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RESUMEN

Nifio Rodriguez Jorge. Maestria en Ciencias en Ingenieria Bioquimica. Unidad de
Investigacion y Desarrollo en Alimentos. Instituto Tecnoldgico de Veracruz. Enero
de 2018. Estudio de cepas de Aspergillus secciéon Nigri productoras de
Ocratoxina A (OTA) asociadas a la produccion de café (Coffea arabica).
Asesores: Dra. Mirna L. Suarez Quiroz, Dr. Oscar Gonzalez Rios.

La Ocratoxina A (OTA) es la principal micotoxina detectada actualmente en granos
de café y ha sido clasificada dentro del grupo 2B como posible carcindgeno en
humanos por la Agencia Internacional de Investigacion para el Cancer (IARC). La
OTA es producida esencialmente en el café por especies pertenecientes al género
Aspergillus seccién Circumdati (A. ochraceus y A. westerdijkiae), sin embargo,
recientemente un estudio mostré que durante el almacenamiento de café verde la
flora fungica dominante fueron especies pertenecientes a la seccion Nigri, por lo que
el objetivo del presente trabajo fue aislar e identificar especies de A. seccion Nigri
presentes durante los diferentes procesamientos post-cosecha de café y evaluar su
diversidad por PCR-DGGE.

Se obtuvieron muestras de café (Coffea arabica) por cada etapa de proceso de 4
diferentes vias de procesamiento: Via hiumeda fermentativa en ausencia de agua,
fermentativa sumergida, via mecanica y via seca de las cosechas 2015 y 2016. Por
el método de siembra directa se obtuvo el porcentaje de infeccion de especies de
la seccidn Nigri. Las cepas que presentaron caracteristicas morfolégicas de la
seccion de estudio fueron aisladas y por el método de ELISA se evalué su potencial
ocratoxigénico, las que presentaron mayor produccion de OTA fueron
caracterizadas molecularmente y utilizadas como marcadores. Se realizé la
extraccién y amplificacion del ADN de las muestras de café por PCR, se obtuvo el
perfil DGGE y analisis estadistico de similitud de especies fungicas para cada via

de procesamiento.



Se aislaron 33 cepas, 4 (A. carbonarius y A. niger) resultaron altamente productoras
de OTA (110.83 - 330.41 ng/g medio), el 72.7% del total mostré la capacidad de
producir la micotoxina, demostrando que las especies de esta seccion constituyen

la principal fuente de produccién de OTA en café de México.

Los perfiles DGGE mostraron una baja incidencia de cepas toxigénicas de la
seccion Nigri y solo fueron detectadas en muestras de café verde almacenadas en

la via humeda fermentativa en ausencia de agua.

El analisis estadistico de similitud de especies mostré la influencia que tienen los
diferentes procesamientos post-cosecha de café sobre el desarrollo de especies

fungicas durante cada etapa.



ABSTRACT

Nifio Rodriguez Jorge. Master of Science in Biochemical Engineering. Unidad de
Investigaciéon y Desarrollo en Alimentos. Instituto Tecnolégico de Veracruz. January
2018. Study of strains of the genus Aspergillus section Nigri producing

ochratoxin A (OTA) associated with coffee production (Coffea arabica).
Advisors: Dra. Mirna Leonor Suarez Quiroz, Dr. Oscar Gonzalez Rios.

Ochratoxin A (OTA) is the main mycotoxin currently detected in coffee beans and
has been classified within the group 2B as a possible carcinogen in humans by the
International Agency for Research on Cancer (IARC). OTA is produced essentially
in coffee beans by species belonging to the genus Aspergillus section Circumdati
(A. ochraceus and A. westerdijkiae), however, recently in a study it was shown that
during storage of green coffee beans the dominant fungal flora were species
belonging to section Nigri. Therefore, the objective of this work was isolate and
identify species of Aspergillus section Nigri present during the different post-harvest

coffee processing and to evaluate its diversity by PCR-DGGE.

Coffee samples (Coffea arabica) were obtained for each stage of processing of 4
different treatments: Fermentative wet process in the absence of water, submerged
fermentative process, mechanical process and dry process of the 2015 and 2016
harvests. By the direct plating method, the percentage of fungal infection of section
Nigri was obtained. The strains that presented morphological characteristics of the
study section were isolated and by the ELISA method their ochratoxigenic potential
was evaluated. The strains that presented higher OTA production were molecularly
characterized and used as markers. The extraction and amplification of DNA from
the coffee samples was performed by PCR and the DGGE profile and statistical

analysis of fungal species similarity were obtained for each process.

A total of 33 strains were isolated, of which 4 (A. carbonarius and A. niger) were
highly OTA producing (110.83 - 330.41 ng/g medium). The 72.7% of the total
showed the capacity to produce the mycotoxin demonstrating that the species of

this section constitute the main source of OTA production in coffee of Mexico.



