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RESUMEN

El microbioma ambiental del café permite comprender las interacciones ecoldgicas
entre suelo, raiz, fruto y agua, asi como su participacién potencial en procesos como
el reciclaje de nutrientes, la interaccion planta-microorganismo y la disponibilidad de
microorganismos durante etapas postcosecha. El objetivo de este estudio fue
caracterizar la composicion, diversidad y estructura ecolégica de comunidades
bacterianas y fungicas asociadas con café de especialidad (Coffea arabica L.)
producido en el Estado de México, a fin de identificar reservorios microbianos y
discutir su potencial relacion con procesos de fermentacién y calidad del café con
base en literatura especializada. Se recolectaron muestras de suelo, raiz, fruto y
agua en una finca cafetalera de Temascaltepec, Estado de México. La
caracterizacion microbiana se realiz6 mediante secuenciacion de los marcadores
16S rRNA e ITS y analisis bioinformaticos en QIIMEZ2 utilizando las bases de datos
SILVA y UNITE. Los resultados mostraron una estructuracion microbiana
diferenciada segun la matriz. En bacterias, se identificd un nucleo compartido entre
suelo, raiz y agua, con diferencias significativas en diversidad beta. En hongos, el
suelo presenté mayor riqueza y diversidad, mientras que la raiz mostré un efecto de
seleccibn mas restrictivo. En conclusion, el sistema cafetalero alberga un
microbioma ambiental diverso y ecoldgicamente diferenciado, donde el suelo actua
como principal reservorio microbiano y la raiz como nicho de seleccion. Estos
resultados constituyen una linea base para futuras investigaciones que integren

analisis sensoriales, fisicoquimicos, metabolémicos o ensayos de fermentacion

vii



dirigida para evaluar con mayor precision la contribucién de la microbiota local a la
calidad del café.

Palabras clave: microbioma del café; fermentacion del café; Coffea arabica;
microbiota ambiental; 16S rRNA; ITS; diversidad microbiana; reservorios

microbianos.
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ABSTRACT

The environmental microbiome associated with coffee cultivation provides valuable
insights into the ecological interactions among soil, roots, fruits, and water, as well
as its potential involvement in nutrient cycling, plant-microbe interactions, and the
availability of microorganisms during postharvest stages. This study aimed to
characterize the composition, diversity, and ecological structure of bacterial and
fungal communities associated with specialty coffee (Coffea arabica L.) cultivated in
the State of Mexico, to identify microbial reservoirs and discuss their potential
relationship with coffee fermentation and quality based on specialized literature. Sail,
root, fruit, and water samples were collected from a coffee plantation in
Temascaltepec, State of Mexico. Microbial communities were characterized through
high-throughput sequencing of the 16S rRNA gene and the internal transcribed
spacer (ITS) region, followed by bioinformatic analysis in QIIME2 using the SILVA
and UNITE reference databases. The results revealed clear microbial differentiation
among sample matrices. Bacterial communities exhibited a shared core microbiome
across soil, roots, and water, while significant differences were observed in beta
diversity. Fungal communities showed the highest richness and diversity in sail,
whereas roots exerted a stronger selective effect on community composition.
Overall, the coffee agroecosystem harbors a diverse and ecologically differentiated
environmental microbiome, with soil serving as the main microbial reservoir and
roots acting as a selective ecological niche. These findings provide a baseline for

future studies integrating sensory, physicochemical, metabolomic, or controlled



fermentation analyses to evaluate more precisely the contribution of local microbiota
to coffee quality.
Keywords: coffee microbiome; coffee fermentation; Coffea arabica; environmental

microbiota; 16S rRNA gene; ITS region; microbial diversity; microbial reservoirs.



.  INTRODUCCION

El microbioma ambiental asociado con las plantas de café constituye un
componente biolégico relevante para comprender los procesos ecoldgicos que
pueden influir en el desarrollo del cultivo, el procesamiento postcosecha y la calidad
potencial del producto final. El suelo, las raices, los frutos, el agua y las superficies
vegetales albergan comunidades bacterianas y fungicas diversas que pueden
actuar como reservorios microbianos dentro del sistema cafetalero. En este sentido,
la caracterizacion de dichas comunidades permite describir la ecologia microbiana
local de las plantaciones de café e identificar microorganismos con posible
participacion en procesos relacionados con la fermentacion, la transformacion de

sustratos y la generacidon de metabolitos asociados con la calidad sensorial.

Desde esta perspectiva, la fermentacion del café puede entenderse como una etapa
postcosecha en la que el microbioma ambiental podria desempefar un papel
importante. La actividad metabdlica de bacterias, levaduras y hongos filamentosos
puede contribuir a la degradacion del mucilago y a la formaciéon de precursores
sensoriales. Durante este proceso, los azucares, pectinas, compuestos fendlicos,
proteinas y lipidos presentes en el fruto pueden ser transformados en etanol, acidos
organicos y compuestos volatiles, incluidos alcoholes, ésteres, aldehidos y cetonas,
los cuales han sido asociados con el desarrollo del aroma y sabor del café después

del tostado (Pothakos et al., 2020; Puerta et al., 2015; Rocha et al., 2023).



La dinamica microbiana involucrada en la fermentacion no esta determinada
unicamente por los microorganismos presentes en el fruto o en el mucilago, sino
que puede estar influenciada por un sistema ecolégico mas amplio, en el cual el
suelo, las raices, el agua y las superficies asociadas a la planta contribuyen al
conjunto microbiano disponible durante el procesamiento postcosecha (Holguin-
Sterling et al., 2023). Esta interaccion entre diferentes matrices permite considerar
que la fermentacién del café se encuentra vinculada con un contexto ecoldgico
multi-matriz, donde la composicion microbiana local, las condiciones ambientales y
las practicas de manejo pueden influir en las rutas metabdlicas asociadas con el

desarrollo de perfiles sensoriales.

Dentro de este contexto ecoldgico, distintos grupos microbianos pueden participar
de manera diferencial en la transformacion de los sustratos presentes durante la
fermentaciéon. En las etapas iniciales suelen favorecerse levaduras capaces de
metabolizar azucares simples y producir etanol, ésteres y alcoholes superiores,
metabolitos asociados con notas frutales, dulces y florales. Conforme avanza el
proceso fermentativo, las bacterias acido-lacticas pueden contribuir a la
acidificacion del medio, al equilibrio sensorial y a la sucesiéon microbiana, mientras
que las bacterias acéticas pueden oxidar el etanol hacia acido acético. Esta
actividad puede incrementar la complejidad sensorial cuando el proceso es
controlado, aunque también puede generar defectos bajo condiciones de
acidificaciéon excesiva o fermentaciones prolongadas. Por ello, comprender la

composicién de las comunidades microbianas asociadas con las matrices del café



es importante para explicar la posible formacion de perfiles deseables o

desviaciones fermentativas (Pothakos et al., 2020; Todhanakasem et al., 2024).

La estructura de estas comunidades microbianas esta influenciada por factores
ambientales, geograficos y productivos, lo que ha llevado a proponer la existencia
de un efecto de “terroir microbiano” en el café (Pereira et al., 2022; Veloso et al.,
2023). Desde esta perspectiva, el microbioma local no solo acompafia al cultivo,
sino que podria contribuir a la identidad sensorial del producto final mediante la
presencia de microorganismos con funciones metabdlicas especificas. Sin
embargo, la mayoria de los estudios se han centrado en el microbioma del fruto
durante la fermentacion, mientras que el microbioma ambiental del sistema
cafetalero permanece menos explorado, particularmente en regiones cafetaleras

emergentes como el Estado de México.

Por lo tanto, esta investigacion tuvo como objetivo caracterizar la estructura,
composicion y diversidad del microbioma ambiental asociado con café de
especialidad (Coffea arabica L.) producido en el Estado de México. Para ello, se
analizaron a nivel taxonémico las comunidades bacterianas y fungicas presentes en
matrices del sistema cafetalero, con la finalidad de identificar posibles reservorios
microbianos y patrones de diferenciacion ecolégica. La relacion con la fermentacién
y la calidad del café se abordd de manera indirecta e inferencial, mediante la
comparacion de los géneros identificados con antecedentes cientificos, sin
establecer una relacion causal directa con atributos sensoriales, metabolitos

volatiles o procesos fermentativos controlados.



IIl. REVISION DE LITERATURA

2.1 Antecedentes

El café es uno de los cultivos de mayor importancia econdmica, social y cultural a
nivel mundial. Su origen se ha relacionado histéricamente con Africa,
particularmente con regiones de Etiopia, donde se reconoce la presencia ancestral
de especies del género Coffea. Diversos relatos historicos sefialan que el consumo
del café se desarroll6 inicialmente a partir del aprovechamiento de los frutos del
cafeto, los cuales posteriormente fueron transformados en bebida mediante
procesos de secado, tostado y molienda. Aunque parte de su historia se ha
transmitido mediante relatos tradicionales, como la leyenda del pastor Kaldi, el café
adquirio relevancia global por sus propiedades estimulantes, su valor comercial y su
papel en distintas culturas alimentarias (Artusi, 2021; Didier, 2018; Unigarro et al.,

2025).

La palabra “café” proviene del arabe gahwa y llegé a distintas lenguas a través del
turco kahweh. Con el tiempo, el cultivo y consumo del café se expandieron desde
Africa y Medio Oriente hacia Europa, Asia y América, hasta convertirse en una de
las bebidas mas consumidas a nivel mundial. Actualmente, ademas de su relevancia
comercial, el café es objeto de estudio por su compleja composicidon quimica, sus
atributos sensoriales y la influencia que ejercen el ambiente, la genética vegetal, el
manejo agrondmico Yy los procesos postcosecha sobre su calidad final (Didier, 2018;

Unigarro et al., 2025).



2.2 El café en México

Existen registros de la llegada del café a México desde el siglo XVIII. Su introduccion
se ha asociado con rutas provenientes del Caribe, particularmente Jamaica, Haiti,
Santo Domingo y Cuba, desde donde plantas de café arabica llegaron a las costas
de Veracruz y Tabasco, para posteriormente establecerse en regiones como Xalapa,

Coatepec, Cérdoba y Chilpancingo (Didier, 2018).

México cuenta con condiciones agroecolédgicas favorables para la produccion de
café, debido a la diversidad de altitudes, climas y suelos presentes en distintas
regiones del pais. Estas condiciones permiten el cultivo de variedades con potencial
para obtener cafés de alta calidad. De acuerdo con el Servicio de Informacion
Agroalimentaria y Pesquera, México se ha ubicado entre los principales productores
de café a nivel mundial, con una produccion distribuida en diversas entidades

federativas (Servicio de Informacién Agroalimentaria y Pesquera [SIAP], 2022).

El café es considerado un cultivo estratégico en México, tanto por su importancia
econdmica como por su impacto social. Su produccién involucra a mas de 500 mil
productores distribuidos en 15 entidades federativas y 480 municipios. En 2024, la
superficie sembrada de café fue de aproximadamente 703,943 hectareas, de las
cuales se obtuvo una produccion de café cereza de 1,056,306 toneladas. Los
principales estados productores fueron Chiapas, Veracruz y Puebla, que en
conjunto aportaron mas del 80% de la produccion nacional (Servicio de Informacién

Agroalimentaria y Pesquera [SIAP], 2024).



2.3 El café en el Estado de México

En el Estado de México, el café se cultiva principalmente en la regién sur, en
municipios como Almoloya de Alquisiras, Amatepec, Malinalco, Ocuilan, San Simén
de Guerrero, Sultepec, Tejupilco, Temascaltepec y Tlatlaya. En estas zonas, el
cultivo suele desarrollarse bajo sistemas rusticos o de montana, en condiciones
ambientales que favorecen la produccion de café con caracteristicas diferenciadas

(Gaona et al., 2024; Leguizamo et al., 2023).

