulado Opaco Positiva | Bacilos
H22 48 MRS Bacteria Pequefio Purr:}iefor Cremosa Lisa Convexa | Crema | Sin Olor Entero Brilloso Positiva | Bacilos
H24 48 MRS Bacteria Mediano | Irregular | Mucoide Lisa Plana Crema | Frutado | Ondulado | Brilloso Positiva | Bacilos
H25 48 MRS Bacteria Pequefias Pu;t‘iafor Cremosa Lisa Plana Crema | Frutado Entero Opaco Negativa Coiclgi)ac
H26 48 MRS Bacteria Mediano | Irregular | Cremosa Lisa Convexa | Crema | Frutado Entero Brilloso Positiva | Bacilos
H27 48 MRS Bacteria Grande | Irregular | Cremosa Lisa Plana Crema | Frutado Entero Opaco Positiva | Bacilos
H28 48 YGC Bacteria Grande | Irregular | Cremosa Lisa Convexa | Crema | SinOlor | Ondulado Opaco Negativa | Bacilos
H29 48 PDA Bacteria Mediano | Irregular | Cremosa | Rugosa | Convexa | Blanco Putrgfact Ondulado Opaco Positiva | Bacilos
H33 48 AEM Levadura Mediano Purr:qtiefor Cremosa Lisa Convexa Naarlanj Frutado Entero Brilloso Ovoide Gen:]aci()
H34 48 AEM Hongo Mediano | Irregular Puel\rgul Crema | Sin Olor Iﬁ?ar; Conidios
H35 48 YGC Bacteria Mediano | Irregular Merr;t;rano Plegada Plana Crema Putrgfact Ondulado Opaco Positiva | Bacilos
H36 48 AEM Levadura Mediano Purr:'iafor Cremosa Lisa Convexa Na;anj Frutado Entero Brilloso Ovoide Gen;acié
H37 48 YGC Bacteria Mediano | Irregular | Mucoide Lisa Plana Crema | Frutado | Ondulado Brilloso Positiva | Bacilos
H38 48 YGC Bacteria Mediana | Irregular | Cremosa Lisa Convexa | Crema | Frutado Entero Opaco Positiva | Bacilos
H39 48 YGC Bacteria Pequefio | Irregular Men;l;rano Plegada Plana Crema Putrgfact Ondulado Opaco Positiva | Bacilos
H40 48 YGC Bacteria Grande | Irregular | Cremosa Lisa Convexa | Crema | Sin Olor | Ondulado Opaco Negativa | Bacilos
11 60 PDA Bacteria Mediano | Circular | Cremosa | Rugosa | Convexa | Blanco | Frutado | Ondulado Opaco Positiva | Bacilos
12 60 PDA Bacteria Pequefia Pu;t‘iafor Mucoide Lisa Plana Crema | Sin Olor Entero Transg)arem Positiva | Espirilos
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13 60 MRS Bacteria Pequefio | Irregular Men;t;rano Plegada Plana Crema Putrgfact Ondulado Opaco Positiva | Bacilos
14 60 MRS Bacteria Mediano | Irregular | Mucoide Lisa Plana Crema | Frutado | Ondulado | Brilloso Positiva | Bacilos
16 60 MRS Bacteria Mediana | Irregular | Cremosa Lisa Convexa | Crema | Frutado Entero Opaco Negativa | Bacilos
17 60 MRS Bacteria Grande Rizoide | Cremosa | Rugosa Plana Mz;rro Frutado | Lobulado Opaco Positiva | Bacilos
19 60 YGC Bacteria Pequefio Purr:::afor Cremosa Lisa Plana M?]”O Frutado | Ondulado | Brilloso | Negativa | Bacilos
110 60 MRS Bacteria Mediano Pur'jntgor Cremosa Lisa Convexa AT:”' Frutado Entero Brilloso Positiva | Bacilos
111 60 MRS Bacteria Mediano Pu:;t;for Cremosa Lisa Convexa AT:"' Frutado Entero Brilloso Positiva | Bacilos
. . Putrefact -, .
112 60 MRS Bacteria Mediano | Irregular | Cremosa | Rugosa | Convexa | Blanco o Ondulado Opaco Positiva | Espirilos
113 60 YGC Bacteria Mediano Pugqt;for Cremosa | Rugosa Plana Crema | Frutado | Ondulado Opaco Negativo | Bacilos
114 60 PDA Bacteria Mediano | Circular | Cremosa | Rugosa | Convexa | Blanco| Frutado | Ondulado Opaco Positiva | Bacilos
18 60 PDA Bacteria Mediana | Circular | Cremosa Lisa Convexa | Blanco | Sin Olor Entero Brilloso Positiva | Bacilos
B3 72 MRS Bacteria Mediana | Irregular | Cremosa Lisa Convexa | Crema | Frutado Entero Opaco Positiva | Bacilos
B5 72 PDA Bacteria Pequefio | Irregular | Cremosa Lisa Plana Mar1]rro Putrgfact Ondulado Brilloso Positiva | Bacilos
B8 72 MRS Bacteria Mediano Pu;t‘lafor Cremosa Lisa Convexa | Crema | Frutado Entero Brilloso Negativa Coiclgi)ac
B6 72 PDA Bacteria Mediano | Irregular | Cremosa Lisa Convexa | Blanco | Frutado Entero Opaco Positiva | Bacilos
B7 72 PDA Bacteria Mediano | Circular | Cremosa Lisa Convexa Na;anj Frutado Entero Brilloso Negativa | Bacilos
B9 72 MRS Bacteria Mediano Puméfor Cremosa Lisa Convexa AT:”' Frutado Entero Brilloso Positiva | Bacilos
B11 72 MRS Bacteria Pequefio | Irregular | Cremosa Lisa Convexa | Crema | Sin Olor Entero Brilloso Positiva | Bacilos
B12 72 MRS Bacteria Pequefio Purr:(lafor Cremosa Lisa Convexa | Crema | Frutado Entero Brilloso Positiva | Bacilos
. . . Putrefact - -, .
B13 72 PDA Bacteria Mediano | Irregular | Cremosa Lisa Plana Crema o Entero Brilloso Positiva | Bacilos
B14 72 PDA Bacteria Mediano Purr]11t|efor Cremosa Lisa Convexa AT:”' Frutado Entero Brilloso Positiva | Bacilos
B15 72 YGC Bacteria Pequefio Purr]nt‘lefor Cremosa Lisa Plana M?]rro Frutado | Ondulado Brilloso Negativa | Bacilos
Al 84 MRS Bacteria Grande | Irregular | Mucoide Lisa Plana Crema | Frutado Entero Transgarent Positiva | Bacilos
. ~ Puntifor - . . . . .
A3 84 MRS Bacteria Pequefio me Mucoide Lisa Plana Crema | Sin Olor Entero Traslucido | Positiva | Bacilos
A6 84 MRS Bacteria Grande | Irregular Men;l;rano Plegada Plana Crema Putrgfact Ondulado Opaco Positiva | Bacilos
A8 84 PDA Bacteria Mediano | Irregular | Cremosa Lisa Convexa AT:"' Frutado | Ondulado Brilloso Positiva | Bacilos
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A9 84 PDA Bacteria Mediana | Irregular | Cremosa Lisa Convexa | Crema | Frutado Entero Opaco Positiva | Bacilos
Al0 84 MRS Bacteria Pequefio Purr:(iefor Mucoide Lisa Plana Na;anj Frutado Entero Traslucido | Positiva | Bacilos
Al4 84 MRS Bacteria Pequefio Pumiefor Cremosa Lisa Plana Crema | Frutado Entero | Trasparente | Positiva | Bacilos
Al5 84 YGC Bacteria Pequefio Purr111tief0r Cremosa Lisa Plana M?:ré Frutado | Ondulado | Brilloso | Negativa | Bacilos
Al7 84 PDA Bacteria Pequefio Pum‘iefor Cremosa Lisa Plana Crema | Frutado Entero Brilloso Positiva | Bacilos
Al2 84 PDA Bacteria Grande | Irregular | Cremosa Lisa Convexa Mz;rré Putrgfact Entero Brilloso Negativa | Bacilos
A7 84 PDA Bacteria Mediano | Circular [ Cremosa Lisa Plana Crema | Frutado Entero Brilloso Positiva | Bacilos
J1 96 MRS Bacteria Pequefio Purr111tiefor Cremosa Lisa Plana Crema | Frutado Entero Brilloso | Negativa [ Bacilos
J2 96 PDA Bacteria Mediana | Irregular | Cremosa Lisa Convexa | Crema | Frutado Entero Opaco Positiva | Bacilos
J3 96 YGC Bacteria Pequefio Purr:(iefor Cremosa Lisa Plana M?]rré Frutado | Ondulado Brilloso Negativa | Bacilos
J4 96 MRS Bacteria Mediano | Irregular | Mucoide Lisa Plana Crema | Frutado | Ondulado Brilloso Positiva | Bacilos
J5 96 MRS Bacteria Pequefio Purr:}iefor Cremosa Lisa Plana Crema | Frutado Entero Brilloso Positiva | Cocos