On the other hand, the DGGE profiles showed a low incidence of toxigenic strains
of section Nigri and were only detected in samples of green coffee beans stored
from the fermentative wet process in the absence of water. The statistical analysis
of species similarity showed the influence of the different post-harvest coffee

processing on the development of fungal species during each stage.
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INTRODUCCION

El café es uno de los mas importantes commodities en la economia mundial. Su
consumo en todo el mundo casi se ha duplicado en 40 afios y se preve que sea
mayor a 9 millones de toneladas para el 2019. Mas de 70 paises en desarrollo
producen café, siendo su produccion de vital importancia para su balanza de pagos
(Duran et al., 2013; Paterson et al., 2014). El procesamiento post-cosecha de café
puede realizarse a través de dos vias; la via seca (utilizada en regiones secas y
principalmente para el Coffea canephora) y la via humeda (utilizada para el Coffea
arabica). En la via hiumeda la eliminacion del mucilago puede llevarse a cabo por
abrasién mecanica o mediante fermentacion natural en presencia o ausencia de
agua. El café es susceptible al desarrollo de hongos toxigénicos durante cada una
de las etapas de procesamiento post-cosecha debido a las condiciones de
humedad y temperatura 6ptimas para su desarrollo (Paterson et al.,, 2014). La
Ocratoxina A (OTA) es la principal micotoxina que se detecta actualmente en café
y su presencia no es deseable ya que puede ser utilizada como un obstaculo para
su comercializacion, afectando la economia de los paises productores (Suarez-
Quiroz et al., 2004a; Taniwaki, 2006).

La OTA es un metabolito secundario con efectos nefrotéxicos, carcinogénicos,
inmunolégicos y teratogénicos (IARC, 1993; Hohler, 1998; Pfohl-Leszkowicz y
Manderville, 2007). La OTA es producida principalmente en granos de café por
especies de las secciones Circumdatiy Nigri del género Aspergillus (Joosten et al.,
2001; Batista et al., 2003; Taniwaki et al., 2003). Se ha propuesto que las especies
pertenecientes a la seccion Circumdati (Aspergillus ochraceus y Aspergillus
westerdijkiae) son la principal fuente de OTA en café (Taniwaki et al., 2003), sin
embargo, las especies de la seccion Nigri indican también una importante fuente
de produccién de OTA (Joosten et al., 2001; Suarez-Quiroz et al., 2004a; Noonim
et al., 2008b; Rezende et al., 2013).



La utilizacidon en conjunto de métodos basados en la microbiologia clasica y biologia
molecular ha permitido identificar a nuevas especies de la seccion Nigri (Aspergillus
lacticoffeatus y Aspergillus sclerotioniger) presentes en granos de café verde, las
cuales se reportan como especies altamente productoras de OTA (Samson et al.,
2004a; Noonim et al., 2008a). Por otra parte, Aspergillus carbonarius perteneciente
a esta seccion se ha propuesto como el principal hongo responsable de la
produccién de OTA en uvas y sus derivados (Pitt, 2000; Battilani et al., 2003;
Medina et al., 2005; Perrone et al., 2006; Serra et al., 2006a; Leong et al., 2007a).
Por lo anterior, se hizo necesario el estudio particular de la seccién Nigri para
determinar si constituyen la principal fuente de OTA en los procesos post-cosecha
de café.

El presente trabajo tuvo como objetivo aislar e identificar la flora fungica de la
seccion Nigri presente durante los diferentes procesamientos post-cosecha de café
y evaluar su diversidad por PCR-DGGE.



1. ANTECEDENTES

1.1 El café

1.1.1 Aspectos botanicos y agronémicos

Las plantas de café pertenecen al género Coffea de la familia de las Rubiaceas. Es
una semilla que procede de un arbol o arbusto denominado cafeto. Su origen fue en
Etiopia, en el Africa Oriental, exactamente en el territorio denominado «Kaffa», de

cuyo nombre se deriva el café (Echeverri et al., 2005).

Los granos de café o semillas, estan contenidos en el fruto del arbusto, que en el
estado de madurez es de color rojo y se le denomina "cereza". Cada cereza consiste
en una piel exterior que envuelve una pulpa dulce. Debajo de la pulpa estan los granos
recubiertos por una membrana; estdn membranas envuelven las dos semillas de café.
La semilla del café es de aproximadamente un centimetro de largo, tostada y molida

se usa para preparar una bebida estimulante.