Aunque el Estado de México es considerado un microproductor de café en
comparaciéon con entidades como Chiapas, Veracruz o Puebla, algunas regiones
presentan condiciones favorables de altitud, clima y suelo para la produccion de
café de especialidad. Leguizamo et al. (2023) reportan que la entidad cuenta con
aproximadamente 539 hectareas plantadas, concentradas principalmente en los
municipios de Amatepec, Sultepec y Temascaltepec. Estas caracteristicas hacen
relevante el estudio del café mexiquense, particularmente desde enfoques que
permitan comprender los factores ambientales y microbiolégicos asociados con su

diferenciacion productiva y sensorial.

2.4 Generalidades del cultivo de café

El café pertenece al género Coffea, el cual comprende numerosas especies de
importancia ecoldgica y economica. Entre ellas, Coffea arabica L. y Coffea
canephora Pierre ex A. Froehner son las especies cultivadas comercialmente con

mayor relevancia. Los granos de café corresponden a las semillas contenidas dentro



del fruto, conocido comunmente como cereza. Una vez cosechadas, procesadas,
secadas, tostadas y molidas, estas semillas son utilizadas principalmente para la
preparacion de una bebida de amplio consumo mundial (Herrera & Cortina, 2013;

Servicio de Informacion Agroalimentaria y Pesquera [SIAP], 2022).

El cultivo de café requiere condiciones agroclimaticas especificas. De manera
general, se desarrolla favorablemente en zonas con altitudes entre 600 y 1,200 m
S. n. m., precipitaciones anuales de 1,500 a 2,500 mm y temperaturas entre 13 y 26
°C, aunque estos rangos pueden variar segun la especie, variedad, sistema
productivo y regidén geografica (Centro de Estudios para el Desarrollo Rural

Sustentable y la Soberania Alimentaria [CEDRSSA], 2019).

2.4.1 Clasificacion taxonémica

El género Coffea pertenece a la familia Rubiaceae y agrupa especies de distribucion
principalmente tropical. Las plantas de este género pueden presentar formas
arbustivas o arbéreas, con flores hermafroditas, generalmente blancas, y frutos tipo
drupa que contienen usualmente dos semillas. Las especies de mayor importancia
agricola incluyen Coffea arabica, Coffea canephora, Coffea liberica, Coffea
eugenioides y Coffea anthonyi. No obstante, las dos especies de mayor produccién

comercial son C. arabica y C. canephora (Duran, 2010; Unigarro et al., 2025).

2.4.2 Descripcion morfolégica
La morfologia del cafeto es relevante para comprender la interaccion entre la planta

y su ambiente, incluyendo los compartimentos donde se establecen comunidades
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microbianas. Entre estos compartimentos destacan la raiz, el fruto y las superficies
vegetales, debido a su papel como nichos ecoldgicos para bacterias, hongos y

levaduras.

La raiz cumple funciones esenciales de absorcion de agua y nutrientes,
almacenamiento de reservas y anclaje de la planta. El cafeto desarrolla una raiz
principal o pivotante, de la cual derivan raices axiales, laterales y raicillas
absorbentes. Estas ultimas son particularmente relevantes por su interaccion con la
rizosfera, zona donde se establecen comunidades microbianas influenciadas por
exudados radicales, materia organica, humedad y caracteristicas fisicoquimicas del

suelo (Florez et al., 2013).

El tallo del cafeto presenta nudos y entrenudos, a partir de los cuales se desarrollan
hojas y ramas laterales. Las ramas primarias y secundarias, conocidas también
como bandolas, son importantes porque en ellas ocurre principalmente la
fructificacion. Las hojas, por su parte, realizan procesos fisiolégicos esenciales
como fotosintesis, respiracion y transpiracion, y también pueden albergar
microorganismos epifitos en sus superficies (Arcila et al., 2007; Duran, 2010; Flérez

et al., 2013).

Las flores del cafeto se desarrollan en los nudos de las ramas y dan origen a los
frutos. El fruto del café es una drupa cuyo proceso de maduracién puede durar entre
siete y ocho meses, dependiendo de la variedad y las condiciones ambientales. Esta

compuesto por distintas capas: epicarpio, mesocarpio, mucilago, endocarpio o

8



pergamino, pelicula plateada, endospermo y embrién. El mucilago es de especial
importancia en el procesamiento postcosecha, ya que constituye un sustrato rico en
compuestos aprovechables por microorganismos durante la fermentacion (Duran,

2010; Unigarro et al., 2025).

2.4.3 Coffea arabica

Coffea arabica L. es la especie de café mas cultivada a nivel mundial y se
caracteriza por producir bebidas de alta calidad sensorial. Entre sus variedades mas
conocidas se encuentran Typica, Bourbon, Caturra, Mundo Novo, Tico, San Ramén
y Blue Mountain. A diferencia de otras especies de café, C. arabica es tetraploide,
lo cual la distingue genéticamente de especies diploides como C. canephora

(Penaranda et al., 2020).

Esta especie tiene su origen en las tierras altas de Etiopia y se adapta
favorablemente a condiciones de altitud media y alta. Sus granos presentan un
contenido de cafeina menor que los de C. canephora, generalmente entre 0.9 y
1.5% en base seca. Aunque C. arabica es apreciada por sus atributos sensoriales,
también es susceptible a diversos patdogenos, entre ellos nematodos endoparasitos
de raiz y la roya del café, causada por Hemileia vastatrix (Romero & Camilo, 2019;

Ruta & Farcasanu, 2021).

2.4.4 Coffea canephora
Coffea canephora, comunmente denominada Robusta, es otra especie de

importancia comercial. Se caracteriza por presentar plantas vigorosas, de copa

9



amplia, hojas grandes y frutos relativamente pequefos. Esta especie es nativa de
regiones ecuatoriales de Africa y se adapta a condiciones de menor altitud en

comparacioén con C. arabica (Romero & Camilo, 2019; Ruta & Farcasanu, 2021).

Aunque C. canephora suele producir una bebida considerada de menor calidad
sensorial que C. arabica, presenta ventajas agrondmicas como mayor
productividad, tolerancia a ciertas condiciones ambientales y mayor contenido de
cafeina, que puede oscilar entre 2 y 4.5% en base seca. Por estas caracteristicas,
es ampliamente utilizada en mezclas comerciales y en la industria del café soluble

(Romero & Camilo, 2019; Ruta & Farcasanu, 2021).

2.4.5 Cosecha del café

La cosecha del café consiste en la recoleccion de los frutos maduros, comunmente
denominados cerezas. La seleccion manual de frutos maduros es uno de los
métodos mas cuidadosos, ya que permite recolectar cerezas en estado 6ptimo de
madurez, lo cual favorece la calidad del grano y reduce la presencia de defectos

asociados con frutos verdes, sobremaduros o dafados (Artusi, 2021).

La maduracién de las cerezas no ocurre de manera uniforme, incluso dentro de una
misma planta o rama. Por ello, los productores suelen realizar varias pasadas de
cosecha para seleccionar frutos con coloracion rojo cereza o amarilla, segun la
variedad. El estado de madurez del fruto es relevante no solo para la calidad fisica

y sensorial del café, sino también para la composicion de sustratos disponibles

10



durante el procesamiento postcosecha vy, por tanto, para la actividad microbiana

durante la fermentacion (Duran, 2010).

2.5 Café de especialidad

El café de especialidad se caracteriza por privilegiar la calidad fisica, sensorial y la
experiencia del consumidor. Su evaluacion considera atributos como aroma, sabor,
postgusto, acidez, cuerpo, equilibrio, dulzura, limpieza de taza y uniformidad. De
acuerdo con la Specialty Coffee Association, un café puede considerarse de
especialidad cuando obtiene una puntuacion minima de 80 puntos sobre 100 en una
evaluacién sensorial realizada por catadores calificados (Escamilla & Landeros,

2016; Ran et al., 2025; Sarmento et al., 2025).

La calidad del café de especialidad no depende unicamente de la variedad vegetal
o de las condiciones agronémicas, sino también de factores ambientales, practicas
de cosecha, manejo postcosecha, fermentacion, secado, almacenamiento y
tostado. En este contexto, la microbiota asociada al fruto y al ambiente del cafetal
puede tener un papel relevante, ya que ciertos microorganismos participan en la
transformaciéon de compuestos presentes en el mucilago y en la generacion de
metabolitos asociados con caracteristicas sensoriales diferenciadas (Pereira et al.,

2022; Pothakos et al., 2020; Rocha et al., 2023).
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2.6 Fermentacién del café

La fermentacién del café es un proceso bioquimico y microbiolégico que ocurre
durante el procesamiento postcosecha, especialmente en meétodos lavados,
semilavados, naturales o procesos controlados. Durante esta etapa, levaduras,
bacterias y hongos pueden transformar compuestos organicos presentes en el
mucilago, principalmente azucares, pectinas y proteinas, en metabolitos como
etanol, acidos organicos, aminoacidos libres y compuestos volatiles. Estos
productos pueden influir en el desarrollo del aroma, sabor, acidez y complejidad

sensorial del café (Cenicafé, 2013; Mahatmanto et al., 2023; Puerta et al., 2015).

La fermentacion puede durar entre 12 y 72 horas, dependiendo del método de
procesamiento, temperatura, disponibilidad de oxigeno, carga microbiana inicial,
variedad del café y condiciones ambientales. Una fermentacion adecuada facilita el
desprendimiento del mucilago y puede contribuir al desarrollo de perfiles
sensoriales agradables. Sin embargo, fermentaciones excesivas o mal controladas
pueden generar defectos asociados con acidificacion excesiva, produccion de
compuestos indeseables o crecimiento de microorganismos no deseados (Ran et

al., 2025; Ruiz-Leza et al., 2007).

Durante la fermentacién se establecen interacciones complejas entre levaduras,
bacterias acido-lacticas, bacterias acido-acéticas y hongos filamentosos. Las
levaduras pueden producir enzimas pectinoliticas, etanol y compuestos aromaticos;
las bacterias acido-lacticas pueden contribuir a la acidificacién y estabilidad del

proceso; y las bacterias acéticas pueden oxidar etanol hacia acido acético. Estas
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interacciones influyen en la sucesion microbiana y en la formacion de metabolitos

relevantes para la calidad final del café (Pereira et al., 2022; Pothakos et al., 2020).

2.7 Microorganismos en el café

2.7.1 Microorganismos en la fermentacion y calidad sensorial del café

La poblacion microbiana presente durante la fermentacion del café puede provenir
de diversas fuentes, incluyendo la superficie del fruto, el mucilago, el suelo, el agua,
las manos de los recolectores, los recipientes de transporte, los tanques de
fermentacién, insectos y superficies asociadas al procesamiento. Su desarrollo
depende de factores intrinsecos, como la variedad, composicion del fruto y
humedad del grano, asi como de factores extrinsecos, como temperatura, oxigeno,
practicas de manejo, higiene del proceso y microbiota ambiental (Mendoza, 2005;

Zhang et al., 2019).

Los microorganismos involucrados en la fermentacion del café incluyen
principalmente bacterias acido-lacticas, bacterias acido-acéticas, levaduras y
hongos filamentosos. Estos grupos participan en la degradacion de los sustratos del
mucilago y en la produccién de compuestos volatiles y no volatiles que pueden
difundirse hacia el grano. Se ha reportado que durante el procesamiento del café
pueden generarse cientos de compuestos asociados con el aroma y el sabor,
muchos de los cuales dependen de la interaccion entre la actividad microbiana y las

condiciones del proceso (Nigam & Singh, 2014; Pothakos et al., 2020).
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Entre las bacterias reportadas con mayor frecuencia durante la fermentacion
destacan los géneros Leuconostoc, Lactobacillus, Lactococcus, Weissella,
Acetobacter, Gluconobacter, Pseudomonas, Enterobacter y Acinetobacter.
Asimismo, se ha descrito la predominancia de bacterias acido-lacticas,
particularmente Leuconostoc pseudomesenteroides y especies de Lactobacillus,
durante etapas avanzadas de la fermentacién (Penuela-Martinez et al., 2023;

Pothakos et al., 2020; Todhanakasem et al., 2024).