J6 96 MRS Bacteria Pequefio Purr:]t(iafor Cremosa Lisa Plana Crema | Frutado Entero Brilloso Positiva | Bacilos
J7 96 MRS Bacteria Pequefio Purr:(iafor Cremosa Lisa Plana Crema | Frutado Entero Brilloso | Negativa | Espirilos
J8 96 YGC Bacteria Pequefio Purr:Lfor Cremosa Lisa Plana Crema | Frutado Entero Brilloso | Negativa Coﬁgsb ac
J10 96 MRS Bacteria Grande | Irregular | Cremosa Lisa Convexa Me:]rr(’) Putrgfact Entero Brilloso | Negativa [ Bacilos
J11 96 MRS Bacteria Grande | Irregular | Cremoso Lisa Plana Crema | Frutado Entero Opaco Positiva | Bacilos
J12 96 MRS Bacteria Pequefio Purr:Lfor Cremosa Lisa Plana Crema | Frutado Entero Traslucida | Positiva | Bacilos
J13 96 MRS Bacteria Pequefio Purr;téfor Cremosa Lisa Plana Crema | Frutado Entero Brilloso Positiva | Bacilos
El 108 MRS Bacteria Grande | Irregular | Mucoide Lisa Plana Crema Putrgfact Entero Traslucida | Negativa | Bacilos
E2 108 MRS Bacteria Pequefio | Irregular | Cremoso Lisa Convexa | Crema | Sin Olor Entero Brilloso Positiva | Bacilos
E3 108 MRS Bacteria Mediano Purr:(iafor Cremosa Lisa Convexa Ar?:ril Frutado Entero Brilloso Positiva | Bacilos
E4 108 MRS Bacteria Mediano | Irregular | Mucoide Lisa Plana Crema | Frutado | Ondulado Brilloso Positiva | Bacilos
E5 108 MRS Bacteria Mediana | Irregular | Cremosa Lisa Convexa | Crema | Frutado Entero Opaco Positiva | Bacilos
E6 108 MRS Bacteria Mediano | Circular | Cremoso Lisa Convexa | Crema | Frutado Entero Brillosa Negativa | Bacilos
E7 108 PDA Bacteria Mediana | Circular | Cremosa Lisa Elevada | Crema | Sin Olor Entero Brilloso Positiva | Bacilos
E9 108 MRS Bacteria Pequefio Pu;t‘iafor Cremosa Lisa Plana Crema | Frutado Entero Brilloso Positiva | Bacilos
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E1ll 108 MRS Bacteria Grande | Irregular | Cremoso Lisa Plana Crema | Frutado Entero Opaco Positiva | Bacilos
E13 108 PDA Bacteria Grande Rizoide | Cremosa | Rugosa Plana M?]rré Frutado | Lobulado Opaco Positiva | Bacilos
E8 108 YGC Bacteria Pequefio Pumiefor Cremosa Lisa Plana Crema | Frutado Entero Brilloso | Negativa Coﬁgsbac
E15 108 PDA Bacteria Pequefio Purr111tief0r Mucoide Lisa Plana Crema | Sin Olor Entero Traslucido | Positiva | Bacilos
E10 108 MRS Bacteria Grande | Irregular | Mucoide Lisa Convexa | Crema | Frutado | Ondulado Transeparent Positiva | Bacilos
K1 120 MRS Bacteria Grande | lrregular | Cremoso Lisa Plana Crema | Frutado Entero Opaco Positiva | Bacilos
K2 120 MRS Bacteria Mediano | Irregular | Cremosa Lisa Plana Crema Putrgfact Entero Brilloso Positiva | Bacilos
K3 120 MRS Bacteria Mediana | Irregular | Cremosa Lisa Convexa | Crema | Frutado Entero Opaco Positiva | Bacilos
K4 120 MRS Bacteria Mediano | Circular | Cremosa Lisa Convexa Na;anj Frutado Entero Brilloso | Negativa | Bacilos
K5 120 MRS Bacteria Pequefio Purr:(iefor Cremosa Lisa Plana Crema | Frutado Entero Brilloso Positiva | Bacilos
K7 120 MRS Bacteria Mediano | Irregular | Mucoide Lisa Plana Crema | Frutado | Ondulado | Brilloso Positiva | Bacilos
K8 120 MRS Bacteria Grande | Irregular | Mucoide Lisa Plana Crema Putrgfact Entero Traslucida | Negativa | Bacilos
K10 120 MRS Bacteria Grande | Irregular | Cremoso Lisa Plana Crema | Frutado Entero Opaco Positiva | Bacilos
K12 120 PDA Levadura Grande | Circular | Cremosa Lisa Elevada Rogad Frutado Entero Opaco Eliptica Gen:]aci()
K13 120 MRS Bacteria Grande Rizoide | Cremosa | Rugosa Plana Mz;rré Frutado | Lobulado Opaco Positiva | Bacilos
K15 120 MRS Bacteria Mediano | Irregular | Cremosa Lisa Plana Crema Putrgfact Entero Brilloso Positiva | Bacilos
K16 120 MRS Bacteria Mediana | Irregular | Cremosa Lisa Convexa | Crema | Frutado Entero Opaco Positiva | Bacilos
K17 120 PDA Bacteria Pequefio Purr:qt‘iefor Cremosa Lisa Plana Blanco | Frutado Entero Brilloso Positiva | Bacilos
K18 120 YGC Bacteria Pequefio Purr]nt‘iefor Cremosa Lisa Plana Crema | Frutado Entero Brilloso Negativa COﬁgEaC
K19 120 PDA Bacteria Grande | Irregular | Cremosa Lisa Convexa | Blanco Putrgfact Entero Brilloso Negativa | Bacilos
L1 132 PDA Bacteria Grande | lrregular Merr;l;)rano Plegada Plana Crema Putrgfact Ondulado Opaco Positiva | Bacilos
L2 132 PDA Bacteria Mediana | Irregular [ Cremosa Lisa Convexa | Crema | Frutado Entero Brilloso Positiva | Bacilos
L3 132 PDA Bacteria Pequefia Pu;:]t(iefor Cremosa Lisa Plana Blanco | Frutado Entero Brilloso Positiva | Bacilos
L4 132 MRS Bacteria Grande | Irregular | Cremosa Lisa Plana Crema Putrgfact Entero Transeparent Positiva | Bacilos
L5 132 MRS Bacteria Mediano | Irregular | Cremosa Lisa Plana Crema Putrgfact Entero Brilloso Positiva | Bacilos
L6 132 MRS Bacteria Grande | Irregular | Cremosa Lisa Plana Crema | Frutado Entero Opaco Positiva | Bacilos
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L7 132 YGC Bacteria Pequefio Pu;t‘iafor Cremosa Lisa Plana Crema | Frutado Entero Brilloso Negativa Coiclgi)ac
L8 132 MRS Bacteria Pequefio Pu;:]t(iefor Cremosa Lisa Plana Crema | Frutado Entero Brilloso Positiva | Bacilos
L9 132 MRS Bacteria Mediana | Irregular | Cremosa Lisa Convexa | Crema | Frutado Entero Opaco Positiva | Bacilos
L10 132 MRS Bacteria Pequefio Pum;for Cremosa Lisa Convexa | Crema | Sin Olor Entero Brilloso Positiva | Bacilos
L11 132 MRS Bacteria Grande | Irregular | Cremosa Lisa Plana Crema | Frutado Entero Opaco Positiva | Bacilos
M1 144 MRS Bacteria Mediano | Circular | Cremosa Lisa Convexa Na;anj Frutado Entero Brilloso Negativa | Bacilos
M8 144 YGC Bacteria Pequefio Pu:;téfor Cremosa Lisa Plana Crema | Frutado Entero Brilloso Negativa Coﬁgs ac
M2 144 MRS Bacteria Pequefio Purr111tiefor Cremosa Lisa Plana Crema | Frutado Entero Brilloso Positiva | Bacilos
M3 144 PDA Bacteria Grande Rizoide | Cremosa | Rugosa Plana M?]rré Frutado | Lobulado Opaco Positiva | Bacilos
M4 144 MRS Bacteria Mediana | Irregular | Cremosa Lisa Convexa | Crema | Frutado Entero Brilloso Positiva | Bacilos
M5 144 MRS Bacteria Mediana | Irregular [ Cremosa Lisa Convexa | Crema | Frutado Entero Opaco Positiva | Bacilos
M6 144 MRS Bacteria Mediano | Circular | Cremosa Lisa Convexa Na;anj Frutado Entero Brilloso Negativa | Bacilos
M7 144 MRS Bacteria Grande | Irregular | Cremosa Lisa Plana Crema | Sin Olor | Lobulado | Trasparente | Positiva | Bacilos
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Anexo 2. ldentificacion molecular de las 220 muestras aisladas y comparadas con la base