El cafeto comienza a dar frutos cuando tienen de 3 a 5 afios de edad y presenta un
optimo desarrollo en climas calidos y semicalidos, con una temperatura media anual
entre 18 y 21°C, no mayor de 26°C ni menor de 16°C; las precipitaciones ideales para
su cultivo fluctian entre 1200 y 1800 mm anuales distribuidos durante todo el afo,
aunque también debe existir una estacion seca para permitir su floracion. En general,
dichas condiciones se reunen en la franja que estd comprendida entre el trépico de

Cancer y el de Capricornio (Nolasco, 1985).

Actualmente existen 80 especies de este género y varios cientos de variedades. Las
principales especies que se cultivan y participan en el comercio mundial son Coffea
arabica y Coffea canephora, conocidos como café arabica y robusta respectivamente.
(Hamdouche et al., 2016)
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Coffea arabica es la especie mas apreciada y explotada a nivel mundial. Crece en
alturas entre 900 y 2000 msnm. Su contenido en cafeina es relativamente bajo (0.9%-
1.5%). Su cultivo es mas delicado y requiere mayores cuidados. Sus frutos son
redondos, suaves, levemente agrios, presentan un color rojo cereza, de corteza lisa e

intenso perfume.

Por su parte C. canephora es mas precoz y resistente que la anterior. Crece a altitudes
bajas (0- 900 msnm). Sus granos son menos perfumados, picantes y astringentes y

su contenido en cafeina es superior (2%-4.5%).

El café arabica posee un aroma fino y acidez agradable, mientras que el café robusta
presenta una baja acidez, pero en cambio proporciona una bebida con mas cuerpo
(Puerta, 1998).

1.1.2 Produccioén y aspectos econémicos

El café es el segundo producto de mayor importancia econémica en el mercado
internacional, solamente le antecede el petréleo. La produccién total mundial de café
en 2016 se estimé en 157.4 millones de sacos de 60 kg (9.4 millones de toneladas).
Africa, México-América Central representaron el 10.9% y 12.9 % respectivamente,
Asia-Oceania el 28.6% y América del sur el 47.6% de la produccién total (ICO 2016).

El café es producido por 78 paises en el mundo. Este producto representa para
muchos paises en vias de desarrollo la mayor de sus exportaciones totales, ademas
de ser importante para el desarrollo social debido a que su cultivo es una excelente
fuente de empleo rural, que da trabajo a 125 millones de personas en el mundo
(Paterson et al., 2014). Diecinueve paises son los responsables del 90 % de la
produccién mundial total, entre los cuales México se encuentra entre los 10 primeros
(ICO 2016).

En México los principales estados productores de café son Chiapas Veracruz, Oaxaca
y Puebla, otras entidades que lo producen son: Guerrero, San Luis Potosi, Nayarit,
Hidalgo, Jalisco, Querétaro, Colima y Tabasco, en su mayoria la produccién de café

nacional se canaliza para la exportacion (SAGARPA 2011).
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1.1.3 Vias de procesamiento de café

Después de la cosecha, el café cereza puede someterse a un procesamiento humedo
o seco (Figura 1.1). El procesamiento seco o por via seca representa la variante mas
simple, mientras que el método humedo o via humeda corresponde a una serie de
operaciones. El objetivo de estos métodos es eliminar las partes externas del café
cereza, es decir, la piel del fruto (exocarpio), la pulpa (mesocarpio), y el pergamino

(endocarpio), para obtener café verde (Champion et al., 2008).

viA HUMEDA

FERMENTATIVA VIA MECANICA VIiA SECA

{ AUSENCIA

DEAGUA} [SUMERGIDA

—m Café Cereza

Despulpado Despulpado

v

Eliminacion del mucilago Eliminacion mecanica del
por fermentacion mucilago

Lavado [«

Secado Secado

r

ad-2 Dy

Café Pergamino

[ Despergaminado ]

Descascarado

= CaféVerde =

FIGURA 1.1 Representacion esquematica de las diferentes vias de
procesamiento de café.
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1.1.3.1 Via himeda

El proceso por via himeda comprende las siguientes etapas: recoleccién de café
cereza, despulpado, remocion del mucilago, lavado y secado hasta obtener café
pergamino seco con una humedad menor a 12%. Posteriormente, el grano seco se
trilla para retirar el pergamino que lo cubre, obteniéndose de esta forma el café verde,
el cual es seleccionado y clasificado cuidadosamente, tomando en cuenta su tamafio,
peso, color y defectos. La remocién del mucilago puede llevarse a cabo sometiendo
el café despulpado a una fermentacién en ausencia o presencia de agua y mediante
la utilizacion de desmucilaginadores mecanicos, denominadas via humeda
fermentativa en ausencia de agua, fermentativa sumergida y via mecanica

respectivamente.

El procesamiento de café por via hiumeda requiere una maduracién uniforme de los
frutos; siendo necesario recurrir a una recoleccion manual, por lo que solo las cerezas
completamente maduras y rojas pueden ser usadas, debido a que las cerezas
inmaduras (verdes y amarillas) no pueden ser despulpadas correctamente y las

cerezas sobremaduras (negras) se pudrirdn durante la fermentacion.