En cuanto a las levaduras, los géneros mas comunmente identificados durante el
proceso fermentativo incluyen Saccharomyces, Pichia, Wickerhamomyces,
Candida, Meyerozyma, Papiliotrema y Kurtzmaniella, los cuales se asocian con
actividades pectinoliticas y con la produccion de metabolitos volatiles que pueden
contribuir al perfil sensorial del café. Entre los hongos filamentosos se han reportado
principalmente Cladosporium y Alternaria durante distintas etapas de la
fermentacién. En conjunto, estos microorganismos conforman una microbiota
dinamica que puede influir en la calidad final del café fermentado, aunque su efecto

depende de las condiciones especificas del proceso (Todhanakasem et al., 2024).

2.7.2 Diversidad microbiana en suelos cafetaleros

El suelo cafetalero constituye un reservorio microbiano complejo, donde bacterias,
hongos, arqueas y actinomicetos participan en procesos ecoldgicos como reciclaje
de nutrientes, descomposicion de materia organica, solubilizacion de minerales,
fijacion de nitrégeno, interaccion planta—microorganismo y supresiéon de patégenos.

La composicion de estas comunidades puede estar influenciada por el tipo de suelo,
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altitud, humedad, temperatura, cobertura vegetal, practicas agricolas y manejo de
fertilizacion (Rosabal et al., 2021).

Entre los géneros bacterianos asociados con suelos y sistemas cafetaleros se han
reportado  Bacillus, Pseudomonas, Rhizobium, Burkholderia, Serratia,
Agrobacterium, Micrococcus, Enterobacter, Arthrobacter, Rhodobacter y Pantoea.
Algunas especies de Bacillus, como B. subtilis, B. megateriumy B. cereus, han sido
relacionadas con la produccion de enzimas, como poligalacturonasas y liasas de
pectina, relevantes para la degradacion de tejidos vegetales. Asimismo, ciertas
especies de Burkholderia han sido descritas como bacterias asociadas con plantas
y con potencial para participar en procesos de degradacion de compuestos como la

cafeina (Mahatmanto et al., 2023; Rosabal et al., 2021).

En cuanto a los hongos, en suelos cafetaleros se han identificado géneros como
Aspergillus, Penicillium, Trichoderma y Fusarium, ademas de actinomicetos como
Streptomyces. Algunos de estos microorganismos pueden desempefar funciones
benéficas, como degradacion de materia organica o antagonismo frente a
patdgenos; sin embargo, otros pueden incluir especies fitopatdégenas o productoras
de metabolitos no deseables. Por ello, la caracterizacion taxondmica del suelo
permite aproximarse a la diversidad microbiana disponible en el sistema cafetalero
y a su posible papel como fuente de microorganismos para otros compartimentos

de la planta (Rosabal et al., 2021).
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2.7.3 Microbiota asociada al agua de fuentes naturales

El agua utilizada en los sistemas cafetaleros puede constituir una fuente adicional
de microorganismos, especialmente cuando participa en el lavado, despulpado,
fermentacién o transporte del café. Las comunidades microbianas presentes en
fuentes de agua pueden variar segun el origen del recurso, las condiciones
hidrologicas, el contenido de nutrientes, la temperatura, la exposicion ambiental y la

influencia de actividades humanas (Ramirez-Flores, 2009; Vargha et al., 2023).

El agua subterranea suele presentar comunidades biolégicas menos abundantes
debido a su bajo contenido de materia organica y nutrientes. No obstante, las
actividades humanas, el crecimiento urbano y el manejo agricola pueden modificar
la composicién microbiana de los cuerpos de agua y acuiferos. En sistemas de
abastecimiento de agua se han identificado comunidades dominadas por filos como
Proteobacteria, Chloroflexi, Nitrospira, Acidobacteriota y Actinobacteriota, asi como
microorganismos relacionados con ciclos biogeoquimicos del nitrégeno, hierro,

azufre y metano (Ramirez-Flores, 2009; Vargha et al., 2023).

También se han identificado bacterias pertenecientes a los filos Proteobacteria,
Actinobacteria, Firmicutes y Bacteroidetes en agua de grifo y agua mineral. La
composiciéon de estas comunidades puede estar influenciada por factores
ambientales, condiciones de almacenamiento y tratamiento del agua. Por ello, las
fuentes de agua empleadas en el procesamiento del café pueden ser consideradas
matrices relevantes dentro del sistema microbiolégico asociado al cultivo y

postcosecha (Sala-Comorera et al., 2020).
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2.7.4 Microorganismos en frutos de café y su impacto potencial en la calidad
Las cerezas de café albergan una amplia diversidad de microorganismos en su
superficie, tejidos y mucilago. Algunos de estos microorganismos pueden ser
dominantes y comunes en distintos cultivares y regiones geograficas, mientras que
otros se presentan de manera menos frecuente o dependen de condiciones
ambientales especificas. Entre las bacterias reportadas en frutos de café destacan
Leuconostoc, Acetobacter, Gluconobacter, Bacillus, Lactococcus, Enterobacter,
Lactobacillus, Serratia y Acinetobacter, incluyendo bacterias acido-lacticas y acido-
acéticas potencialmente relacionadas con la degradacidon del mucilago y la
generacion de compuestos asociados con calidad (Mahatmanto et al., 2023; Silva

et al., 2000).

Entre las levaduras predominantes se han identificado géneros como Pichia,
Candida, Saccharomyces y Debaryomyces, mientras que entre los hongos
filamentosos destacan Cladosporium, Alternaria, Aspergillus, Penicillium 'y
Fusarium. Estos microorganismos se encuentran naturalmente asociados a la
superficie y tejidos del fruto, y algunos de ellos han sido vinculados con actividades
enzimaticas, transformacion de azucares, produccion de acidos organicos y
formacion de compuestos aromaticos. No obstante, su efecto sobre la calidad
depende de la especie, abundancia, sucesién microbiana y condiciones de

fermentacién (Mahatmanto et al., 2023; Silva et al., 2000).
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2.8 Secuenciacion de amplicones y herramientas bioinformaticas para el
estudio de comunidades microbianas

El estudio de comunidades microbianas ha sido transformado por el desarrollo de
técnicas de secuenciacion de alto rendimiento, las cuales permiten identificar
microorganismos cultivables y no cultivables presentes en muestras ambientales.
Estas aproximaciones han facilitado el anadlisis de microbiomas complejos en
suelos, plantas, agua, alimentos y sistemas fermentativos, al permitir la
caracterizacion taxondmica de bacterias, arqueas, hongos y otros microorganismos
mediante marcadores moleculares especificos (Cortés-Lopez et al., 2020; Martinez-

Munoz et al., 2022).

Dentro de estas metodologias se distingue la secuenciacion de amplicones, también
denominada metagenomica dirigida o metabarcoding, y la metagendémica shotgun.
La secuenciacion de amplicones se basa en la amplificacion de regiones especificas
del ADN, como el gen 16S rRNA para bacterias y arqueas, o la region ITS para
hongos. Esta aproximaciéon permite describir la composicidon taxondémica y
diversidad de comunidades microbianas, aunque presenta limitaciones para inferir
funciones metabdlicas directas. Por su parte, la metagendmica shotgun secuencia
de manera aleatoria todo el ADN presente en una muestra, lo cual permite identificar
genes funcionales, reconstruir genomas y analizar vias metabdlicas con mayor

resolucién funcional (Martinez-Mufioz et al., 2022).

La extraccion de ADN ambiental constituye una etapa critica para el estudio de

microbiomas, ya que la calidad, pureza e integridad del material genético influyen
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directamente en la amplificacién, secuenciacidon y analisis posterior. En matrices
ambientales complejas, como suelo, raiz, fruto o agua, la extraccion debe permitir
recuperar ADN microbiano representativo y reducir la presencia de inhibidores.
Existen diferentes estrategias de lisis celular, incluyendo métodos quimicos,
enzimaticos y mecanicos, cada uno con ventajas y limitaciones respecto a
rendimiento, pureza y diversidad microbiana recuperada (Cortés-Lopez et al., 2020;

Zhang et al., 2021).

2.8.1 Técnicas de secuenciacion de nueva generaciéon

La secuenciacion de nueva generacion, conocida como Next Generation
Sequencing (NGS), comprende un conjunto de tecnologias disefnadas para
secuenciar grandes cantidades de fragmentos de ADN de forma masiva y paralela.
Estas tecnologias permiten obtener millones de lecturas en menor tiempo y con
menor costo por base en comparacidon con metodos tradicionales como la

secuenciacion Sanger (Rubio et al., 2020; Uhlen & Quake, 2023).

De manera general, los flujos de trabajo de NGS incluyen la fragmentacién o
amplificacion del ADN, la incorporacion de adaptadores e indices, la preparacion de
bibliotecas, la secuenciacion y el analisis bioinformatico de las lecturas obtenidas.
En estudios de microbiomas, estas tecnologias han permitido caracterizar
comunidades microbianas con mayor profundidad, detectar taxones de baja
abundancia y comparar patrones de diversidad entre muestras o condiciones

experimentales (Rubio et al., 2020; Wensel et al., 2022).

19



2.8.2 Técnicas de secuenciacion aplicadas a microbiomas

Secuenciacioén del gen 16S rRNA

La secuenciacion del gen 16S rRNA es una de las herramientas mas utilizadas para
el estudio de comunidades bacterianas. Este gen es altamente conservado entre
bacterias, pero contiene regiones hipervariables que permiten diferenciar grupos
taxonoémicos. En los estudios de microbioma, se amplifican una o varias regiones
del gen 16S mediante PCR, y posteriormente los productos son secuenciados para
identificar la composicion bacteriana de las muestras (Jovel et al., 2016; Wensel et

al., 2022).

Después de la secuenciacion, las lecturas obtenidas son sometidas a procesos de
control de calidad, eliminacion de adaptadores, filtrado de secuencias de baja
calidad, remocion de quimeras y agrupamiento o inferencia de variantes de
secuencia de amplicon. Tradicionalmente, las secuencias se agrupaban en
unidades taxondémicas operativas (OTUs), mientras que actualmente es frecuente
el uso de variantes de secuencia de amplicon (ASVs), que ofrecen mayor resolucion
al diferenciar secuencias exactas. La asignacion taxondmica se realiza mediante
comparacion con bases de datos de referencia como SILVA, RDP o Greengenes

(Jovel et al., 2016; Wensel et al., 2022).

Secuenciacion de la regién ITS
La regidon ITS, o Internal Transcribed Spacer, es ampliamente utilizada para la
caracterizacion de comunidades fungicas. Esta region presenta variabilidad

suficiente para diferenciar numerosos grupos de hongos y ha sido considerada un
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marcador estandar para estudios de diversidad fungica. Al igual que en el analisis
16S, los productos amplificados son secuenciados y posteriormente procesados
mediante herramientas bioinformaticas para identificar taxones presentes en las

muestras (Jovel et al., 2016; Wensel et al., 2022).

El andlisis ITS permite aproximarse a la composicién del micobioma en matrices
ambientales y alimentarias, incluyendo suelos, raices, frutos y sistemas
fermentativos. Sin embargo, al igual que otras aproximaciones basadas en
amplicones, su capacidad de inferir funciones metabdlicas es limitada y debe
complementarse con analisis funcionales, cultivo, metabolémica o metagenémica
shotgun cuando se busca establecer relaciones causales entre microorganismos y

procesos bioquimicos.