de datos de Genbank con un porcentaje de similitud del 98%.

- - Hora Porcentaj
;ggr%()ie?ﬁ gg?;%?:ige de Nombre de la especie segun Cadigo de e_de_ _ :
o n colect | Genbank Genbank similitud

a (%)
F1 MC_53 0 Lactobacillus plantarum MT613627.1 | 100
F2 MC_170 |0 Bacillus subtilis ONB834409.1 | 100
F3 MC_16 0 Pichia kluyveri FM199971.1 |{99.76
F4 MC_207 |0 Aspergillus fumigatus OW988641.1 | 100
F5 MC_46 0 Torulaspora delbrueckii OW984619.1 | 100
F6 MC_07 0 Kodamaea ohmeri LC317627.1 |98.13
F7 MC_03 0 Pichia fermentans KF468218.1 |100
F8 MC_23 0 Kodamaea ohmeri LC317627.1 |99.01
F9 MC_10 0 Wickerhamomyces anomalus 0OW986480.1 | 99.66
F10 MC_39 0 Saccharomyces cerevisiae MH979683.1 | 100
F11 MC_37 0 Hanseniaspora meyeri KY103531.1 100
F12 MC_15 0 Bacillus sp. MT579845.2 | 101
F13 MC_17 0 Starmerella etchellsii MHO037567.1 | 100
F14 MC_33 0 Bacillus subtilis ONB882057.1 | 100
F15 MC_204 |0 Penicillium citrinum ON908684.1 | 100
F16 MC_36 0 Hanseniaspora opuntiae MN378439.1 |98.83
F17 MC_32 0 Trichosporon coremiiforme MH536831.2 | 100
F18 MC 210 |0 Aspergillus fumigatus MT593013.1 | 100
F19 MC_213 |0 Aspergillus sp. ON797317.1 | 100
F20 MC_01 0 Bacillus subtilis 72AW012661' 100
F21 MC_208 |0 Penicillium citrinum MT529436.1 |99.81
F22 MC_26 0 Bacillus licheniformis MN889250.1 | 99.46
D21 MC_88 12 Meyerozyma smithsonii MT529031.1 | 100
D22 MC_57 12 Torulaspora delbruecki MN902080.1 |99.84
D24 MC_67 12 Paenibacillus vulneris MTO033023.1 |98.61
D25 MC_29 12 Clostridium diolis MF988698.2 | 100
D26 MC_24 12 Clostridium beijerinckii KT799797.1 |100
D27 MC_54 12 Bacillus tequilensis ON961696.1 [ 99.9
D28 MC_79 12 Lysinibacillus sp. MTO033087.1 | 100
D29 MC 94 12 Gluconobacter cadivus KT366868.1 |99.92
D1 MC_97 12 Bacillus subtilis ONB860647.1 | 100
D2 MC_98 12 Bacillus sp. MT579845.1 | 100
D3 MC_205 |12 Penicillium sp. MT606202.1 |99.77
D4 MC_209 |12 Penicillium citrinum OK103903.1 99.79
D5 MC_20 12 Saccharomyces cerevisiae MT641207.1 | 100
D6 MC_40 12 Trichosporon coremiiforme MH536831.1 | 100
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MT613627.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=DG86PSBY013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/ON834409.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=DG8T0EM3013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/FM199971.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=10&RID=DGDD690W01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/OW988641.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=DG8XS6Z6013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/OW984619.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=DGDHC7NU016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/LC317627.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=15&RID=DKKXNK8R013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KF468218.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=11&RID=FRC0V1H7013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/LC317627.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=15&RID=DKKXNK8R013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/OW986480.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=18&RID=DKM8MDG8016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MH979683.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=BHW822DS013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KY103531.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=EN1VCGC0013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MT579845.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=ESCGHKB9013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MH037567.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=EN3HR7YZ013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/ON882057.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=EN3UZ3WB013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/ON908684.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=EN412TX9016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MN378439.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=EN44RAEV013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MH536831.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=ENWG981Z013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MT593013.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=EN4ERPW5013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/ON797317.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=EN4HV0WE016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MW012661.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=ARWPPMU001R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MW012661.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=ARWPPMU001R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MT529436.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=EN4SM1K7013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MN889250.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=ENCJC6X3013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MT529031.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=BHVRJ0TT013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MN902080.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=BHVXSPYY013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MT033023.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=ENCWHS8F013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MF988698.2?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=ENKNV13Y016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KT799797.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=ENPYUT1H013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/ON961696.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=6&RID=FRE7RV2K013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MT033087.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=ENREY5D601R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KT366868.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=ENS5PP7U016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/ON860647.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=ENVUFBYR013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MT579845.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=ESCGHKB9013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MT606202.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=BHUJEW8X016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/OK103903.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=BHUNNMWD013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MT641207.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=ARWW05TA01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MH536831.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=ENWG981Z013

D7 MC_35 12 Wickerhamomyces anomalus MT573404.1 | 100
D8 MC_38 12 Acetobacter orientalis ON681573.1 | 100
D9 MC_215 |12 Aspergillus fumigatus MT597427.1 | 100
D13 MC 21 12 Torulaspora delbrueckii MN902080.1 |99.85
D14 MC_89 12 Gluconobacter frateurii OK036475.1 |99.92
D20 MC_ 13 12 Saccharomyces cerevisiae MT641207.1 | 100
D15 MC_85 12 Gluconobacter oxydans MK759917.1 | 99.54
D16 MC_08 12 Saccharomyces cerevisiae MT641207.1 | 100
D17 MC_202 |12 Hanseniaspora opuntiae MN378439.1 |98.93
D18 MC_25 12 Acetobacter cerevisiae MK573792.1 199.13
D19 MC 22 12 Acetobacter pasteurianus CP039846.1 |100
D11 MC_206 |12 Aspergillus fumigatus OW988639.1 | 100
Gl MC_96 24 Saccharomyces cerevisiae CP046092.1 |99.87
G2 MC_65 24 Acetobacter pasteurianus CP039846.1 |99.59
G3 MC 27 24 Kodamaea ohmeri MT443963.1 | 100
G10 MC_34 24 Wickerhamomyces anomalus OW988593.1 | 100
G4 MC_28 24 Acetobacter orientalis ON681573.1 | 100
G5 MC_19 24 Gluconobacter oxydans MK759917.1 |199.14
G6 MC_11 24 Acetobacter cerevisiae MK573792.1 199.43
G7 MC_05 24 Saccharomyces cerevisiae MT641207.1 | 100
G8 MC_30 24 Clostridium beijerinckii KT799797.1 |100
G9 MC_09 24 Saccharomyces cerevisiae MT641207.1 | 100
Gl1 MC 211 |24 Aspergillus fumigatus MT635279.1 | 100
G12 MC 214 |24 Meyerozyma smithsonii MT529031.1 |100
G13 MC_151 |24 Lactiplantibacillus plantarum CP060182.1 |99.64
G14 MC 259 |24 Lysinibacillus macroides MT218365.1 |99.71
G15 MC_168 |24 Cytobacillus eiseniae MH894260.1 | 99.77
G16 MC_224 |24 Lysinibacillus boronitolerans MH385002.1 | 100
G17 MC_223 |24 Bacillus subtilis ONB882057.1 | 100
G18 MC_113 |24 Bacillus licheniformis ONB847335.1 | 100
G20 MC 235 |24 Bacillus vallismortis ON715120.1 |100
G21 MC_164 |24 Bacillus subtilis ONB882057.1 | 100
G23 MC_153 |24 Bacillus cereus ON892078.1 |100
G24 MC_120 |24 Bacillus stercoris MK449440.1 | 99.93
G25 MC_245 |24 Bacillus sp. MT579845.1 | 100
G26 MC 221 |24 Torulaspora delbrueckii MK267806.1 | 100
G27 MC_108 |24 Gluconobacter frateurii OK036475.1 [99.98
G28 MC_68 24 Bacillus tequilensis 0OuU548685.1 | 100
G30 MC_61 24 Saccharomyces cerevisiae MT641207.1 | 100
G19 MC_80 24 Bacillus toyonensis MT106888.1 |99.79
G22 MC 277 |24 Bacillus licheniformis ONB847335.1 | 100
G31 MC_63 24 Bacillus subtilis KY785660.1 |98.91
G32 MC_02 24 Saccharomyces cerevisiae MT641207.1 | 100
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MT573404.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=EN4ANZ9B013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/ON681573.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=ENWRNSZY016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MT597427.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=BHVB7FYR013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MN902080.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=ENWXBSPD013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/OK036475.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=ENX1T6TJ01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MT641207.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=ARWW05TA01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MK759917.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=ENXC5DMT013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MT641207.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=ARWW05TA01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MN378439.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=EN44RAEV013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MK573792.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=10&RID=FRUNM8UX01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP039846.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=ENXXA801013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/OW988639.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=ENY27PNX013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP046092.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=ENY7G9G3013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP039846.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=ENYH40CX013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MT443963.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=EN3CVKG0013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/OW988593.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=14&RID=DKMHD36X016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/ON681573.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=ENWRNSZY016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MK759917.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=ENXC5DMT013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MK573792.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=10&RID=FRUNM8UX01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MT641207.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=ARWW05TA01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KT799797.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=ENPYUT1H013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MT641207.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=ARWW05TA01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MT635279.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=BHVF7XCT013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MT529031.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=BHVRJ0TT013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP060182.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=ES9XKE81013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MT218365.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=ESA5XWZJ016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MH894260.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=ESAE3E00013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MH385002.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=ESAWXTYW016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/ON882057.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=ESB4BWR6013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/ON847335.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=ESBBCWM4013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/ON715120.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=15&RID=ESBR1HNP016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/ON882057.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=ESBXGPDM016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/ON892078.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=ESC3J75C01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MK449440.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=ESC9P0A801R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MT579845.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=ESCGHKB9013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MK267806.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=ENX8YD8V016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/OK036475.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=ENX1T6TJ01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/OU548685.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=ESDCPKBB016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MT641207.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=ARWW05TA01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MT106888.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=ESDRACXZ016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/ON847335.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=ESFMKX5A013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KY785660.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=ESFYJUFY013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MT641207.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=ARWW05TA01R