El café cereza arabica es procesado principalmente por via humeda (Chalfoun y
Carvlaho; 1987), y mediante esta se produce una tercera parte de la produccién
mundial. Sin embargo, en Brasil, Yemen y Etiopia mas del 80% de café arabica, se

procesa por la via seca (Masoud, 2006).

1.1.3.2 Via seca

El procesamiento por via seca consiste en someter las cerezas de café con cualquier
grado de madurez a un secado directo al sol, obteniendo café cereza seco,
posteriormente este pasa a un proceso de descascarado por medios mecanicos para
producir café verde. El procesamiento por este método es poco costoso, pero produce

resultados de baja calidad.
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El café robusta es principalmente procesado por la via seca, debido a que posee una

pulpa delgada que permite el secado directo.

Los factores que determinan la via a ser utilizada estan dados por la precipitacion

fluvial, tradicién y economia de cada regién productora.

Durante cada una de las diferentes etapas de procesamiento post-cosecha es donde
se determina la calidad e inocuidad final de los granos de café, debido a que estos

son susceptibles a la contaminacion por hongos capaces de producir micotoxinas.

1.2 Micotoxinas

Las micotoxinas son metabolitos secundarios producidos por hongos filamentosos,
cuya ingestion, inhalacion o absorcién cutanea reduce la actividad, hace enfermar o
causa la muerte de animales y personas (Pitt, 1996). Se denomina micotoxicosis a la

respuesta toxica causada por las micotoxinas en el hombre y los animales.

El primer indicio documentado de enfermedad causada por micotoxinas data de la
Edad Media en Europa, se trataba del ergotismo, atribuido al consumo de alimentos
preparados con cereales contaminados con alcaloides ergoéticos, producidos por el
hongo Claviceps purpurea (Bove, 1970). Posteriormente en el siglo XX, la produccién
de toxinas de Fusariumy Stachybotrys en cereales almacenados durante el invierno
ocasiond en Siberia y Rusia la muerte de miles de personas y animales, durante la
Segunda Guerra Mundial, debido a una micotoxicosis conocida como Aleucia Téxica
Alimentaria (ATA) (Nesterov, 1951).

Debido a su diversidad quimica, las micotoxinas pueden disolverse en las fases
lipidicas (fundamentalmente) o acuosas de los alimentos, y difundirse a su interior
(Pitt, 2000). En consecuencia, estas toxinas pueden ser encontradas principalmente
en cereales, semillas, frutas, y alimentos elaborados en base a estas materias primas.
Se ha estimado que hasta un 25% de los cultivos alimentarios mundiales estan

contaminados con micotoxinas (OMS,1999).
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Aunque existen muchos tipos de micotoxinas, en la Tabla 1.1 se presenta algunas de

las principales, en cuanto a presencia en productos alimenticios y toxicidad para los

seres vivos, también se incluye los hongos productores, los alimentos principales que

contaminan y sus efectos toxicos mas representativos.

TABLA 1.1 Principales micotoxinas presentes en alimentos

(Gonzalez Salgado, 2010).

SUSTRATO PRINCIPALES
MICOTOXINA HONGO PRINCIPAL EFECTOS TOXICOS
Cereales. leche Altamente cancerigena,
Aflatoxinas Aspergillus sp. ' ’ produce toxicidad y cancer
frutos secos p
de higado
Citrinina Penicillium sp. Cereales y frutas E_fecto nefrotoxico,
inmunosupresora
Fumonisinas Fulsz\ar/qm SP- Cereales (maiz) Carcindgena, hepatotéxica
. niger
Cereales, café, o .
) Efecto nefrotdxico, necrosis
Aspergillus sp. legumbres, quesos,

Ocratoxinas

Penicillium sp.

carnes ahumadas,
frutas

hepatica, efecto
inmunosupresor

Cereales, frutas,

Neurotdxica, afecciones
pulmonares, lesiones de

Patulina Penicillium sp. ; g .
quesos higado y rifién, carcinomas,
inmunosupresora.

. Afecciones sistema
Tricotecenos Fusarium sp Cereales digestivo, circulatorio
(T2, NIV, DON) ) O ) ’

nervioso y piel.
, Cereales y Afecciones sistema
Zearalenona Fusarium sp. i
subproductos reproductor, estrégena.

NIV: Nivalenol, DON: Deoxinivalenol, T2: Toxina T2

Los géneros Aspergillus, Fusariumy Penicillium contienen basicamente las principales

especies y cepas productoras de micotoxinas.