Secuenciacion metagendémica shotgun

La secuenciacidon metagendmica shotgun analiza todo el ADN presente en una
muestra. Después de la extraccion, el ADN se fragmenta de manera aleatoria y se
preparan bibliotecas para secuenciacion. Las lecturas resultantes se limpian,
ensamblan o alinean contra bases de datos de referencia, lo que permite identificar
taxones, genes funcionales y potencial metabdlico de las comunidades microbianas

(Jovel et al., 2016; Wensel et al., 2022).

Aunque la metagendémica shotgun proporciona mayor resolucion funcional que la
secuenciacion de amplicones, también requiere mayor profundidad de

secuenciacion, costos mas elevados y andlisis bioinformaticos mas complejos. Por
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ello, en estudios exploratorios de microbiomas ambientales, la secuenciacion de
amplicones 16S rRNA e ITS continta siendo una herramienta ampliamente utilizada
para caracterizar la diversidad y composicion taxondmica de comunidades

bacterianas y fungicas.

2.8.3 Principales herramientas bioinformaticas

Los datos obtenidos mediante secuenciacion masiva requieren herramientas
bioinformaticas para su procesamiento, analisis e interpretacion. Estas
herramientas permiten realizar control de calidad, eliminacidn de quimeras,
inferencia de ASVs u OTUs, asignacién taxondmica, calculo de diversidad alfa y
beta, analisis estadisticos y generacion de visualizaciones (Cortés-Lopez et al.,

2020).

QIIME 2

QIIME 2 es una plataforma bioinformatica de cédigo abierto disefiada para el
analisis de comunidades microbianas a partir de datos de secuenciacion. Permite
procesar secuencias crudas, realizar control de calidad, inferir variantes de
secuencia de amplicon, asignar taxonomia, calcular métricas de diversidad y
generar visualizaciones interactivas. Ademas, integra distintos plugins y métodos
bioinformaticos que facilitan el analisis reproducible de microbiomas (Bolyen et al.,

2019; Cortés-Lopez et al., 2020; Navas-Molina et al., 2013).

En estudios basados en amplicones, QIIME 2 es ampliamente utilizado por su

capacidad para integrar flujos de trabajo completos desde la importacion de datos
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hasta el analisis estadistico y la visualizacion de resultados. Su uso permite
comparar comunidades microbianas entre diferentes matrices, tratamientos o
condiciones ambientales, por lo que resulta adecuado para estudios exploratorios

de microbiomas asociados con sistemas agricolas.

Kraken2

Kraken2 es una herramienta bioinformatica utilizada para la clasificacion
taxondmica rapida de secuencias metagendmicas. Emplea un enfoque basado en
k-mers, en el cual pequefos fragmentos de secuencia son comparados con bases
de datos de referencia para asignar etiquetas taxonémicas a las lecturas de ADN.
Esta herramienta se utiliza principalmente en analisis metagendmicos shotgun,
debido a su eficiencia computacional y velocidad de clasificaciéon (Wood et al.,

2019).

Aunque Kraken2 no necesariamente se utiliza en todos los estudios basados en
amplicones, su descripcion resulta relevante como herramienta comparativa dentro
del campo de la metagendmica y el analisis de comunidades microbianas

complejas.

MetaPhlAn

MetaPhlAn, o Metagenomic Phylogenetic Analysis, es una herramienta
bioinformatica utilizada para el perfilado taxonémico de comunidades microbianas
a partir de datos de metagendmica shotgun. A diferencia de otros métodos que

clasifican grandes cantidades de lecturas contra bases de datos completas,
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MetaPhlAn utiliza genes marcadores especificos de clado para identificar y

cuantificar microorganismos con alta precision taxonémica (Truong et al., 2015).

Versiones recientes, como MetaPhlAn 4, incorporan informacion proveniente de
genomas de referencia y genomas ensamblados metagendmicamente, lo que
permite detectar especies previamente no caracterizadas y mejorar la resolucion
taxondmica en microbiomas complejos. No obstante, al igual que Kraken2, su
aplicacion se orienta principalmente a datos shotgun y no a estudios de amplicones

16S o ITS (Blanco-Miguez et al., 2023; Truong et al., 2015).
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. HIPOTESIS

Las comunidades bacterianas y fungicas asociadas al sistema cafetalero del Estado
de México difieren en composicion y diversidad entre matrices ambientales como
suelo, raiz, fruto y agua. Asimismo, algunos de los géneros identificados han sido
reportados en la literatura como potencialmente relacionados con procesos de
fermentacion, transformacion de sustratos y generacion de metabolitos vinculados

con la calidad del café.
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IV. JUSTIFICACION

La calidad del café de especialidad estd determinada por multiples factores
agronomicos, ambientales, postcosecha y sensoriales. Entre ellos, la fermentacion
constituye una etapa relevante, ya que durante este proceso diversos
microorganismos pueden participar en la transformacién de azucares, pectinas y
otros compuestos presentes en el fruto, generando metabolitos que han sido
asociados con el desarrollo de perfiles aromaticos y sensoriales (Pereira et al., 2022,

Pothakos et al., 2020; Rocha et al., 2023).

Sin embargo, la microbiota que participa o puede influir en estos procesos no
proviene unicamente del fruto, sino que forma parte de un sistema ecolégico mas
amplio integrado por el suelo, la raiz, el agua y otras superficies asociadas al cafetal.
Estas matrices pueden actuar como reservorios microbianos y contribuir a la
composicion inicial de las comunidades presentes durante el procesamiento
postcosecha. Por ello, el estudio del microbioma ambiental permite generar
informacion sobre la conectividad ecoldgica entre matrices y sobre la posible
disponibilidad de microorganismos con potencial participacibn en procesos

fermentativos (Veloso et al., 2023; Zhang et al., 2019).

En el Estado de México, la produccion de café de especialidad ha adquirido
relevancia en regiones como Temascaltepec; no obstante, existe informacion
limitada sobre la composicién y diversidad del microbioma asociado con sus

sistemas cafetaleros. Esta falta de informacion limita la comprension de los factores
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microbiolégicos que podrian contribuir a la diferenciacion del café producido en la
region. Por ello, resulta importante caracterizar las comunidades bacterianas y
fungicas presentes en matrices ambientales del cultivo, con el fin de generar una
linea base que permita comprender su estructura ecologica y su posible relacion
con procesos relevantes para la fermentacion y diferenciacion del café (Gaona et

al., 2024; Leguizamo et al., 2023).

La presente investigacion aporta informacion inicial sobre el microbioma ambiental
del café de especialidad del Estado de México. Si bien no busca establecer una
relacion causal directa entre microorganismos y atributos sensoriales, si permite
identificar comunidades y géneros microbianos que, de acuerdo con la literatura,
podrian tener potencial funcional en procesos de transformacion de sustratos,
produccion de enzimas y generacion de metabolitos asociados con la calidad del
café. En consecuencia, este trabajo constituye una base para futuras
investigaciones que integren analisis sensoriales, fisicoquimicos, metabolémicos o

ensayos de fermentacion controlada.
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V. OBJETIVOS

Objetivo general

Caracterizar la composicion, diversidad y estructura ecoldgica de las comunidades
bacterianas y fungicas asociadas al café de especialidad (Coffea arabica L.)
producido en el Estado de México, mediante secuenciacion molecular, e identificar
su potencial relacion ecolégica con procesos de fermentacion y calidad del café con

base en antecedentes cientificos.

Objetivos especificos

1. Caracterizar la composicion taxondmica de las comunidades bacterianas y
fungicas asociadas a matrices ambientales del sistema cafetalero, mediante
secuenciacion de los marcadores 16S rRNA e ITS.

2. Evaluary comparar la diversidad alfa y beta de las comunidades microbianas
presentes en las matrices analizadas, a fin de identificar patrones de
diferenciacién ecoldgica entre compartimentos del sistema cafetalero.

3. ldentificar géneros bacterianos y fungicos compartidos y exclusivos entre
matrices, con el propédsito de reconocer posibles reservorios microbianos y
rutas potenciales de conectividad ecoldgica dentro del cafetal.

4. Discutir, con base en literatura especializada, el potencial funcional de los
microorganismos identificados y su posible participacion en procesos

asociados con fermentacion, transformacion de sustratos y calidad del café.

28



V. METODOLOGIA

6.1 Descripcién de la zona de estudio

La investigacion se llevd a cabo en el sur del Estado de México, en la localidad de
San Andrés de los Gama, perteneciente al municipio de Temascaltepec de
Gonzalez, ubicada aproximadamente en las coordenadas 19.04° N y 100.05° O. El
municipio tiene una extension territorial de 568.3 km? lo que representa
aproximadamente 2.5% del territorio estatal. Presenta un intervalo altitudinal de
1,200 a 3,600 m s. n. m. y temperaturas que oscilan entre 6 y 24 °C (Ayuntamiento

de Temascaltepec, 2022).

El area de estudio correspondi6 a una finca cafetalera con una superficie
aproximada de 2,000 m?, dedicada al cultivo de café de la variedad Caturra Roja.
La seleccion del sitio se realizé considerando su ubicacién dentro de una region
productora de café en el Estado de México y su potencial para aportar informacion

sobre el microbioma ambiental asociado con sistemas cafetaleros de montana.

6.2 Muestreo

Se recolectaron muestras de fruto, raiz y suelo en cinco puntos distribuidos dentro
de la parcela, siguiendo criterios de muestreo previamente descritos para estudios
de microbioma en sistemas cafetaleros (Veloso et al., 2020). Las muestras fueron
obtenidas procurando representar distintos compartimentos del sistema cafetalero

y mantener condiciones estériles durante su manipulacion.
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Las muestras de fruto correspondieron a cerezas de café de la variedad Caturra
Roja. Las muestras de raiz fueron recolectadas a partir de plantas de café
seleccionadas dentro de la parcela, priorizando raices finas asociadas con la zona
rizosférica. Las muestras de suelo fueron tomadas en puntos cercanos a las plantas
seleccionadas, con la finalidad de representar el ambiente edafico asociado al
cultivo. Adicionalmente, se recolectaron 2 L de agua en recipientes estériles, con el

objetivo de evaluar su posible contribucion al microbioma del sistema cafetalero.

Todas las muestras fueron recolectadas en condiciones estériles y almacenadas en
bolsas o recipientes previamente esterilizados para evitar contaminacion cruzada.
Posteriormente, fueron transportadas en condiciones de refrigeraciéon entre 2y 8 °C,
conforme a los principios generales de manejo microbiolégico establecidos en la
NOM-109-SSA1-1994 (Secretaria de Salud, 1995), y almacenadas en

ultracongelacién hasta su procesamiento en laboratorio.

6.3 Extraccion de ADN

La extraccion de ADN se realizé en el Laboratorio de Microbiologia y Biotecnologia
Ambiental de la Universidad Autbnoma Metropolitana, Unidad Lerma, utilizando el
kit DNeasy PowerSoil Pro (QIAGEN), conforme a las instrucciones del fabricante,

con adecuaciones segun el tipo de matriz analizada.

Previo a la extraccion, las muestras de suelo fueron homogenizadas. Las muestras

de fruto y raiz fueron sometidas a desinfeccion superficial con etanol al 70% e

30



hipoclorito de sodio al 1% (p/v), seguida de lavados con agua destilada estéril, con
la finalidad de reducir la carga microbiana superficial y favorecer la recuperacion de
microorganismos asociados a los tejidos analizados. Posteriormente, las muestras
se llevaron a ultracongelacién a -80 °C durante 24 h y se maceraron, aprovechando

la formacion de cristales de hielo para facilitar la disrupcion celular.