G33 MC 203 |24 Aspergillus venenatus MT582760.1 | 100
G35 MC_187 |24 Bacillus velezensis MT377875.1 |99.85
G36 MC_174 |24 Weissella cibaria LC434017.1 |99.85
G38 MC_178 |24 Bacillus subtilis KU862331.1 |{99.78
G39 MC_177 |24 Gluconobacter cadivus KT366868.1 |99.92
G40 MC_186 |24 Bacillus haynesii ON243947.1 (98.44
G41 MC_188 |24 Bacillus velezensis MTO078641.1 |99.93
C1 MC_106 |36 Lactiplantibacillus plantarum CP060182.1 |100
C3 MC_116 |36 Acetobacter cerevisiae MK573792.1 |99.74
C4 MC_140 |36 Acetobacter pasteurianus CP039846.1 |100
C5 MC_139 |36 Bacillus sp. ON908569.1 |100
C6 MC 234 |36 Bacillus licheniformis ONB847335.1 | 100
Cc7 MC_274 |36 Bacillus subtilis ON882057.1 |100
Cl1 MC 237 |36 Gluconobacter frateurii OK036475.1 99.95
C12 MC_95 36 Lactiplantibacillus pentosus ON908798.1 |100
C13 MC 212 |36 Aspergillus fumigatus MK184454.1 |98.15
C17 MC_87 36 Saccharomyces cerevisiae CP046092.1 |100
C18 MC_81 36 Lactiplantibacillus plantarum CP060182.1 |99
C19 MC_12 36 Saccharomyces cerevisiae MT641207.1 | 100
C20 MC_04 36 Meyerozyma smithsonii MT529031.1 |{99.58
Cc21 MC_179 |36 Acetobacter orientalis ON681573.1 | 100
C10 MC_176 |36 Bacillus velezensis MT377875.1 |99.92
C22 MC_184 |36 Gluconobacter frateurii OK036475.1 |99.96
Cc23 MC_196 |36 Bacillus tequilensis ON763277.1 | 100
Cl6 MC_191 |36 Bacillus inaquosorum ON763264.1 | 100
C24 MC 172 |36 Pseudomonas poae MN307366.1 |99.26
H1 MC_161 |48 Acetobacter cerevisiae MK573792.1 |99.74
H2 MC_136 |48 Bacillus amyloliquefaciens MN538240.1 | 97.91
H3 MC_126 |48 Saccharomyces cerevisiae MT522376.1 | 100
H5 MC_76 48 Lysinibacillus fusiformis MT507228.1 |99.93
H6 MC_155 |48 Lactobacillus plantarum MN809380.1 |99.86
H4 MC_275 |48 Acetobacter orientalis ONG681573.1 |100
H7 MC_49 48 Lactobacillus nagelii MT597696.1 | 100
H8 MC_143 |48 Saccharomyces cerevisiae MT641207.1 | 100
H9 MC_244 |48 Acetobacter pasteurianus CP039846.1 | 100
H11l MC_138 |48 Bacillus clausii MH938303.1 | 99.9
H12 MC_146 |48 ;r"f‘gé'rf’t'oarr:t'g?;'s"us ON908773.1 | 99.92
H3 MC_18 48 Saccharomyces cerevisiae MT641207.1 | 100
H13 MC_249 |48 Serratia liquefaciens MT279350.1 |100
H15 MC_117 |48 Klebsiella oxytoca ON556694.1 |100
H16 MC_103 |48 Bacillus cereus MT533979.1 | 100
H18 MC_159 |48 Bacillus pacificus ON885910.1 |99.84
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MT582760.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=ESG4296C016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MT377875.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=ESG9VZP1013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/LC434017.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=ESGEJ4TX013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KU862331.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=ESGRF567016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KT366868.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=ENS5PP7U016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/ON243947.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=F4WMXZ29013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MT078641.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=F4X18KEM016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP060182.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=F4XG3B5G016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MK573792.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=10&RID=FRUNM8UX01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP039846.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=ENXXA801013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/ON908569.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=F50X53ST01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/ON847335.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=F515YSGF013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/ON882057.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=F51G8E0T013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/OK036475.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=ENX1T6TJ01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/ON908798.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=F51URA0G016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MK184454.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=BHX0TFVU013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP046092.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=F5246948016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP060182.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=F4XG3B5G016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MT641207.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=ARWW05TA01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MT529031.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=BHVRJ0TT013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/ON681573.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=ENWRNSZY016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MT377875.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=F5GJCY4R01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/OK036475.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=ENX1T6TJ01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/ON763277.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=10&RID=F5GY8Y7P016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/ON763264.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=14&RID=F5H8GJ0V016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MN307366.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=F5HE23G0016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MK573792.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=10&RID=FRUNM8UX01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MN538240.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=7&RID=F5KYXCSV01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MT522376.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=F5MCAU9C013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MT507228.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=F5MYP13A013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MN809380.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=F5PDUMHM013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/ON681573.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=ENWRNSZY016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MT597696.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=F61J4TZ8016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MT641207.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=ARWW05TA01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP039846.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=ENXXA801013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MH938303.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=F639EYGH016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/ON908773.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=5&RID=F63E3YYH016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MT641207.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=F63MNX4R013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MT279350.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=F63W5B67013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/ON556694.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=8&RID=F640TSKK016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MT533979.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=6&RID=F64C4AGU016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/ON885910.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=F64MG46P016