Varios paises han adoptado regulaciones para limitar la incidencia de micotoxinas en

alimentos, por lo que su presencia impacta al comercio internacional.
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De acuerdo con el informe anual del Sistema de Alerta Rapida para Alimentos y
Piensos (RASFF), en 2016 las micotoxinas representaron el segundo peligro en las
notificaciones alimentarias de rechazo fronterizas de la Unién Europea (EU),
registrandose 551 notificaciones en el rubro de micotoxinas de un total de 3060

notificaciones (Figura 1.2).

Microorganismos patdégenos NI 22,4 %
Micotoxinas N 18 %
Residuos de pesticidas IEGG__—_—_—_—u 8.3 %
Metales pesados I———_“ 7.1 %
Composicion 5.8 %
Aditivos alimentarios IEEEEE—5.6 %
Materia extrafia N 4.4 %
Alérgenos IEN3.7 %
Adulteracion / Fraude 3.7 %
Controles deficientes o insuficientes I 3.2 %
OGM/Nuevos alimentos i 3 %
Migracién de compuestos quimicos HEEN2.5 %
Microorganismos no patégenos N2 %
Contaminantes industriales 1 2 %
Residuos de medicamentos veterinarios 1l 1.5 %
Biocontaminantes W 1.5%
Aspectos organolépticos Ml 1.3%
Otros w4 %

FIGURA 1.2 Notificaciones alimentarias por categoria de peligro (RASFF, 2016).

1.2.1 Ocratoxinas

Las ocratoxinas son pentaquétidos ciclicos que contienen una porcién de isocumarina,
normalmente ligado a una L-fenilalanina a través de un grupo carboxilo, mediante un
enlace amida. Existen 5 tipos de ocratoxinas, sin embargo, la mas toxica es la
ocratoxina A (OTA). En la estructura de esta toxina, la porcion de isocumarina esta
clorado y ligado a una L-fenilalanina (EFSA, 2006). La ocratoxina B (OTB) es el
derivado no clorado de la OTA, y es significativamente menos tdxica tanto in vivo como

in vitro (Mally et al., 2005). La ocratoxina C (OTC) es el éster de la OTA, y su posible
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potencial téxico, aunque se considera practicamente nulo, se ha descrito
especificamente sobre algunas lineas celulares de monocitos en el ser humano
(O’Brien y Dietrich, 2005).

La ocratoxina a (OTa) y la ocratoxina  (OTR) son productos de la hidrodlisis de la OTA
y OTB respectivamente, no poseen la molécula de fenilalanina y no se consideran
téxicas (Kuiper-Goodman y Scott, 1989; O’Brien y Dietrich, 2005). En la Figura 1.3 se

muestra la estructura quimica de las diferentes ocratoxinas.

TIPO DE R1 R2
OCRATOXINA
Ocratoxina A Fenilalanina Cl
Ocratoxina B Fenilalanina H
Ocratoxina C Fenilalanina, etil Cl

éster

Ocratoxina a OH Cl
Ocratoxina OH H

FIGURA 1.3 Estructura quimica de las diferentes
ocratoxinas (Gonzalez Salgado, 2010).

1.2.2 Ocratoxina A (OTA)

La OTA fue aislada por primera vez en 1965 por un grupo de investigadores sud-
africanos a partir de Aspergillus ochraceus (Van der Merwe, et al., 1965) y fue

identificada en Estados Unidos en 1969 en muestras de maiz.

10
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1.2.2.1 Caracteristicas quimicas, formula molecular y propiedades

La OTA esta constituida por la 7-carboxi-5-cloro-8-hidroxi-3, 4,-dihidro-3-R-
metilisocumarina unida a través de un enlace peptidico en el C-7 a la L-B-fenilalanina

por medio de un enlace amido (Figura 1.4). Sus sindnimos corresponden a OA y OTA
(Cole y Cox, 1981).

e
T TRy COOH O OH 0

M’JEVJ“HH,#JE fJ}\ HJI{HU:
L \Iﬁ/I“ \){“EHs

c

FIGURA 1.4 Estructura quimica de la OTA (Cole y
Cox, 1981).

La OTA es un compuesto cristalino blanco de formula molecular C20H1sCINOs, con
una masa molecular de 403.8 g/mol. La OTA exhibe fluorescencia azul bajo la luz UV.
La sal de sodio de esta molécula es hidrosoluble, moderadamente soluble en
disolventes organicos polares como cloroformo y metanol (Budavari, 1989). También
se considera termoestable debido a que sobrevive a la mayoria de los procesos de
alimentos, tales como tostado, malteado y coccién, por mencionar algunos (Krogh et
al., 1973; Scott, 1996).