Las muestras de agua fueron filtradas a través de membranas Whatman de 0.2 ym
para concentrar la biomasa microbiana. Las membranas obtenidas fueron utilizadas
directamente para la extraccion de ADN. Una vez preparadas las muestras, se
siguio el protocolo de extraccion del kit, que incluyé lisis celular, separacién de

inhibidores, uniéon del ADN a columna, lavados sucesivos y elucion final.

De manera general, se afiadieron 250 mg de muestra y 800 pL de solucién CD1 a
tubos PowerBead Pro. Los tubos fueron agitados en vortex a maxima velocidad
durante 10 min y posteriormente centrifugados a 15,000 x g durante 1 min. El
sobrenadante fue transferido a tubos limpios de microcentrifuga, donde se
afadieron las soluciones correspondientes para la precipitacion de inhibidores y
unién del ADN a la membrana de la columna. Después de los lavados indicados por

el fabricante, el ADN fue eluido con 100 pL de agua libre de nucleasas.

La calidad e integridad del ADN extraido se evalué mediante electroforesis en gel
de agarosa al 1%, tefido con SYBR Green. Las muestras fueron visualizadas en
transiluminador y comparadas con un marcador de peso molecular para verificar la

presencia de ADN amplificable.
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6.4 Electroforesis

La integridad del ADN extraido se evalué mediante electroforesis en gel de agarosa
al 1%. Para ello, se preparo el gel y se coloco en la camara de electroforesis con el
tampon correspondiente. Posteriormente, se cargaron las muestras de ADN en
pocillos individuales y se incluyé un marcador de peso molecular como referencia.
La corrida electroforética se realizé a 80 V durante 35 min. Posteriormente, el gel
fue tefiido con SYBR Green durante 40 min y visualizado en transiluminador. Este
procedimiento permitié verificar la presencia, integridad y calidad general del ADN

obtenido antes de su amplificaciéon por PCR.

6.5 Amplificacién

La caracterizacion del microbioma se realiz6 mediante amplificacién por PCR de
regiones ribosomales especificas. Para el analisis del bacterioma se amplificé el
gen 16S rRNA utilizando los cebadores universales 27F (5'-
AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3') y 1492R (5-TACGGYTACCTTGTTACGACTT-
3'). Para el analisis del micobioma se amplifico la region ITS utilizando los cebadores
NSA3 (5'-AAACTCTGTCGTGCTGGGGATA-3') y NLC2 (5-

GAGCTGCATTCCCAAACAACTC-3').

Las reacciones de PCR se realizaron por duplicado en un termociclador MiniAmp ™

Plus de Applied Biosystems. Las condiciones de amplificacidon consistieron en una

desnaturalizacion inicial a 94 °C durante 5 min, seguida de 35 ciclos de
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desnaturalizacion a 94 °C durante 1 min, alineamiento a 55 °C durante 1 min y
extension a 72 °C durante 1 min 30 s, con una extension final a 72 °C durante 5 min.
Los productos de PCR fueron evaluados mediante electroforesis en gel de agarosa
al 1% tefiido con SYBR Green, con el fin de confirmar la amplificacién de los

fragmentos esperados antes de su envio a secuenciacion.

6.6 Secuenciacién

Los productos de PCR obtenidos fueron enviados al servicio Integrated Microbiome
Resource, en Canada, para su secuenciacion. Este servicio realizé el
procesamiento correspondiente de los amplicones, incluyendo la preparacion de

bibliotecas, indexacion y secuenciacion de las muestras.

La secuenciacion permitid obtener lecturas correspondientes a los marcadores
moleculares 16S rRNA para bacterias e ITS para hongos, las cuales fueron
utilizadas posteriormente para el analisis bioinformatico de la composicion y

diversidad de las comunidades microbianas asociadas a las matrices evaluadas.

6.7 Procesamiento bioinformatico

Las secuencias obtenidas fueron procesadas utilizando QIIME 2, version 2025.4. El
flujo de trabajo incluy6 control de calidad, filtrado de secuencias de baja calidad,
eliminacién de quimeras y generacion de variantes de secuencia de amplicon

(ASVs). Este procedimiento permitié obtener una tabla depurada de secuencias
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representativas para el analisis taxonémico y ecolégico de las comunidades

microbianas.

La asignacion taxonomica de las secuencias bacterianas se realizé utilizando la
base de datos SILVA v138, mientras que la asignacion taxondémica de las
secuencias fungicas se efectud con la base de datos UNITE v7.2. Los resultados
fueron analizados a nivel de género, con la finalidad de comparar la composicion
microbiana entre matrices e identificar taxones compartidos y exclusivos dentro del

sistema cafetalero.

6.8 Analisis estadistico

El analisis estadistico se realizé por separado para los conjuntos de datos
bacterianos 16S rRNA y fungicos ITS. Para evaluar la diversidad alfa se calcularon
los indices Chao1, Shannon y Simpson, utilizando el paquete vegan, version 2.7.2,
en R version 4.5.2. Estos indices permitieron estimar la riqueza y diversidad de las

comunidades microbianas presentes en las matrices analizadas.

Para evaluar diferencias en los indices de diversidad alfa entre tipos de muestra, se
utilizé la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis mediante la funcién kruskal.test
en R. Se consideraron diferencias estadisticamente significativas cuando p < 0.05.
La diversidad beta se evalu6é mediante analisis de coordenadas principales (PCoA),
basado en la disimilitud de Bray-Curtis. Las diferencias en la composicién de las

comunidades microbianas entre matrices fueron evaluadas mediante
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PERMANOVA, utilizando la funciéon adonis2 del paquete vegan. Este analisis
permitié determinar si la estructura comunitaria diferia significativamente entre los
compartimentos evaluados.

Debido al alcance exploratorio del estudio, la relacidn entre microbioma ambiental,
fermentacién y calidad sensorial se interpreté de manera indirecta, a partir de la
identificacion taxondmica de géneros microbianos y su comparacion con reportes
previos en la literatura. No se realizaron analisis sensoriales, metabolémicos ni
ensayos de fermentacion controlada, por lo que los resultados deben entenderse
como una linea base ecoldgica y no como evidencia causal directa sobre atributos

de calidad del café.
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7.1. Calidad de las secuencias

El procesamiento bioinformatico realizado en QIIME2 permitié evaluar la calidad y
recuperacion de las secuencias bacterianas 16S y fungicas ITS, obtenidas de las
diferentes matrices analizadas. Para las secuencias bacterianas 16S (Tabla 1),
correspondientes a once muestras, cinco de suelo, cinco de raiz y una de agua, se
registraron en conjunto 513,282 secuencias de entrada, de las cuales se
conservaron finalmente 327,743 secuencias no quiméricas, equivalentes a 63.85%

del total inicial.
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Tabla 1. Resumen del procesamiento bioinformatico y control de calidad de secuencias 16S de muestras de suelo,

raiz y agua mediante QIIME2.

Muestra Entrada Filtradas % Filtradas Depuradas Fusionadas % Fusionadas No quiméricas % No quiméricas

Suelo 24293 23879 98.3 19516 9646 39.71 8891 36.6
Suelo 18095 17765 98.18 15117 7699 42.55 6985 38.6
Suelo 50548 49779 98.48 41156 19018 37.62 17952 35.51
Suelo 48164 47260 98.12 39931 19270 40.01 17685 36.72
Suelo 26201 25787 98.42 22061 11952 45.62 10465 39.94
Raiz 33797 33330 98.62 33027 32134 95.08 25644 75.88
Raiz 77373 76223 98.51 75319 73307 94.74 69017 89.2
Raiz 82609 81458 98.61 80551 77662 94.01 57612 69.74
Raiz 66743 65619 98.32 64927 62664 93.89 48913 73.29
Raiz 77364 76292 98.61 74981 68222 88.18 61243 79.16

Agua 8095 7963 98.37 7355 6447 79.64 3336 41.21
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El porcentaje de lecturas fusionadas mostro diferencias importantes entre matrices.
Las muestras de raiz presentaron la mayor eficiencia de ensamblaje, con valores
entre 88.18 y 95.08%, mientras que la muestra de agua mostré un valor intermedio
de 79.64%. En contraste, las muestras de suelo presentaron los porcentajes mas
bajos de ensamblaje, con valores entre 37.62 y 45.62%. Esto indica que, aunque la
calidad inicial de las lecturas fue adecuada, la recuperacion de secuencias utiles en
16S dependidé claramente del tipo de matriz, siendo mas eficiente en raiz que en

suelo.

Por otra parte, el procesamiento de las secuencias fungicas ITS (Tabla 2),
correspondiente a doce muestras, cinco de suelo, cinco de raiz, una de fruto y una
de agua, mostré una recuperacion mas alta y homogénea. En total, se obtuvieron
1,362,297 secuencias de entrada, de las cuales 1,257,955 se conservaron como

secuencias no quiméricas, lo que represent6 92.34% del total inicial.
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Tabla 2. Resumen del procesamiento bioinformatico y control de calidad de secuencias ITS de muestras de suelo,

raiz y agua mediante QIIME2.

Muestra Entrada Filtradas % Filtradas Depuradas Fusionadas % Fusionadas No quiméricas % No quiméricas

Suelo 60154 59183 98.39 58301 57231 95.14 56597 94.09
Suelo 111771 109338 97.82 108080 106338 95.14 103286 92.41
Suelo 127013 124356 97.91 122914 121420 95.6 118918 93.63
Suelo 130930 128996 98.52 127589 125076 95.53 119575 91.33
Suelo 129743 127562 98.32 126531 124697 96.11 116763 90

Raiz 93941 92749 98.73 92358 88517 94.23 87260 92.89
Raiz 124564 123298 98.98 123025 122275 98.16 118887 95.44
Raiz 199698 197817 99.06 197069 193720 97.01 178541 89.41
Raiz 127476 126307 99.08 125828 124671 97.8 120317 94.38
Raiz 208242 205181 98.53 204715 203336 97.64 190503 91.48
Fruto 26473 26013 98.26 25908 25686 97.03 25615 96.76

Agua 22292 22028 98.82 21902 21705 97.37 21693 97.31
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A diferencia de lo observado en 16S, las secuencias ITS presentaron altos

porcentajes de fusion en todas las matrices. Las muestras de suelo registraron
valores de ensamblaje entre 95.14 y 96.11%, las de raiz entre 94.23 y 98.16%,
mientras que fruto y agua alcanzaron 97.03% y 97.37%, respectivamente. En
conjunto, estos resultados muestran que el procesamiento de ITS tuvo una mayor
estabilidad y eficiencia bioinformatica, con una menor pérdida relativa de

secuencias durante el ensamblaje y la eliminacion de quimeras.

Todas las lecturas crudas fueron depositadas en el NCBI Sequence Read Archive

(SRA) y estan disponibles bajo el BioProject PRINA1463875.

7.2. Diversidad bacteriana y conectividad entre matrices

El analisis de diversidad de las comunidades bacterianas presentes en las matrices
de suelo, raiz y agua evidencio la existencia de un nucleo microbiano compartido
(Figura 1), conformado por diez géneros bacterianos: Acinetobacter, Caulobacter,
Acidibacter, Methylobacterium-Methylorubrum, Pseudomonas, Mycobacterium,
Stenotrophomonas, Flavobacterium, Novosphingobium y Aquicella. La presencia de
estos géneros en los tres compartimentos sugiere una conectividad ecoldgica
dentro del sistema cafetalero, asi como la posible existencia de rutas de dispersion
microbiana entre suelo, raiz y agua. De manera complementaria, se observo una
mayor riqueza bacteriana exclusiva en el suelo, con 133 géneros, seguida por la
raiz con 56 géneros, mientras que el agua presenté 14 géneros exclusivos. Este
patron refuerza la idea de que el suelo funciona como un reservorio primario de

diversidad microbiana, mientras que la raiz representa un ambiente de seleccion
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biolégica mas estrechamente regulado por la planta, y el agua puede actuar como

una matriz de transferencia y dispersion microbiana dentro del sistema.