H20 MC_119 |48 Bacillus subtilis ON891846.1 |99.77
H21 MC_169 |48 Bacillus velezensis MTOQ78641.1 |99.85
H22 MC_271 |48 Bacillus clausii MK097350.1 | 98.91
H24 MC_166 |48 Bacillus licheniformis ONB847335.1 | 100
H25 MC_264 |48 Gluconobacter frateurii OK036475.1 |99.97
H26 MC_162 |48 Bacillus stercoris MK449440.1 |99.75
H27 MC_148 |48 Bacillus sp. MF567372.1 |99.78
H28 MC_185 |48 Pseudomonas poae MN307366.1 |99.9
H29 MC_62 48 Lysinibacillus macroides MT197307.1 |99.68
H30 MC_200 |48 Pseudomonas poae MN307366.1 | 100
H10 MC 31 48 Saccharomyces cerevisiae MT641207.1 | 100
H31 MC_180 |48 Saccharomyces cerevisiae MT641207.1 |99.84
H19 MC_173 |48 Saccharomyces cerevisiae MT641207.1 |99.84
H32 MC_197 |48 Saccharomyces cerevisiae MT641207.1 |99.84
H33 MC_194 |48 Cystofilobasidium macerans MG938354.1 | 100
H34 MC_198 |48 Peltaster sp. MFQ075293.1 |98.42
H35 MC_175 |48 Bacillus tequilensis MG651220.1 1 99.93
H36 MC_190 |48 Cystofilobasidium macerans MT236399.1 |99.83
H37 MC_183 |48 Bacillus licheniformis CP099860.1 |100
H38 MC 181 |48 Bacillus subtilis ONB882057.1 | 100
H39 MC_195 |48 Bacillus tequilensis MN560016.1 | 99.92
H40 MC_199 |48 Pseudomonas poae MN307366.1 | 100
H41 MC 182 |48 Bacillus licheniformis ONB847335.1 | 100
11 MC 72 60 Lactobacillus nagelii MT597696.1 | 100
12 MC_47 60 Streptomyces xylanilyticus MT239510.1 |100
13 MC 201 |60 Bacillus tequilensis ON878125.1 |99.85
14 MC_255 |60 Bacillus licheniformis ONB847335.1 |99.85
l6 MC_ 276 |60 |Bacillus subtilis YHEOAL 199,01
17 MC_105 |60 Bacillus velezensis MN062956.1 | 100
19 MC_156 |60 Acetobacter pasteurianus CP039846.1 |100
110 MC_160 |60 ;f;:npt'oar’:t';?;'s"us ON908775.1 |99.93
111 MC_154 |60 Lactiplantibacillus plantarum CP060182.1 |99.83
112 MC_135 |60 Lysinibacillus macroides MT197307.1 | 100
113 MC_258 |60 Acetobacter orientalis ON681573.1 | 100
114 MC_77 60 Lactobacillus nagelii MT597696.1 | 100
18 MC 71 60 Lysinibacillus boronitolerans MTO033087.1 | 100
B3 MC_109 |72 Bacillus subtilis MF993344.1 |99.86
B5 MC_70 72 Bacillus inaquosorum ON763264.1 | 100
B8 MC_157 |72 Lactiplantibacillus plantarum CP060182.1 |99.2
B6 MC 90 72 Niallia circulans MT492088.1 |99.36
B7 MC_45 72 Serratia liquefaciens MK981171.1 | 100
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/ON891846.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=F64W20ZD013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MT078641.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=F651E9F6016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MK097350.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=F65A3MAH016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/ON847335.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=F65FUR85016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/OK036475.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=ENX1T6TJ01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MK449440.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=10&RID=F67T4JA6016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MF567372.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=5&RID=F680VR90016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MN307366.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=F68ME6FR013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MT197307.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=F68WP4MW016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MN307366.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=F69114AK016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MT641207.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=F69MXUJ7013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MT641207.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=F69UE3Y2013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MT641207.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=F69UE3Y2013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MT641207.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=F69UE3Y2013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MG938354.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=F6ABG2XA013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MF075293.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=GD7SWCRU013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MG651220.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=F6ASXGKS013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MT236399.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=F6AY7HNV016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP099860.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=F6B3RR8E013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/ON882057.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=F7R2H2FM013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MN560016.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=F7RB71TV013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MN307366.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=F7RVC766013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/ON847335.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=6&RID=F7SRR4SG016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MT597696.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=F7SZR72N013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MT239510.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=F7T7723X013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/ON878125.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=F7TEGEAX013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/ON847335.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=6&RID=F8Y8076K013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MW255041.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=F8Y27U92016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MW255041.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=F8Y27U92016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MN062956.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=19&RID=F8YRMU5E016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP039846.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=ENXXA801013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/ON908775.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=F8Z8WWDB016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP060182.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=F8Z44148013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MT197307.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=F8ZVMZUB016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/ON681573.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=ENWRNSZY016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MT597696.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=F90E8JDA013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MT033087.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=F90WD7A7013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MF993344.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=F915AVNB013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/ON763264.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=13&RID=FAA3P81D01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP060182.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=F8Z44148013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MT492088.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=FAAB5HYZ01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MK981171.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=FAANA8D801R

Lactiplantibacillus

B9 MC_225 |72 argentoraensis ON908808.1 |99.92
B10 MC_134 |72 Bacillus subtilis OK655678.1 |99.85
B11 MC_114 |72 Paenibacillus lautus JX296361.1 |99.49
B12 MC_279 |72 Bacillus xiamenensis MT611424.1 | 100
B13 MC_101 |72 Lysinibacillus fusiformis OK618376.1 |99.55
B14 MC 55 72 Lactiplantibacillus plantarum CP060172.1 |100
B15 MC_226 |72 Acetobacter pasteurianus CP039846.1 |100
Al MC_ 222 |84 Lysinibacillus mangiferihumi KU161280.1 |100
A2 MC_241 |84 Bacillus tequilensis JN700073.1 |99.92
A3 MC_152 |84 Rummeliibacillus pycnus KT382255.1 |99.78
A5 MC_250 |84 Bacillus subtilis ON860647.1 |100
A6 MC_253 |84 Bacillus tequilensis MG651220.1 | 99.77
A8 MC_56 84 Bacillus amyloliquefaciens KU922494.1 |98.98
A9 MC_73 84 Bacillus subtilis ONB860647.1 | 100
Al10 MC_260 |84 Bacillus paralicheniformis MF662528.1 |99.7
All MC 112 |84 Bacillus tequilensis MT538484.1 | 100
Al4 MC_167 |84 Bacillus siamensis KY646078.1 |99.71
Al5 MC 243 |84 Acetobacter pasteurianus CP039846.1 |99.95
Al6 MC_84 84 Bacillus subtilis ON891846.1 | 100
Al7 MC_74 84 Bacillus acidicola KF030788.1 |99.91
Al2 MC 93 84 Serratia proteamaculans KC514128.1 |99.93
Al3 MC 52 84 Bacillus subtilis M 98.23
A7 MC_43 84 Bacillus altitudinis MT605426.1 | 100
J1 MC_261 |96 Heyndrickxia sporothermodurans | MH127750.1 | 99.3
J2 MC_66 96 Bacillus subtilis ON882057.1 |100
J3 MC_75 96 Acetobacter pasteurianus CP039846.1 ]99.92
J4 MC 242 |96 Bacillus licheniformis ON847335.1 |100
J5 MC_107 |96 Pediococcus acidilactici MT538479.1 |99.72
J6 MC_145 |96 Bacillus cereus KJ534410.1 |99.92
J7 MC_266 |96 Proteus penneri KC456586.1 |99.85
J8 MC_232 |96 Acetobacter indonesiansis MN187257.1 1 99.8
J10 MC_149 |96 Serratia proteamaculans KC514128.1 |99.78
J11 MC_278 |96 Bacillus thuringiensis CP072691.1 |100
J12 MC_104 |96 Bacillus proteolyticus ON832057.1 | 100
J13 MC_267 |96 Rummeliibacillus stabekisii MT585557.1 |98.34
J9 MC_86 96 Bacillus subtilis ON882057.1 |100
El MC_147 |108 Serratia sp. MT472080.1 |98.08
E2 MC_144 |108 Paenibacillus lautus CP032412.1 |100
E3 MC_115 | 108 ;r"f‘;é'npt'oarr:t'fr?;'s"us ON387459.1 | 99.93
E4 MC_254 |108 Bacillus licheniformis ONB847335.1 | 100
E5 MC_247 |108 Bacillus subtilis ON882057.1 |100
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/ON908808.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=FAAUYJ51013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/OK655678.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=FAB0HAE401R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/JX296361.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=FAB5NN4T016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MT611424.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=FADEZHWX01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/OK618376.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=FADMTJ9M01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP060172.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=FAE83ESM013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP039846.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=ENXXA801013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KU161280.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=FAEJC2H4013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/JN700073.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=FAEUD2GR016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KT382255.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=FAFERURB013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/ON860647.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=FASK4BET01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MG651220.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=FAUAFZPY013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KU922494.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=FS0D4F2T016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/ON860647.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=FASK4BET01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MF662528.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=FAUMTHM7013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MT538484.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=FAY7H57F013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KY646078.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=FAZ97XKK01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP039846.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=ENXXA801013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/ON891846.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=FAZMR08901R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KF030788.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=FBBDBHT0013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KC514128.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=FBBZVSSF013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MW012643.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=FBCEBXP9013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MW012643.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=FBCEBXP9013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MT605426.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=FBCKSRDX013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MH127750.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=5&RID=FBH8VY4H013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/ON882057.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=FBHV2WDZ013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP039846.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=FBJ0F5YN016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/ON847335.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=5&RID=FBJ5TMHF013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MT538479.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=FBJMFS1B013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KJ534410.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=FBK8Z59Y016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KC456586.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=5&RID=FBKFMMD4016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MN187257.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=FP15HZX0013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KC514128.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=FBKUX58U013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP072691.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=FBM4E98D016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/ON832057.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=FCNK3M4U016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MT585557.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=FSDUYM1801R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/ON882057.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=FBHV2WDZ013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MT472080.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=FSGBM1F7013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP032412.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=FCPFBKHV013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/ON387459.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=FCVC6X73016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/ON847335.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=5&RID=FBJ5TMHF013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/ON882057.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=FCVNT7CR01R