1.2.2.2 Biosintesis de OTA

Las rutas biosintéticas de la formacion de OTA por diversas especies fungicas no han
sido ampliamente descritas. En 1979 Huff y Hamilton propusieron una ruta basada en
tres distintas etapas para la biosintesis de OTA. La primera corresponde a la sintesis
de un residuo poliquétido de ocratoxina a (OTa) a partir de acetil CoA y malonato. En
un primer paso, una enzima poliquétido sintasa inicia la sintesis del residuo poliquétido

a través de la via del acetato-malonato, dando lugar a meleina como intermediario. A

11
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continuacion, la meleina es metilada y oxidada, dando lugar a ocratoxina B (OTR), y
una molécula de cloro es incorporada directamente para dar lugar a OTa. En la
segunda etapa se sintetiza el otro precursor, la fenilalanina, a partir de acido shikimico,
que se une a su vez a la OTa. Por ultimo, en la tercera etapa, una enzima sintetasa
genera ocratoxina C (OTC), y una esterasa conduce finalmente a la formacion de OTA
(Figura 1.5).

Sin embargo, en un estudio realizado por Harris y Mantle en 2001 no se encontro
evidencia de que la meleina y OTC jueguen un rol de intermediarios en la ruta
biosintética de OTA. Ellos difieren de la ruta propuesta por Huff y Hamilton y proponen
una ruta donde la OTB, un intermediario pentacétido, puede transformarse
eficientemente tanto en OTA como en OTB con valores de 14 y 19% respectivamente.
Por otra parte, observaron que la OTa previamente clorada puede transformarse en
OTA, por lo que sugiere que la cloracion es el penultimo paso en la ruta de sintesis de
OTA.

Una de las enzimas clave para la biosintesis es la ocratoxina-A-sintetasa. Se propone
que esta enzima cataliza el ultimo paso de la biosintesis de OTA, a partir de OTa y

fenilalanina.

En la actualidad, se sabe que los genes involucrados en la biosintesis de micotoxinas
y otros metabolitos secundarios estan organizados formando agrupaciones de genes
o clusters, en los que se incluyen genes responsables de la propia sintesis, de la
regulacién de la ruta, del transporte del producto sintetizado y de la autoproteccién del

hongo frente al propio metabolito (Ehrlich et al., 2005; Shwab y Keller, 2008).

12
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FIGURA 1.5 Representacion esquematica de la ruta de biosintesis de OTA
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1.2.2.3 Especies productoras de OTA

Las especies productoras de OTA pertenecen a los géneros Aspergillus y Penicillium.
Dentro del género Aspergillus las que producen OTA se pueden dividir en dos grupos
distintos: el primero incluye especies productoras de conidios marrén dorado,
clasificadas dentro de la seccién Circumdatiy relacionadas con Aspergillus ochraceus,
el segundo incluye especies productoras de conidios negros, clasificadas dentro de la

seccion Nigri de la cual Aspergillus carbonarius es la mas importante.

Las especies de la seccidon Nigri han adquirido gran importancia como productoras de
OTA desde la primera descripcion de la producciéon de esta micotoxina por A. niger
(Abarca et al., 1994), por A. carbonarius (Horie, 1995), y por A. tubingensis (Medina
et al., 2005). Sin embargo, existe una gran diferencia entre los porcentajes de cepas
ocratoxigénicas en cada caso, siendo cercano al 100% en A. carbonarius y variando
entre el 0.6 y el 50% en el agregado A. niger (Gonzalez Salgado, 2010). Algunos
autores han senalado a su vez la capacidad de las especies uniseriadas (A.
Japonicus/A. aculeatus) de producir OTA (Dalcero et al., 2002; Battilani et al., 2003;
Magnoli et al., 2004), aunque este hecho no esta totalmente aceptado, ya que en

general no se consideran especies productoras (Visconti et al., 2008).

Ocasionalmente, también se ha descrito la produccion de OTA por especies de
Aspergillus no pertenecientes a las secciones Circumdati o Nigri, como A. albertensis
(Varga et al., 1996) A. fumigatus o A. terreus (Riba et al., 2008).

Dentro del género Penicillium, la produccién de OTA se detectd inicialmente en
Penicillium viridicatum (Van Walbeek et al., 1969) y posteriormente en otras especies,
si bien en algunos casos se trataba de cepas erroneamente identificadas. La revision
de la identificacién de cepas ocratoxigénicas de P. viridicatum permitié detectar que,
en realidad, se trataba de cepas de P. verrucosum (Pitt, 1987). P. verrucosum se ha
dividido en dos especies ocratoxigenas: P. verrucosum y P. nordicum (Frisvad y
Samson, 2004; Bragulat et al., 2008).
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1.2.2.4 Factores implicados en la produccion de OTA

Existen multiples factores que intervienen en el desarrollo fungico y también en la
biosintesis de metabolitos secundarios. Los principales factores que contribuyen a la
formacion de una micotoxina en los productos alimentarios estan ligados
principalmente a los factores intrinsecos relacionados con la especie fungica y los
factores extrinsecos constituidos por las condiciones medio-ambientales (humedad,
temperatura, actividad de agua (Aw), asi como otros factores como el dafio a la
integridad de los granos debido a la presencia de plagas (Northolt, et al., 1979; Le-
Bars, 1988; Cabrera, et al., 2001).