Agua Raiz

Suelo

Figura 1. Diagrama de Venn de los géneros bacterianos compartidos y exclusivos

entre las matrices evaluadas.

Asimismo, se identificaron fracciones compartidas entre pares de matrices (suelo-
raiz, raiz-agua y agua-suelo), lo que sugiere la existencia de flujos microbianos e
interacciones ecoldgicas especificas entre estos compartimentos. Desde un punto
de vista funcional, el nucleo bacteriano compartido resulta relevante porque incluye
géneros con elevada versatilidad metabdlica, capaces de utilizar compuestos
organicos complejos y participar en procesos de biodegradacion, reciclaje de
carbono y transformacion de sustratos. Algunos de estos microorganismos han sido

relacionados con la degradacion de compuestos aromaticos y otros contaminantes
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organicos, incluso mediante el uso de hidrocarburos como fuente de carbono (Mock

& Summers, 2024; Lv et al., 2024).

En el contexto de la fermentacion del café, estas capacidades podrian ser
importantes no porque todos estos microorganismos actuen directamente como
fermentadores dominantes, sino porque forman parte del reservorio ambiental que
puede condicionar la colonizacién del fruto, la disponibilidad de metabolitos y la
sucesion microbiana durante el procesamiento postcosecha. Por tanto, la presencia
de este nucleo bacteriano compartido sugiere que la dinamica fermentativa del café
no depende unicamente de la microbiota asociada al fruto, sino también de la
interaccidon ecologica entre las diferentes matrices del sistema cafetalero (Rubio-

Noguez et al., 2024; Pandolfo et al., 2024).

7.3. Abundancia relativa bacteriana

El andlisis de la abundancia relativa de las comunidades bacterianas en suelo
(Figura 2) evidencié la predominancia de diversos géneros funcionalmente
relevantes, entre los que destacan Bradyrhizobium, Bryobacter, Nitrospira,
Nocardioides, Pedomicrobium, Pseudolabrys, Pseudonocardia, Reyranella,
Solirubrobacter y Streptomyces. La distribucion de estos taxones a lo largo de las
distintas muestras sugiere una estructura comunitaria compleja, caracterizada por
la coexistencia de microorganismos con roles metabdlicos complementarios dentro

del ecosistema edéfico (Ge et al., 2023).
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Figura 2. Composicion taxonémica a nivel de género en suelo. Los valores dentro
de las barras representan la abundancia relativa de cada género segun la

secuenciacion 16S.

Desde un punto de vista funcional, estos géneros presentan capacidades asociadas
con la produccion de enzimas extracelulares implicadas en la descomposicion de
residuos vegetales, el reciclaje de carbono y la mineralizacidon de la materia organica
(Rosabal et al., 2021, Tanya & Leiva-Mora, 2019). Asimismo, algunos de estos
microorganismos pueden participar en procesos de nitrificacion, degradacion de
compuestos aromaticos y produccion de metabolitos antimicrobianos. En particular,
Nitrospira destaca por su papel en el ciclo del nitrdgeno, mientras que
Pseudonocardia y Streptomyces pueden influir en la regulaciéon de la comunidad
microbiana debido a su capacidad biosintética y a la produccion de compuestos

bioactivos (Alam et al., 2022; Mehrani et al., 2020; Whatmough et al., 2024).
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Ademas, varios de estos géneros han sido relacionados con la degradacion de
compuestos organicos complejos, incluyendo hidrocarburos, plaguicidas vy
solventes, lo que resalta su importancia en procesos de biotransformacién vy

detoxificacion dentro del suelo (Rosabal et al., 2021).

En esta investigacion, la abundancia bacteriana relativa observada refleja un
microbioma edafico altamente especializado. Por ello, el suelo puede interpretarse
no solo como un compartimento de alta diversidad, sino también como una fuente
funcional que podria influir indirectamente en la calidad del café. Al modular la
nutricion vegetal, el equilibrio microbiano y la disponibilidad de compuestos
organicos, el microbioma del suelo puede condicionar las caracteristicas del fruto y
el sustrato disponible durante la fermentacion. Esto resulta relevante porque las
bacterias son elementos clave en la fermentacién del café (Mahatmanto et al., 2023)
y algunos géneros presentes en el suelo (Bacillus, Pseudomonas, Acinetobacter,
Enterobacter, Leuconostoc) podrian participar en la sucesién microbiana y en la
formacion de metabolitos asociados con el perfil sensorial del café (Ma et al., 2023;

Pothakos et al., 2020).

El analisis de las comunidades bacterianas asociadas a la raiz (Figura 3) evidencio
la dominancia de géneros como Acidibacter, Actinophytocola, Allorhizobium—
Neorhizobium—Pararhizobium—Rhizobium, Bradyrhizobium, Devosia, Dongia,
Hyphomicrobium, Niastella, Pseudoxanthomonas 'y Streptomyces. Esta
composiciéon sugiere una comunidad rizosférica funcionalmente diversa,

relacionada con la interaccién planta—microorganismo, la fijacion biolégica de
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nitrégeno y la promocién del crecimiento vegetal (Reséndez et al., 2018; Rodriguez-

Sahagun et al., 2020).
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Figura 3. Composicion taxonémica a nivel de género en raiz. Los valores dentro de
las barras representan la abundancia relativa de cada género segun la

secuenciacion 16S

Ademas, varios de estos géneros presentan capacidades metabdlicas asociadas
con la degradacion de compuestos organicos complejos, incluyendo lignina,
celulosa, hidrocarburos y compuestos aromaticos, lo que evidencia su participacion
en el reciclaje de nutrientes y la transformacion del sustrato (Mousavi et al., 2014).
En particular, Streptomyces y Actinophytocola destacan por su potencial biosintético

y por la produccion de antibidticos y otros compuestos bioactivos, los cuales pueden
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influir en la dindmica microbiana de la rizosfera y en la supresion de patégenos
(Alam et al., 2022; Hopwood, 2007). En este sentido, la raiz puede entenderse como
una zona de seleccién microbiana donde la planta favorece microorganismos
asociados con nutricién, proteccion y transformacion de compuestos organicos.
Esto podria influir indirectamente en la calidad del café, al contribuir al estado
fisioloégico de la planta y a las caracteristicas del fruto que posteriormente sera

sometido a fermentacion.

Adicionalmente el analisis de las comunidades bacterianas asociadas al agua
evidencié la presencia de los géneros Aquabacterium, Arcicella, Caulobacter,
Duganella, Emticicia, Exiguobacterium, Flavobacterium, Pseudoduganella,
Pseudomonas y Stenotrophomonas. La composicion observada es consistente con
comunidades microbianas tipicas de ambientes acuaticos y sistemas asociados,
incluyendo biofilms, sedimentos, suelos y superficies vegetales, lo que sugiere una
alta capacidad de adaptacion a condiciones ambientales variables. Muchos de estos
géneros poseen la capacidad de producir enzimas extracelulares implicadas en la
degradacion de carbohidratos, proteinas, lipidos y otros compuestos organicos
complejos, lo que favorece la transformacion y mineralizacion de la materia
organica. Asimismo, géneros como Pseudomonas, Flavobacterium, Caulobacter 'y
Duganella participan en la degradacién de exudados vegetales, en el reciclaje de
carbono y en la competencia con microorganismos potencialmente patdgenos, lo
que sugiere un papel relevante en la regulacion de la dinamica microbiana y en el
mantenimiento del equilibrio ecoldgico del sistema (Letizia et al., 2025; Nikitin et al.,

2004).
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7.4. Diversidad alfa (a) y beta (B) bacteriana

7.4.1. Diversidad a

Los indices correspondientes a la diversidad alfa (a) de las comunidades

bacterianas se muestran en la Tabla 3, estos fueron consistentes entre los tipos de

muestra (suelo y raiz), sin diferencias estadisticamente significativas. En cuanto al

indice de riqueza, las muestras de suelo presentaron valores mas altos (51-104) en

comparacion con las de raiz (28-103), lo que sugiere una mayor amplitud

taxondmica en el suelo. De igual manera, el estimador Chao1 reflejé la misma

tendencia, indicando que el potencial de riqueza no observada sigue este mismo

patron.

Tabla 3. Diversidad a bacteriana

Muestra Riqueza Shannon Simpson Chao1
Suelo 51 3.393512 0.9540509 51
Suelo 54 3.451430 0.9513249 54
Suelo 99 4.028735 0.9743847 99
Suelo 104 4.001484 0.9715306 104
Suelo 72 3.749582 0.9675162 72
Raiz 28 2.962510 0.9362282 28
Raiz 58 3.230669 0.9279961 58
Raiz 52 3.508351 0.9579578 52
Raiz 53 3.518476 0.9588681 53
Raiz 103 3.995931 0.9724248 103
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El indice de Shannon (Tabla 3) presento valores mas elevados en suelo (3.39—-4.03)
respecto a la raiz (2.96-3.99), lo que puede indicar comunidades bacterianas de
mayor diversidad en el suelo. Esta tendencia se observo también en la distribucion
de los datos (Figura 4), donde el suelo presenté una mediana superior y mayor
dispersion en comparacion con la raiz. Por su parte, el indice de Simpson (Tabla 3)
mostro valores altos en ambos tipos de muestra (0.93-0.97), lo que sugiere baja
dominancia de taxones individuales y una distribucion relativamente homogénea de

abundancias, con una ligera tendencia hacia mayor equidad en el suelo.
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Figura 4. Distribucion del indice de Shannon en comunidades bacterianas de suelo

y raiz.

48



Por otra parte, la prueba de Kruskal-Wallis (Tabla 4) indicé que estas diferencias no
fueron estadisticamente significativas, lo que sugiere que la variabilidad intra-grupo
es comparable a la variacion entre tipos de muestra.

Tabla 4. Prueba de Kruskal-Wallis para comunidades bacterianas

Tipo chi-squared df p-value
Shannon 1.32 1 0.2506
Riqueza 0.88364 1 0.3472
Simpson 0.88364 1 0.3472

La ausencia de diferencias significativas en la diversidad a puede explicarse porque
tanto el suelo como la raiz constituyen ambientes capaces de sostener
comunidades bacterianas altamente diversas. Es decir, ambos compartimentos
pueden mantener niveles comparables de riqueza y equidad, aunque esto no
necesariamente implica que estén conformados por los mismos taxones
bacterianos. En este sentido, la raiz no necesariamente reduce la diversidad
bacteriana, sino que puede reorganizar la estructura comunitaria mediante la
sustitucion de taxones generalistas del suelo por microorganismos mas
especializados en la interaccion planta-microbio. Este patron es consistente con
modelos de ensamblaje ecoldgico en los que predominan procesos deterministas
sobre procesos neutros en ambientes altamente influenciados por el hospedero

(Fierer & Jackson, 2006; Shade et al., 2012).
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7.4.2. Diversidad 3

Por su parte, el analisis de diversidad beta (B) presento diferencias significativas en
la composiciéon de las comunidades bacterianas entre suelo y raiz. El analisis
PERMANOVA (Tabla 5) mostré un efecto significativo del tipo de muestra sobre la
estructura comunitaria (F= 21.483, R?= 0.72865, p= 0.005), indicando que el 72.86%
de la variacion total en la composicion bacteriana es explicado por el tipo de
muestra.