E6 MC_269 |108 Providencia vermicola MT032359.1 |99.66
E7 MC_51 108 Lysinibacillus boronitolerans MH385002.1 | 100
E9 MC_118 |108 Bacillus cereus ON892078.1 |100
E1ll MC 230 |108 Bacillus thuringiensis CP072691.1 |100
E12 MC_124 |108 Bacillus cereus ONB892078.1 | 100
E13 MC_42 108 Bacillus velezensis ON885268.1 |100
E8 MC_64 108 Acetobacter indonesiansis MN187257.1 | 99.8
El4 MC_58 108 Bacillus subtilis KU308550.1 |100
E15 MC_83 108 Rummeliibacillus pycnus KT382255.1 |99.7
E16 MC_268 |108 Bacillus subtilis LC460864.1 |100
E10 MC_158 |108 Bacillus zhangzhouensis MN922884.1 |98.83
K1 MC_131 |120 Bacillus thuringiensis ONB860685.1 | 100
K2 MC_233 |120 Lysinibacillus fusiformis OK618376.1 [99.8
K3 MC_217 |120 Bacillus subtilis KR780584.1 |99.93
K4 MC_125 |120 Serratia liquefaciens CP048784.1 |99.93
K5 MC_240 |120 Bacillus cereus ON892078.1 |100
K6 MC_129 |120 Serratia liquefaciens MH668086.1 | 100
K7 MC_ 216 |120 Bacillus licheniformis MT261838.1 [99.78
K8 MC_123 |120 Serratia sp. MH915633.1 |99.32
K9 MC_252 |120 Bacillus subtilis ONB882057.1 |100
K10 MC 265 |120 Bacillus thuringiensis CP072691.1 |100
K12 MC_128 |120 Rhodotorula mucilaginosa MT635319.1 | 100
K13 MC_137 |120 Bacillus velezensis MT078641 |99.85
K14 MC_150 |120 Bacillus subtilis ON999053.1 |100
K15 MC_141 |120 Lysinibacillus fusiformis OK618376.1 | 100
K16 MC_165 |120 Bacillus subtilis ON999053.1 |100
K17 MC_91 120 Lactobacillus farraginis AB690214.1 |99.93
K18 MC 50 120 Acetobacter indonesiansis MN187257.1 199.8
K19 MC_99 120 Cronobacter dublinensis MNG646995.1 | 98.1
L1 MC_44 132 Bacillus tequilensis MT538484.1 | 100
L2 MC_100 |132 Bacillus aerophilus KX809598.1 |100
L3 MC_82 132 Lactobacillus farraginis MK648445.1 | 100
L4 MC_111 |132 Lysinibacillus sp. MN186598.1 | 99.78
L5 MC_229 |132 Lysinibacillus fusiformis KM242578.1 | 100
L6 MC_220 |132 Bacillus sp. EU571193.1 |99.47
L7 MC_142 |132 Acetobacter indonesiansis MN187257.1 | 100
L8 MC 231 |132 Bacillus cereus ON892078.1 | 100
L9 MC_127 |132 Bacillus subtilis ON999053.1 |100
L10 MC_130 |132 Bacillus clausii MH938303.1 | 98.31
L11 MC_163 |132 Bacillus sp. MW971770 |99.85
M1 MC 251 |144 Serratia liquefaciens MH668086.1 | 100
M8 MC_121 |144 Acetobacter indonesiansis MN187257.1 | 100
M2 MC 272 |144 Bacillus cereus MT373533.1 |99.92
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MT032359.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=FCWB3UND013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MH385002.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=FCWS5DGA016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/ON892078.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=FCXM0RHP013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP072691.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=FCY3AMBK013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/ON892078.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=FCXM0RHP013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/ON885268.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=5&RID=FCZX1BDG016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MN187257.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=FP15HZX0013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KU308550.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=FD213C2901R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KT382255.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=FD29F7Y201R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/LC460864.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=FD395DDY01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MN922884.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=FD3GAZCY01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/ON860685.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=FD3MTX6Z01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/OK618376.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=FNPGY0PR013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KR780584.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=FD3UWJCB01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP048784.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=FD3ZWBP001R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/ON892078.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=FD44C1J201R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MH668086.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=FD4AWZKJ01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MT261838.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=FDC9BBB9013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MH915633.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=FDCPKHTH013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/ON882057.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=FDDW10WB013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP072691.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=FDE343HY013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MT635319.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=FDEKNS1A01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MT078641.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=FDETX6H101R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/ON999053.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=FNPBD3YE013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/OK618376.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=FNPGY0PR013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/ON999053.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=FNPMZWU0013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/AB690214.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=FNPTGV6T016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MN187257.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=FP15HZX0013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MN646995.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=5&RID=GD8MM8SW013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MT538484.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=FNR8XKE5013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KX809598.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=FNRFF19K013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MK648445.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=FNRPBF1U016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MN186598.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=FNRVCN09013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KM242578.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=FNRZMKNT013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/EU571193.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=FNUJ96S4013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MN187257.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=FP15HZX0013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/ON892078.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=FNV7J81601R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/ON999053.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=FP081AX6016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MH938303.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=FP0EBSVK016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MW971770.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=FP0R5BUW013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MH668086.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=FD4AWZKJ01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MN187257.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=FP15HZX0013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MT373533.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=FP1BETMC016

M3 MC 218 |144 Bacillus velezensis MT078641.1 {99.93
M4 MC_273 |144 Bacillus aerophilus KT720207.1 |99.68
M5 MC_110 |144 Bacillus subtilis KT818798.1 | 100
M6 MC_122 |144 Serratia liquefaciens CP048784.1 [99.61
M7 MC_263 |144 Paenibacillus sp MG365640.2 | 100

Anexo 3. Analisis de correlacion de Pearson de los parametros fisicoquimicos y el nUmero
de especies por hora de colecta.

Matriz de correlacion/Coeficientes

Hora de colecta N° de especies  Ph del Fermento T° del Fermento Humedad fermento

Hora de colecta 1.00

N° de especies -0.67 1.00

Ph Del Fermento -0.96 0.59 1.00

T° Del Fermento 0.98 -0.63 -0.98 1.00

Humedad fermento -0.99 0.68 0.97 -0.98 1.00

Matriz de correlacion/Probabilidades

Hora de colecta N° de especies Ph del Fermento T° del Fermento Humedad fermento

Hora de colecta

N° de especies 0.0127

Ph Del Fermento <0.0001 0.0355

T° Del Fermento <0.0001 0.0204 <0.0001

Humedad del fermento <0.0001 0.0105 <0.0001 <0.0001

Autovalores

Lambda Valor _ Proporcion Prop Acum
1 4.42 0.88 0.88
2 0.53 0.11 0.99
3 0.03 0.01 1.00
4 0.01 2.9E-03 1.00
5 0.01 2.0E-03 1.00
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MT078641.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=FP1HVT81013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KT720207.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=FP1W2KUE016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KT818798.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=FP0X3DVN016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP048784.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=FP228WZY016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MG365640.2?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=FSHTEW06013

Autovectores

Variables el e2
Hora de colecta -0.47 0.12
N° de especies 0.35 0.93
Ph Del Fermento 046 -0.28
T° Del Fermento -0.47 0.20
Humedad del fermento 047 -0.11

Correlaciones con las variables originales

Variables ICP1 CP2
Hora de colecta -0.99 0.09
N° de especies 0.74 0.67
Ph Del Fermento 0.97 -0.20
T° Del Fermento -0.98 0.14
Humedad del fermento 0.99 -0.08

Correlacion cofenética= 1.000

Anexo 4. Resultados de las pruebas bioquimicas de los microorganismos aislados.