1.2.2.4.1 Factores intrinsecos

Dentro de las especies consideradas como toxigénicas, no todas tienen la capacidad
de presentar esta propiedad. La produccion de las micotoxinas depende
primordialmente de las caracteristicas individuales de cada cepa, de su base genética.
Existen estudios que han permitido la deteccién de algunos genes que podrian estar
involucrados en la biosintesis de OTA. Inicialmente se caracterizaron genes que
codificaban una policétido sintasa expresada exclusivamente cuando el hongo se
desarrollaba en condiciones favorables para la produccion de OTA. La identificacion
se realizdé en A. ochraceus (O'Callaghan et al., 2003) y en P. nordicum (Geisen et
al.,2004; Karolewiez et al.,2005) pero entre ambas especies estos genes presentaban
poca homologia. Se han podido identificar ademas en P. nordicum otros genes de
enzimas posiblemente involucradas igualmente en el proceso de biosintesis: una
péptido sintasa no ribosémica, una halogenasa, una fenilalanina RNAt sintetasa, una
metilasa y un fragmento homoélogo a genes ABC transportadores (Farber et al.,2004;

Karolewiez et al.,2005).
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1.2.2.4.2 Factores extrinsecos

Sustrato

La produccion de micotoxinas esta muy ligada a la composicion del sustrato. Las
diferencias en las caracteristicas fisicas y quimicas del sustrato, la disponibilidad de
agua y oxigeno, el contenido en azucares, proteinas o aminoacidos o las trazas de
minerales presentes puede influir de forma significativa en la produccion de OTA y

otras micotoxinas (Ominski et al.,1994; Muhlencoert et al., 2004).
Actividad de agua (Aw)

La Aw es conocida como la cantidad de agua libre disponible para el crecimiento
microbiano y para los procesos quimicos y enzimaticos. En los alimentos, no toda el
agua se encuentra en estado libre, una parte se puede encontrar ligada a las proteinas

o formando parte de otros compuestos.

Los requerimientos de agua para cepas fungicas que atacan productos alimenticios
son relativamente bajos, muchas especies crecen a 0.85 Aw 0 menos, aunque algunas
levaduras requieren generalmente una alta actividad de agua. El valor de 0.60 Aw es
considerado el limite para el crecimiento celular, pero las esporas de Aspergillus y
Penicillium, por ejemplo, son capaces de sobrevivir a bajas Aw por varios anos (Carlile
et al., 2001).

Temperatura

La temperatura juega un papel importante en el desarrollo y producciéon de
micotoxinas. Este factor esta correlacionado directamente con el crecimiento de las
cepas fungicas. En general, las especies de Penicillium spp. presentan una
produccién de OTA a rangos de temperatura inferiores a los de las especies de
Aspergillus. Este hecho permite relacionar la produccion de OTA en climas frios a
Penicillum spp, concretamente P. verrucosum, mientras que en zonas de clima calido
y templado la produccién de OTA esta mas relacionada con especies ocratoxigénicas

del género Aspergillus (Heenan et al., 1998; Abarca et al., 2001; Logrieco et al., 2003).
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pH

Este factor puede influir también en el crecimiento del hongo y la produccién de
micotoxinas. Sin embargo, su efecto no parece ser tan limitante como el de otros
factores, por lo que se ha estudiado en modelos que incluyen otras variables
(Bullerman, 1985; Patterson et al., 1986).

El requerimiento acido/alcalino para el crecimiento de levaduras y hongos es muy
amplio, el rango va de un pH de 3 hasta 8, con un éptimo alrededor de pH 5, si los
requerimientos nutritivos son satisfechos. En general, las especies de Aspergillus son
mas tolerantes a un pH alcalino mientras que las especies de Penicillium parecen ser

mas tolerantes a pH acido (Wheeler et al., 1991).
Oxigeno

Todos los hongos filamentosos y levaduras, poseen un requerimiento absoluto de
oxigeno. La reduccion de la presion parcial de este factor tiene un efecto inhibidor muy
marcado sobre la toxinogénesis y la concentracién de oxigeno disuelto en el sustrato
tiene una influencia mucho mayor en el crecimiento de hongos que la tensién de

oxigeno atmosférico (Pitt y Hocking, 1997).
Otros factores

La composicion de la atmésfera donde se desarrolla el hongo puede afectar el
crecimiento de las especies productoras de OTA y también la posible presencia de la
micotoxina en el sustrato. Paster et al., (1983) observaron que la produccion de OTA
por una cepa de A. ochraceus se inhibia completamente con un porcentaje de CO2zdel
30% independientemente de los niveles de Oz presentes. Este efecto inhibitorio no
estaba relacionado con un efecto directo sobre el crecimiento fungico ya que el

crecimiento solo se veia afectado a partir de niveles del 60% de COz2 y superiores.