Tabla 5. Analisis PERMANOVA de las comunidades bacterianas

Df SumOfSqgs R?2 F Pr(>F)
Model 1 1.05635 0.72865 21.483 0.005 **
Residual 8 0.39338 0.27135
Total 9 1.44973 1.00000

La ordenacion mediante analisis de coordenadas principales (PCoA) basada en la
distancia de Bray—Curtis (Figura 5) evidencidé una clara separacion entre ambos
grupos. El primer eje explico el 45.6% de la variacion, mientras que el segundo eje
explico el 15.5%, acumulando el 61.1% de la variabilidad total. Las muestras de
suelo se agruparon en valores negativos del eje principal, mientras que las de raiz
se distribuyeron en valores positivos, mostrando una segregacién bien definida
entre ambos nichos. Asimismo, la baja dispersion dentro de cada grupo sugiere una

estructura comunitaria relativamente consistente al interior de cada tipo de muestra.
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Figura 5. Analisis de coordenadas principales (PCoA) basado en la distancia de
Bray-Curtis para evaluar la estructura de la comunidad bacteriana entre muestras.
Cada punto representa una muestra (azul = suelo, rojo = raiz). Los ejes indican el
porcentaje de variacion explicada. Las diferencias entre grupos se evaluaron

mediante PERMANOVA (p = 0.005, R? = 0.7286).

A pesar de que la diversidad a no mostro diferencias significativas entre suelo y raiz,
la diversidad B evidencié una clara diferenciacion en la composicién de las
comunidades bacterianas. Esto indica que ambos compartimentos mantienen
niveles comparables de riqueza y equidad, pero con ensamblajes taxondmicos
distintos, lo que sugiere un recambio de especies, o0 turnover, mas que cambios en
la diversidad total, fendmeno ampliamente documentado en microbiomas asociados

a plantas (Bulgarelli et al., 2013; Lundberg et al., 2012). Esta separacion puede
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atribuirse a un fuerte efecto de filtrado ambiental en la rizosfera, mediado por
exudados radiculares, gradientes fisicoquimicos y compuestos bioactivos que
seleccionan subconjuntos especificos de microorganismos provenientes del suelo
circundante (Berendsen et al., 2012; Bulgarelli et al., 2013). Ademas, la composicién
del microbioma vegetal puede estar fuertemente estructurada por la identidad del
hospedero y su entorno, generando comunidades distintas incluso cuando la
diversidad a permanece estable (Delmotte et al., 2009; Engel & Moran, 2013).
Finalmente se observé que la diferenciacion entre suelo y raiz fue impulsada
principalmente por cambios en la identidad y abundancia relativa de los taxones
(diversidad ), mas que por variaciones en la diversidad total (diversidad a), lo que
resalta la importancia de evaluar la diversidad B para comprender los procesos

ecoldgicos que estructuran el microbioma asociado a plantas

7.5. Diversidad fungica y conectividad entre matrices

El analisis comparativo de las comunidades fungicas asociadas a las matrices de
suelo, raiz, fruto y agua permitié identificar un nudcleo compartido (Figura 6)
conformado por 14 géneros: Acremonium, Periconia, Vishniacozyma, Clonostachys,
Shiraia, Papiliotrema, Alternaria, Symmetrospora, Penicillium, Sarocladium,
Aspergillus, Exophiala, Setophoma y Diaporthe. La presencia simultanea de estos
taxones en los distintos compartimentos sugiere la existencia de un conjunto
funcionalmente versatil de hongos, con alta capacidad de adaptacion a nichos
ecolégicos contrastantes dentro del sistema cafetalero (Braga et al., 2023; Fu et al.,

2024).
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Figura 6. Diagrama de Venn de los géneros fungicos compartidos y exclusivos entre

las matrices evaluadas.

Adicionalmente, se observo una mayor riqueza fungica diferenciada en el suelo, con
239 géneros, seguida por el agua con 17 géneros, la raiz con 7 géneros y el fruto
con 7 géneros exclusivos. Este patrén evidencia una estructuracion espacial del
micobioma determinada por las condiciones fisicoquimicas especificas de cada
matriz. Asimismo, la presencia de géneros compartidos entre combinaciones
parciales de matrices sugiere posibles rutas de dispersion y transferencia
microbiana, asi como interacciones ecoldgicas entre los distintos compartimentos

del sistema (Caamal-Chan et al., 2022).

Desde una perspectiva funcional, estos hongos presentan un metabolismo
predominantemente heterdtrofo y capacidad para secretar enzimas extracelulares,
incluyendo celulasas, hemicelulasas, pectinasas, proteasas y ligninasas. Estas
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enzimas permiten degradar biomasa vegetal, liberar azucares simples y transformar
compuestos estructurales del sustrato (Chukwuma et al., 2020). Por ello, el
micobioma ambiental puede contribuir de manera importante a los procesos de
descomposicidn, reciclaje de materia organica y disponibilidad de precursores
metabdlicos durante la fermentacion del café (Azhari & Supratman, 2021; Sun et al.,

2020).

7.6. Abundancia relativa fungica

El analisis de las comunidades fungicas de suelo (Figura 7) permitio identificar la
presencia de los géneros Apiotrichum, Fusarium, Fusicolla, Metarhizium,
Papiliotrema,  Paracremonium,  Penicillium,  Saitozyma, Talaromyces 'y
Vishniacozyma, los cuales conforman un ensamblaje funcionalmente diverso
asociado a la degradacion de materia organica. Estos microorganismos presentan
un metabolismo heterétrofo, obteniendo carbono y energia a partir de compuestos
organicos disponibles en el ambiente, tales como glucosa, polisacaridos vegetales,
lipidos y proteinas (Benocci et al., 2017; Rabha & Jha, 2017). Desde una
perspectiva funcional, estos hongos poseen la capacidad de producir enzimas
extracelulares, incluyendo celulasas, xilanasas, pectinasas y proteasas, las cuales
participan en la degradacion de compuestos complejos como celulosa,
hemicelulosa, pectina y proteinas, e incluso lignina en ciertos casos. La accién de
estas enzimas permite la despolimerizacion de la biomasa vegetal en azucares
simples, que posteriormente son incorporados a rutas metabdlicas centrales,
facilitando la mineralizacion y el reciclaje de nutrientes en el sistema (Huang et al.,

2015; Tanya & Leiva-Mora, 2019; Zhao et al., 2023). Adicionalmente, algunos
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géneros como Penicillium y Talaromyces destacan por su capacidad biosintética
para producir una amplia diversidad de metabolitos secundarios, incluyendo
antibidticos, toxinas y otros compuestos bioactivos, lo cual puede influir tanto en la
competencia microbiana como en la calidad del sustrato durante el proceso

fermentativo (Houbraken & Samson, 2011; Rabha & Jha, 2017).

100%
80%
60%

B

20%

I
S1

Abundancia relativa (%)

S2 S3 S4 S5
W Fusarium W Saitozyma B Apiotrichum B Metarhizium
B Paracremonium B Fusicolla B Papiliotrema Penicillium
Vishniacozyma = Talaromyces Otros

Figura 7. Composicion taxonémica a nivel de género en suelo. Los valores dentro
de las barras representan la abundancia relativa de cada género segun la

secuenciacion ITS.

El analisis del micobioma radicular permitié identificar la presencia de los géneros
Diaporthe, Fusarium, Fusidium, Gymnopus, Hemimycena, Idriella, Mycena,
Setophoma, Tetrapyrgos y Xylaria como se muestra en la Figura 8, los cuales
conforman un ensamblaje fungico estrechamente asociado a la degradacién de

materia organica vegetal. Algunos de estos microorganismos presentan un
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metabolismo heterétrofo, obteniendo carbono y energia a partir de compuestos
organicos, principalmente derivados de tejidos vegetales y materia organica en
descomposicion (Szics et al., 2018). Estos se caracterizan por la secrecion de
enzimas extracelulares, tales como amilasas, xilanasas, pectinasas, proteasas y
ligninasas, las cuales permiten la degradacion de lignocelulosa y de las paredes
celulares vegetales, en conjunto, estos géneros forman parte del grupo de hongos
lignoceluloliticos y descomponedores, desempefiando un papel fundamental en la
degradacion de biomasa vegetal y en el reciclaje de carbono en ecosistemas
terrestres (Peraza-Jiménez et al., 2021), lo que resalta su relevancia en la dinamica

de nutrientes y en la transformacién del sustrato dentro del sistema estudiado.

100%
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40%
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R1 R2 R3 R4

B Diaporthe M Tetrapyrgos W Fusarium W Fusidium

Abundancia relativa (%)

R5

B Hemimycena ® Mycena Xylaria Setophoma

Gymnopus Idriella Otros

Figura 8. Composicion taxondmica a nivel de género en raiz. Los valores dentro de
las barras representan la abundancia relativa de cada género segun la

secuenciacion ITS.
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El analisis de la comunidad fungica en agua evidencio la presencia de los géneros
Aspergillus, Bisifusarium, Candida, Coniochaeta, Ilyonectria, Penicillium,
Plectosphaerella, Strelitziana, Thelonectria y Waltergamsia, los cuales conforman
un ensamblaje funcionalmente diverso asociado a la degradacion de materia
organica compleja. Algunos de estos hongos participan activamente en los procesos
de fermentacion y en la calidad sensorial de la bebida, donde contribuyen a la
transformacién bioquimica del mucilago y a la generacion de compuestos
aromaticos (Elhalis et al., 2022; Shen et al., 2024; Zhang et al., 2025). Aspergillus
ha sido utilizado como cultivo iniciador debido a su capacidad pectinolitica,
acelerando la fermentacion e incrementando la concentracion de azucares
reductores, lo que favorece una intensificacion del sabor del café mediante la
produccion de péptidos, aminoacidos y azucares (Elhalis et al., 2022). Por otro lado,
Candida se ha relacionado con notas citricas, afrutadas, de caramelo y con una
mayor acidez en la bebida, debido a su capacidad para generar compuestos
volatiles que enriquecen el perfil sensorial del café (Bressani et al., 2021).
Penicillium ha sido asociado con notas herbales y florales (Shen et al., 2024). En
conjunto, estas capacidades metabdlicas posicionan a estos hongos como actores
clave en la transformacion del sustrato y el reciclaje de nutrientes, con posibles

implicaciones en los procesos fermentativos y en la calidad del producto final.

El analisis de la comunidad fungica del fruto permitié identificar la presencia de los
géneros Alternaria, Diaporthe, Erythrobasidium, Fusarium, Kurtzmaniella,
Papiliotrema, Rhodosporidiobolus, Saccharomyces, Strelitziana y Vishniacozyma,

los cuales conforman un ensamblaje funcionalmente diverso asociado al
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aprovechamiento de compuestos organicos en el sistema. Estos hongos obtienen
energia y carbono a partir de una amplia variedad de sustratos, incluyendo
azucares, lipidos y polimeros vegetales. Ademas, producen enzimas extracelulares
capaces de degradar la pared celular vegetal y otros componentes de la materia
organica, facilitando la descomposicion de estructuras complejas y la liberacion de
compuestos mas simples que pueden ser incorporados a rutas metabdlicas
centrales (Huang et al., 2015; Ma et al., 2019). Saccharomyces destaca por su
elevada produccioén de etanol y actividad pectinolitica, contribuyendo a la formacién
de compuestos aromaticos florales y afrutados durante la fermentacion (Shen et al.,
2024). Ademas, los géneros Alternaria, Fusarium, Kurtzmaniella, Papiliotrema,
Saccharomyces, Strelitziana y Vishniacozyma se han aislado de frutos y durante
procesos fermentativos de café (Braga et al., 2023; Fu et al., 2024; Shen et al.,

2024).