Relacién .,
. Relacién
Diametro A 8%
Especie Repeticion Halo <
/Diametro Hél)%ﬁir:a (LFmL) 15% Carbohidrato
Colonia (UFC/uL) | s(UFC/uL)
1 0.00 0.00 0.00 0.00 3.06
Acetobacter 2 0.00 0.00 0.00 0.00 2.05
cerevisiae 3 0.00 0.00 0.00 0.00 3.00
1 0.00 0.00 0.00 0.00 4.03
Acetobacter 2 0.00 0.00 0.00 0.00 3.66
pasteurianus 3 0.00 0.00 0.00 0.00 5.05
1 0.00 0.00 0.00 0.00 1.83
Aspergillus 2 0.00 0.00 0.00 0.00 1.74
fumigatus 3 0.00 0.00 0.00 0.00 1.33
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1 0.00 0.00 0.00 0.00 0.10
2 0.00 0.00 0.00 0.00 0.12
Aspergillus sp. 3 0.00 0.00 0.00 0.00 0.19
1 0.00 0.00 0.00 0.00 512
Aspergillus 2 0.00 0.00 0.00 0.00 4.85
venenatus 3 0.00 0.00 0.00 0.00 4.35
1 1.32 2.31 4,12 0.89 13.49
Acetobacter 2 1.24 2.08 5.41 0.72 11.81
indonesiansis 3 1.26 2.30 6.12 0.56 12.50
1 1.34 2.36 29.48 12.50 6.24
Acetobacter 2 1.29 2.23 25.12 11.10 8.23
orientalis 3 1.28 2.16 27.18 11.80 6.48
1 0.00 0.00 0.00 0.00 10.25
2 0.00 0.00 0.00 0.00 11.75
Bacillus acidicola 3 0.00 0.00 0.00 0.00 9.85
1 117 1.92 18.48 1.01 7.38
2 141 4.05 20.00 1.50 8.00
Bacillus subtilis 3 1.06 1.57 18.74 2.50 9.40
1 151 2.84 6.38 0.00 5.61
2 0.00 0.00 6.04 0.00 8.52
Bacillus stercoris 3 1.86 0.00 6.09 0.00 6.05
1 1.56 2.96 7.63 0.00 2.44
2 0.00 0.00 6.52 0.09 2.02
Bacillus tequilensis 3 0.00 0.00 6.12 0.00 1.91
1 1.23 2.25 7.43 0.92 5.24
2 1.19 1.73 6.25 0.72 9.09
Bacillus sp. 3 0.00 0.00 5.25 0.89 12.70
1 1.34 2.45 12.72 0.00 17.46
2 1.59 2.69 10.18 0.00 15.23
Bacillus velezensis 3 0.00 0.00 12.76 0.20 16.98
1 1.26 2.14 12.67 4.17 5.93
Bacillus 2 0.00 0.00 15.73 11.43 4.98
licheniformis 3 0.00 0.00 16.52 10.14 6.52
1 114 1.60 2.87 2.37 2.99
Bacillus 2 1.18 1.51 1.73 0.62 1.61
inaquosorum 3 131 2.14 1.41 0.78 1.72
1 0.00 0.00 0.00 0.00 2.64
Bacillus 2 0.00 0.00 0.00 0.00 2.89
aerophilus 3 0.00 0.00 0.00 0.00 211
1 0.00 0.00 0.00 0.00 20.10
2 0.00 0.00 0.00 0.00 19.50
Bacillus altitudinis 3 0.00 0.00 0.00 0.00 18.12
1 0.00 0.00 0.00 0.00 1.66
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Bacillus 2 0.00 0.00 0.00 0.00 1.84
amyloliquefaciens 3 0.00 0.00 0.00 0.00 2.26
1 0.00 0.00 0.29 0.10 5.10
2 0.00 0.00 0.33 0.06 4.84
Bacillus cereus 3 0.00 0.00 0.29 0.05 5.11
1 0.00 0.00 0.10 0.09 1.56
2 0.00 0.00 0.11 0.07 1.76
Bacillus clausii 3 0.00 0.00 0.21 0.10 1.99
1 0.00 0.00 0.32 0.00 5.01
2 0.00 0.00 0.31 0.00 4.95
Bacillus haynesii 3 0.00 0.00 0.21 0.00 5.12
1 0.00 0.00 0.03 0.00 0.80
2 0.00 0.00 0.05 0.00 0.95
Bacillus pacificus 3 0.00 0.00 0.12 0.00 1.21
1 0.00 0.00 0.00 0.00 9.32
Bacillus 2 0.00 0.00 0.00 0.00 8.52
paralicheniformis 3 0.00 0.00 0.00 0.00 9.12
1 0.00 0.00 0.12 0.00 2.65
2 0.00 0.00 0.16 0.00 2.05
Bacillus siamensis 3 0.00 0.00 0.19 0.00 3.26
1 0.00 0.00 0.00 0.00 1.92
Bacillus 2 0.00 0.00 0.00 0.00 185
proteolyticus 3 0.00 0.00 0.00 0.00 2.10
1 0.00 0.00 0.31 0.00 4.75
Bacillus 2 0.00 0.00 0.38 0.00 4.25
vallismortis 3 0.00 0.00 0.28 0.00 3.89
1 0.00 0.00 0.23 0.00 5.86
2 0.00 0.00 0.46 0.00 5.81
Bacillus toyonensis 3 0.00 0.00 0.57 0.00 5.65
1 0.00 0.00 0.16 0.00 3.68
Bacillus 2 0.00 0.00 0.19 0.00 4.32
thuringiensis 3 0.00 0.00 0.15 0.00 4.12
1 0.00 0.00 0.52 0.00 8.28
Bacillus 2 0.00 0.00 0.42 0.00 7.98
Xiamenensis 3 0.00 0.00 0.51 0.00 7.95
1 0.00 0.00 0.28 0.00 441
Bacillus 2 0.00 0.00 0.25 0.00 4.52
zhangzhouensis 3 0.00 0.00 0.29 0.00 5.01
1 1.50 2.60 0.30 0.09 23.67
Clostridium 2 0.00 0.00 0.85 0.15 19.58
beijerinckii 3 0.00 0.00 0.55 0.08 21.54
1 0.00 0.00 0.00 0.00 5.26
Clostridium diolis 2 0.00 0.00 0.00 0.00 5.12
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3 0.00 0.00 0.00 0.00 4.98
1 1.39 2.40 2.22 0.10 5.90
Cystofilobasidium 2 1.26 1.73 2.12 0.06 2.60
macerans 3 0.00 0.00 1.80 0.11 2.16
1 0.00 0.00 0.00 0.00 6.66
2 0.00 0.00 0.00 0.00 6.51
Cronobacter sp. 3 0.00 0.00 0.00 0.00 6.23
1 0.00 0.00 0.31 0.00 5.37
Cytobacillus 2 0.00 0.00 0.35 0.00 5.81
eiseniae 3 0.00 0.00 0.38 0.00 6.21
1 1.20 1.65 1.15 0.06 5.37
Diatractium 2 0.00 0.00 2.75 0.03 5.81
cordianum 3 0.00 0.00 2.56 0.02 6.21
1 1.43 1.36 0.89 0.52 1.28
Penicillium 2 1.27 1.70 1.20 0.63 2.10
citrinum 3 1.09 1.23 1.65 0.81 1.85
1 1.27 2.16 9.68 6.52 4.60
Gluconobacter 2 0.00 0.00 9.12 5.20 4.01
cadivus 3 0.00 0.00 9.58 6.20 6.24
1 1.13 1.76 18.69 0.00 1.90
Gluconobacter 2 1.25 1.90 22.97 0.00 2.65
frateurii 3 1.17 1.81 17.80 0.29 1.09
1 0.00 0.00 0.27 0.03 452
Gluconobacter 2 0.00 0.00 0.21 0.05 4.01
oxydans 3 0.00 0.00 0.19 0.10 4.95
1 0.00 0.00 0.69 0.09 1.65
Hanseniaspora 2 0.00 0.00 0.61 0.08 1.52
meyeri 3 0.00 0.00 0.58 0.10 1.45
1 0.00 0.00 0.00 0.00 10.39
Hanseniaspora 2 0.00 0.00 0.00 0.00 9.85
opuntiae 3 0.00 0.00 0.00 0.00 9.91
Heyndricksa 1 0.00 0.00 0.21 0.00 3.85
sporothermodurans 2 0.00 0.00 0.24 0.00 3.98
3 0.00 0.00 0.32 0.00 3.87
1 131 1.88 56.20 34.38 6.42
2 1.26 1.93 61.09 35.20 3.28
Kodamaea ohmeri 3 1.27 1.85 50.89 33.12 3.01
1 0.00 0.00 0.66 0.04 3.27
2 0.00 0.00 0.75 0.12 3.02
Klebsiella oxytoca 3 0.00 0.00 0.64 0.20 3.54
1 1.44 2.47 24.01 32.91 14.41
Lactobacillus 2 1.24 2.54 29.44 23.67 13.49
nagelii 3 1.40 2.35 24.33 21.35 13.69
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1 1.17 2.09 44.75 28.79 18.90
Lactobacillus 2 1.73 3.63 40.12 24.12 19.46
plantarum 3 1.33 2.81 38.52 22.01 16.34
1 1.14 2.30 16.39 6.45 1.49
Lysinibacillus 2 0.00 0.00 11.89 4.24 1.58
boronitolerans 3 0.00 0.00 10.25 5.16 1.23
1 1.28 1.64 2.56 0.40 7.61
Lactobacillus 2 0.50 1.23 1.00 0.10 7.36
farraginis 3 0.10 1.05 1.10 0.23 7.95
1 0.00 0.00 0.00 0.00 15.63
2 0.00 0.00 0.00 0.00 15.95
Lysinibacillus sp. 3 0.00 0.00 0.00 0.00 15.21
1 0.00 0.00 0.97 0.00 0.00
Lactiplantibacillus 2 0.00 0.00 1.07 0.00 0.00
pentosus 3 0.00 0.00 0.98 0.00 0.00
1 0.00 0.00 0.00 0.00 3.21
Lysinibacillus 2 0.00 0.00 0.00 0.00 2.52
fusiformis 3 0.00 0.00 0.00 0.00 3.38
1 0.00 0.00 0.14 0.00 0.00
Lactiplantibacillus 2 0.00 0.00 0.15 0.00 0.00
argentoratensis 3 0.00 0.00 0.18 0.00 0.00
1 0.00 0.00 0.00 0.00 2.55
Lysinibacillus 2 0.00 0.00 0.00 0.00 2.99
macroides 3 0.00 0.00 0.00 0.00 2.15
1 0.00 0.00 0.22 0.00 0.00
Lysinibacillus 2 0.00 0.00 0.15 0.00 0.00
mangiferihumi 3 0.00 0.00 0.19 0.00 0.00
1 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
Meyerozyma 2 0.00 0.00 0.00 0.00 4.44
smithsonii 3 0.00 0.00 0.00 0.00 6.08
1 0.00 0.00 0.00 0.00 7.62
2 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
Niallia circulans 3 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
1 0.00 0.00 0.21 0.00 11.65
2 0.00 0.00 0.11 0.00 10.98
Pichia kluyveri 3 0.00 0.00 0.23 0.00 11.02
1 0.00 0.00 0.00 0.00 6.58
2 0.00 0.00 0.00 0.00 6.85
Pichia fermentans 3 0.00 0.00 0.00 0.00 7.12
1 0.00 0.00 0.00 0.00 4.98
Paenibacillus 2 0.00 0.00 0.00 0.00 4.85
vulneris 3 0.00 0.00 0.00 0.00 5.20
Pseudomonas poae 1 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
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2 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
3 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
1 0.00 0.00 0.00 0.00 19.18
Pediococcus 2 0.00 0.00 0.33 0.00 18.12
acidilactici 3 0.00 0.00 0.25 0.00 17.85
1 0.00 0.00 0.36 0.08 0.00
2 0.00 0.00 0.00 0.08 0.00
Proteus penneri 3 0.00 0.00 0.00 0.81 0.00
1 0.00 0.00 0.12 0.00 0.00
Paenibacillus 2 0.00 0.00 0.18 0.00 0.00
lautus 3 0.00 0.00 0.25 0.00 0.00
1 0.00 0.00 0.00 0.00 1.65
Providencia 2 0.00 0.00 0.00 0.00 152
vermicola 3 0.00 0.00 0.00 0.00 1.63
1 0.00 0.00 0.00 0.00 4.62
2 0.00 0.00 0.00 0.00 4.58
Paenibacillus sp 3 0.00 0.00 0.00 0.00 4.32
1 1.29 1.58 0.10 0.05 5.21
2 0.00 0.00 0.15 0.08 5.98
Penicillium sp. 3 0.00 0.00 0.32 0.10 6.12
1 1.28 1.96 0.21 0.10 1.06
Penicillium 2 1.08 1.52 0.18 0.09 1.25
citrinum 3 0.00 0.00 0.21 0.11 1.13
1 0.00 0.00 0.23 0.00 3.56
Rummeliibacillus 2 0.00 0.00 0.32 0.00 3.52
pycnus 3 0.00 0.00 0.20 0.00 3.57
1 0.00 0.00 0.26 0.00 421
Rummeliibacillus 2 0.00 0.00 0.27 0.00 412
stabekisii 3 0.00 0.00 0.35 0.00 4,17
1 0.00 0.00 1.07 0.21 16.53
Rhodotorula 2 0.00 0.00 1.10 0.18 16.40
mucilaginosa 3 0.00 0.00 1.23 0.21 16.03
1 1.54 2.93 43.07 33.52 5.05
Saccharomyces 2 119 1.83 39.61 28.46 4,52
cerevisiae 3 1.36 2.84 42.02 25.35 3.41
1 0.00 0.00 0.60 0.00 9.10
Serratia 2 0.00 0.00 0.02 0.00 7.85
liguefaciens 3 0.00 0.00 0.32 0.00 8.12
1 1.47 2.99 2.60 0.12 12.24
Serratia 2 2.42 6.26 2.17 0.00 10.23
proteamaculans 3 1.57 2.88 2.10 0.00 11.25
Streptomyces 1 0.00 0.00 0.14 0.00 0.00
xylanilyticus 2 0.00 0.00 0.16 0.00 0.00

65




3 0.00 0.00 0.20 0.00 0.00
1 0.00 0.00 0.00 0.00 3.12
2 0.00 0.00 0.00 0.00 1.79
Serratia sp. 3 0.00 0.00 0.00 0.00 0.35
1 1.22 2.44 0.20 0.08 16.72
Starmerella 2 1.39 2.66 0.36 0.09 15.23
etchellsii 3 0.00 0.00 0.45 0.13 14,51
1 1.89 2.50 25.21 21.22 12.19
Torulaspora 2 1.95 2.30 28.12 24.21 15.66
delbrueckii 3 1.81 2.21 24.47 19.88 11.55
1 0.00 0.00 0.00 0.00 21.28
Trichosporon 2 0.00 0.00 0.00 0.00 17.07
coremiiforme 3 0.00 0.00 0.00 0.00 18.25
1 1.78 5.40 16.49 14.98 9.20
Wickerhamomyces 2 1.65 5.10 15.23 12.25 11.27
anomalus 3 1.70 5.12 14.25 11.50 13.59
1 0.00 0.00 0.00 0.00 1.43
2 0.00 0.00 0.00 0.00 1.15
Weissella cibaria 3 0.00 0.00 0.00 0.00 1.22

Anexo 5. Analisis de varianza y prueba de comparaciones maltiples de LSD de Fisher

Andlisis de la varianza
Relacion Didmetro Halo /Diametro Colonia

Variable N R2  R2A] CV
Relacion Didmetro Halo /Di.. 78 0.05 0.02 74.53

Cuadro de Analisis de la VVarianza (SC tipo I)

F.V. SC_ dal CM _F p-valor
Modelo 168 2 0.84 181 0.1705
Conglomerado 168 2 0.84 1.81 0.1705
Error 34.86 75 0.46
Total 36.54 77
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Test: LSD Fisher Alfa=0.05 DMS=0.38090
Error: 0.4648 gl: 75

Conglomerado Medias n E.E.
3 0.73 30 012 A
1 1.00 27 013 A
2 1.07 21 015 A

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0.05)

Relacion Area Halo/Area Colonia
Variable N R2 R2ZA] CV
Relacion Area Halo/Area Co.. 78  0.07 0.04 84.21

Cuadro de Analisis de la VVarianza (SC tipo I)

F.V. SC dl CM _F p-valor
Modelo 915 2 457 267 0.0757
Conglomerado 9.15 2 457 2.67 0.0757
Error 128.42 75 1.71
Total 137.57 77

Test: LSD Fisher Alfa=0.05 DMS=0.73110
Error: 1.7123 gl: 75

Conglomerado Medias n E.E.

3 1.12 30 024 A

1 1.78 27 025 A B
2 187 21 0.29 B

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0.05)

8% (UFC/uL)
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Variable N R2 R2ZA] CV
8% (UFC/uL) 78 0.66 0.65 63.35

Cuadro de Andlisis de la Varianza (SC tipo I)

F.V. SC dl CM_ F p-valor
Modelo 10976.48 2 5488.24 72.10 <0.0001
Conglomerado 10976.48 2 5488.24 72.10 <0.0001
Error 5709.03 75 76.12
Total 16685.52 77

Test: LSD Fisher Alfa=0.05 DMS=4.87459
Error: 76.1204 gl: 75

Conglomerado Medias n E.E.

3 6.36 30 1.59 A

1 6.81 27 1.68 A

2 33.31 21 1.90 B

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0.05)

15% (UFC/uL)
Variable N R2 RZA] CV
15% (UFC/ulL) 78 0.81 0.80 66.79

Cuadro de Andlisis de la VVarianza (SC tipo I)

F.V. SC dl CM _F p-valor
Modelo 7168.63 2 3584.31 155.93 <0.0001
Conglomerado 7168.63 2 3584.31 155.93 <0.0001
Error 1724.05 75 22.99
Total 8892.68 77
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Test: LSD Fisher Alfa=0.05 DMS=2.67875
Error: 22.9874 gl: 75

Conglomerado Medias n E.E.

1 1.06 27 092 A

3 1.63 30 088 A

2 22.97 21 1.05 B

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0.05)

Carbohidratos (UFC/uL)
Variable N R? R2ZA] CV
Carbohidratos (UFC/uL) 78 0.42 0.40 52.37

Cuadro de Analisis de la VVarianza (SC tipo I)

F.V. SC_ al CM F p-valor
Modelo 1031.37 2 515.68 27.14 <0.0001
Conglomerado 1031.37 2 515.68 27.14 <0.0001
Error 1425.26 75 19.00
Total 2456.63 77

Test: LSD Fisher Alfa=0.05 DMS=2.43559
Error: 19.0035 gl: 75

Conglomerado Medias n E.E.

3 3.79 30 0.80 A

2 10.30 21 0.95 B
1 11.83 27 0.84 B

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0.05)
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Anexo 6. Tablas de contingencia de la variable categorica (Gas)

Frecuencias absolutas

En columnas: GAS

Conglomerado NO SI Total

1 0 27 27

2 0 21 21

3 29 1 30

Total 29 49 78

Estadistico Valor gl p

Chi Cuadrado Pearson 73.86 2 <0.0001
Chi Cuadrado MV-G2 94.18 2 <0.0001
Coef.Conting.Cramer 0.69
Coef.Conting.Pearson 0.70
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