7.7. Diversidad alfa (a) y beta (B) fungica

7.7.1. Diversidad a

La diversidad alfa (a) de las comunidades fungicas mostré diferencias claras entre
suelo y raiz como se observa en la Tabla 6, esto evidencia un patrén de mayor
diversidad en el suelo. El indice de riqueza fue superior en suelo (108-175) en
comparacion con raiz (30-56), lo que indica una mayor amplitud taxonémica en este
compartimento. Este patrén fue igual al indice Chao1, lo que sugiere que la riqueza

no observada sigue esta misma tendencia.
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Tabla 6. Diversidad a fungica

Muestra Riqueza Shannon Simpson Chao1
Suelo 164 3.847862 0.9619795 164
Suelo 169 3.372136  0.9293271 169
Suelo 175 3.141675 0.8830064 175
Suelo 162 2.860093 0.8692088 162
Suelo 108 2.566766 0.8633585 108
Raiz 56 2.220104 0.8159856 56
Raiz 30 1.397230 0.6694901 30
Raiz 52 1.681344 0.7168081 52
Raiz 47 1.700156 0.7157074 47
Raiz 51 2.391223 0.8558741 51

El indice de Shannon (Tabla 6) presentd valores mayores en suelo (2.56—-3.85)

respecto a raiz (1.39-2.39), lo que indica diversas comunidades y con una

distribucion mas uniforme de abundancias (Figura 9). De igual manera, el indice de

Simpson (Tabla 6) mostré valores mas altos en suelo (0.86—0.96) que en raiz (0.66—

0.86), lo que sugiere una menor dominancia de taxones individuales en el suelo y

mayor dominancia en las comunidades radiculares.
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Figura 9. Distribucion del indice de Shannon en comunidades fungicas de suelo y

raiz.

La prueba de Kruskal-Wallis (Tabla 7) mostro diferencias estadisticamente
significativas (x> = 6.8182, p = 0.009), indicando que tanto la riqueza como la
estructura de abundancias de las comunidades fungicas son diferentes
significativamente entre tipo de muestra. Estos resultados sugieren que la raiz tiene
un ambiente mas restrictivo para los hongos, en el que solo ciertos taxones logran

establecerse.
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Tabla 7. Prueba de Kruskal-Wallis para comunidades fungicas

Tipo chi-squared df p-value

Shannon 6.8182 1 0.009023
Riqueza 6.8182 1 0.009023
Simpson 6.8182 1 0.009023

7.7.2. Diversidad 3

El andlisis de diversidad beta () revel6 diferencias significativas en la composicion
de las comunidades fungicas entre suelo y raiz. El analisis PERMANOVA (Tabla 8)
mostroé un efecto significativo del tipo de muestra (F = 19.481, R2 = 0.70889, p =
0.003), indicando que el 70.89% de la variacion total en la composicion comunitaria

es explicada por este factor.

Tabla 8. Analisis PERMANOVA de las comunidades fungicas

Df SumOfSqs R2 F Pr(>F)
Model 1 1.11463 0.70889 19.481 0.003 **
Residual 8 0.45774 0.29111
Total 9 1.57237 1.00000

El PCoA basado en la distancia de Bray—Curtis (Figura 10) evidencié una clara
separacién entre ambos grupos. El primer eje (eje X) explico el 45.3% de la

variacion, mientras que el segundo eje (eje Y) explicé el 17.3%, acumulando el
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62.6% de la variabilidad total. Las muestras de suelo se agruparon en una region
diferenciada de las muestras de raiz, las cuales se ubicaron en un sector opuesto,
lo que refleja diferencias en la identidad y abundancia relativa de los taxones
fungicos. Ademas, la baja dispersién dentro de cada grupo sugiere una estructura

comunitaria relativamente consistente al interior de cada tipo de muestra.
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Figura 10. Analisis de coordenadas principales (PCoA) basado en la distancia de
Bray-Curtis para evaluar la estructura de la comunidad fungica entre muestras.
Cada punto representa una muestra (azul = suelo, rojo = raiz). Los ejes indican el
porcentaje de variacion explicada. Las diferencias entre grupos se evaluaron

mediante PERMANOVA (p = 0.005, R? = 0.7286).

Los resultados evidencian que las comunidades fungicas difieren significativamente

entre suelo y raiz tanto en diversidad a como en composicion (diversidad 8), lo que
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indica un efecto selectivo del ambiente radicular. A diferencia de las bacterias, donde
la diversidad a se mantuvo relativamente estable, los hongos mostraron una
reduccion significativa en riqueza y equidad en la raiz, reflejando un filtrado
ambiental mas restrictivo. La mayor diversidad en el suelo concuerda con estudios
que lo describen como un reservorio altamente diverso con multiples estrategias
ecolégicas (Bahram et al., 2018), mientras que la raiz actia como un nicho selectivo
donde las interacciones planta—hongo, la disponibilidad de recursos y las defensas

del hospedero limitan el establecimiento de muchos taxones (Li et al., 2022).

La disminucion en los indices de Shannon y Simpson en la raiz sugiere menor
rigueza y mayor dominancia de grupos especializados capaces de colonizar tejidos
vegetales, un patrén que ha sido reportado en microbiomas radiculares (Peay et al.,
2016; Toju et al., 2018). En concordancia, las diferencias en diversidad 3 observadas
mediante PERMANOVA y PCoA indican que la raiz reduce la diversidad y
reestructura la composicion comunitaria mediante procesos de ensamblaje
determinista, donde factores bidticos y abidticos actuan como filtros selectivos

(Vandenkoornhuyse et al., 2015).

Asimismo, la separacién entre suelo y raiz sugiere un bajo solapamiento de taxones
fungicos, reforzando que la raiz no es un subconjunto aleatorio del suelo, sino un
nicho altamente estructurado determinado por el hospedero y sus exudados (Peay

et al., 2016; Wardle et al., 2004).
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7.8. Relacion funcional entre microbioma ambiental, fermentacion y calidad
sensorial

La integraciéon de los resultados sugiere que el microbioma ambiental del cafetal
puede influir indirectamente en la fermentacion del café, al funcionar como
reservorio de microorganismos, participar en la transformacion de materia organica
y aportar grupos funcionales relacionados con la formacién de metabolitos de

interés sensorial.

Desde esta perspectiva, la fermentacion del café puede entenderse como una
sucesion microbiana y metabdlica. Las levaduras participan en la transformacion de
azucares en etanol, alcoholes superiores y ésteres, asociados con notas frutales,
dulces y florales (Fu et al., 2024; Pereira et al., 2022). Posteriormente, las bacterias
acido-lacticas contribuyen al balance de acidez mediante la produccion de acido
lactico, mientras que las bacterias acéticas pueden aportar complejidad cuando su
actividad se mantiene controlada (Avallone et al., 2001; Ruta & Farcasanu, 2021).
Sin embargo, fermentaciones prolongadas o mal manejadas pueden favorecer la
acumulacion de compuestos indeseables, como acido butirico y micotoxinas

(Pothakos et al., 2020; Ran et al., 2025).

Por ello, la calidad del café no depende solo de la presencia de microorganismos
benéficos o indeseables, sino del equilibrio entre microbiota, sustrato y condiciones
de proceso. En este sentido, géneros como Saccharomyces, Candida,

Pseudomonas, Penicillium, Bacillus, Alternaria y Acinetobacter podrian participar
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directa o indirectamente en la generacion de precursores sensoriales

(Todhanakasem et al., 2024).

Asi, el principal aporte del estudio es mostrar que el microbioma del café de
especialidad del Estado de México debe entenderse como una red ecoldgica
integrada, donde suelo, raiz, agua y fruto interactian y pueden modular la
fermentacioén. Esta visidon abre la posibilidad de avanzar hacia fermentaciones mas
controladas, mediante el monitoreo de matrices ambientales y la seleccién de

microorganismos nativos con potencial funcional.
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VIIl. CONCLUSIONES

El sistema cafetalero estudiado presentdé comunidades bacterianas y fungicas
taxondmicamente diversas y ecolégicamente diferenciadas entre matrices. En
particular, el suelo mostré una alta diversidad microbiana, lo que permite
reconocerlo como un reservorio relevante dentro del agroecosistema cafetalero. Por
su parte, la raiz presenté una composicion microbiana diferenciada, consistente con
un compartimento sujeto a procesos de seleccion asociados con la interaccion

planta-microorganismo.

La identificacion de nucleos bacterianos y fungicos compartidos entre matrices
evidencia una conectividad ecolédgica dentro del sistema cafetalero. La presencia de
géneros microbianos en suelo, raiz, fruto y agua sugiere que el microbioma
ambiental constituye una fuente importante de microorganismos con capacidad de
incorporarse a distintas etapas del manejo del café, incluyendo los procesos

postcosecha.

Aunque el presente estudio no evalué directamente atributos sensoriales,
metabolitos volatiles ni fermentaciones controladas, algunos de los géneros
identificados han sido reportados en la literatura como participantes en procesos de
degradacion de materia organica, produccién enzimatica, metabolismo de azucares
y generacion de compuestos asociados con la fermentacién. En este sentido, los

resultados obtenidos aportan una base inicial para comprender la posible relacion
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entre el microbioma ambiental del cafetal y los procesos que influyen en la calidad

y diferenciacion del café de especialidad producido en el Estado de México.

En conjunto, esta investigacion contribuye al conocimiento del microbioma asociado
al cultivo de café bajo condiciones locales y proporciona elementos para futuras
investigaciones orientadas a vincular la diversidad microbiana ambiental con
procesos de fermentacién, perfiles quimicos, atributos sensoriales y estrategias de

valorizacion del café de especialidad.
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IX. SUGERENCIAS

A partir de los resultados obtenidos, se recomienda que futuras investigaciones
amplien el disefio experimental mediante la incorporacion de un mayor numero de
unidades de muestreo, repeticiones bioldgicas y sitios de colecta, con el fin de
fortalecer la representatividad de los datos y permitir comparaciones mas robustas
entre matrices, altitudes, variedades de café o condiciones de manejo agronémico.
Asimismo, seria conveniente realizar muestreos en diferentes etapas fenologicas
del cultivo y en distintos momentos del ciclo productivo, ya que la composiciéon del
microbioma puede variar en funciéon del desarrollo de la planta, las condiciones
ambientales, la disponibilidad de nutrientes, la humedad del suelo y las practicas
agricolas aplicadas. Esto permitiria comprender con mayor precision la dinamica
temporal de las comunidades bacterianas y fungicas asociadas al sistema
cafetalero.

Otra mejora importante seria integrar el analisis microbiolégico con variables
fisicoquimicas del suelo, agua y fruto, tales como pH, humedad, materia organica,
temperatura, actividad de agua, contenido de azucares y otros parametros
relacionados con la calidad del café. La inclusién de estas variables permitiria
establecer asociaciones mas claras entre las condiciones del ambiente, la
composicién microbiana y su posible influencia en los procesos postcosecha.
También se sugiere complementar la identificaciéon taxondmica con analisis
funcionales, ya sea mediante aproximaciones metagendémicas, metabolémicas o
pruebas de actividad enzimatica. Esto permitiria no solo conocer qué

microorganismos estan presentes, sino también inferir con mayor precision qué
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funciones metabdlicas podrian desempenar dentro del sistema cafetalero y durante
procesos como la fermentacion.

En caso de que se busque relacionar el microbioma ambiental con la calidad del
café, seria recomendable implementar fermentaciones controladas utilizando frutos
provenientes de las matrices estudiadas, asi como evaluar parametros quimicos,
sensoriales y microbioldégicos durante el proceso. De esta manera, seria posible
determinar si los microorganismos presentes en suelo, raiz, fruto o agua se
incorporan efectivamente a la fermentacion y si tienen algun efecto sobre el perfil
sensorial del café.

Finalmente, se recomienda aislar y caracterizar microorganismos de interés,
particularmente aquellos géneros bacterianos o fungicos asociados con produccion
enzimatica, metabolismo de azucares, degradacion de mucilago o generacion de
compuestos aromaticos. Estos aislamientos podrian servir como base para el
desarrollo futuro de cultivos iniciadores nativos, orientados a mejorar la

consistencia, calidad y diferenciacion del café de especialidad del Estado de México.
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