Por otra parte, la microflora competitiva de diferentes microorganismos, tales como
bacterias u otros hongos, puede afectar el crecimiento de hongos y la producciéon de
micotoxinas. Es por esto que varios microorganismos han sido reportados como

agentes control de pestes biolégicas. Un ejemplo claro se observa en Trichoderma
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harzianum el cual produce una enzima litica, quitinasa con una actividad antifingica
contra un amplio rango de cepas fungicas, una de ellas, A. niger (Nampoothiri et al.,
2004, Valero et al., 2007).

1.2.2.5 Toxicidad de OTA

Bajo condiciones experimentales, se ha comprobado que la OTA es nefrotéxica en
todas las especies de animales estudiadas hasta el momento, incluyendo a roedores,
cerdos, pajaros y pequefios rumiantes, e incluso a muy bajas concentraciones (Walker
y Larsen, 2005). La mayoria de los informes sobre nefropatia inducida por OTA fueron
obtenidos en estudios experimentales con cerdos, en los que se describieron cambios
tanto estructurales como funcionales (Stoev et al., 2002). Asi mismo, en cerdos y otros
animales (roedores, conejos), se produjeron trastornos en el higado, dando lugar a
una acumulacion de glucogeno en los tejidos hepatico y muscular, se inhibio la sintesis
de ADN, ARN vy proteinas (Verma y Chakraborty, 2008), y se comprobaron efectos
neurotoxicos, teratogénicos e inmunosupresores (JECFA, 2001; Follmann y Lucas,
2003; Pfohl-Leszkowicz y Manderville, 2007).

Basandose en estudios de carcinogénesis realizados con ratas y ratones, en los que
la administracion cronica de OTA provoco cancer hepatico y renal (National Toxicology
Program, 1989), la OTA fue clasificada por la Agencia Internacional para la
Investigacion del Cancer (IARC) como un posible carcindgeno para el ser humano en
el grupo 2B (IARC, 1993).

En humanos, la exposicion a OTA se ha asociado con la Nefropatia Endémica de los
Balcanes (BEN), una afeccién renal de etiologia desconocida, que hasta ahora sélo
se ha observado en algunas partes de la Peninsula Balcanica. La BEN es una
enfermedad crénica, de evolucion lenta, y que finalmente causa la muerte por fallo
renal (Stefanovic et al, 2006). En las zonas de la Peninsula Balcanica donde
prevalece la enfermedad se ha observado una elevada concentracion de OTA en
alimentos habituales en la dieta (Fink-Gremmels, 2005; Castegnaro et al., 2006), y
también se han detectado niveles elevados de la toxina en sangre y orina,

considerados como biomarcadores de exposicion (Castegnaro et al., 1990).
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Las lesiones renales en esta enfermedad son comparables a las advertidas en la
nefropatia porcina vinculada con la OTA (Pfohl-Leszkowicz y Manderville, 2007). Otras
patologias asociadas con la OTA son los Tumores del Tracto Urinario (UTT), descritos
también con mayor incidencia en las areas endémicas para BEN (Fink-Gremmels,
2005), y la Nefropatia Crénica Intersticial (en el Norte de Africa) (Bayman y Baker,
2006).

Aunque el mecanismo de accién de la OTA es desconocido, la inhibiciéon de la sintesis
de proteinas se ha definido como el mecanismo de toxicidad primario (Bayman y
Baker, 2006). Por otra parte, segun la EFSA, evidencias cientificas indican que la
toxicidad renal, asi como el dafio genotdxico, medidos en estudios tanto in vitro como
in vivo, pueden ser atribuidos a dano celular oxidativo causado por la toxina (EFSA,
2006).

1.2.2.6 Regulaciéon de OTA

Hasta finales de la década de los 90, las regulaciones para micotoxinas eran, en su
mayoria, legislaciones a nivel nacional (Van Egmond et al., 2007). Gradualmente,
dichas regulaciones se han ido unificando y armonizando para paises miembros tanto
de la Unién Europea como de otras comunidades econdémicas, y el numero de paises

que se unen a estas regulaciones conjuntas ha ido en aumento.

En el caso de regulaciones para OTA, en 1991, el Comité Conjunto de Expertos sobre
Aditivos Alimentarios de la FAO/OMS (Joint Expert Committee on Food Additives)
establecidé un valor de ingesta semanal tolerable para OTA de 112 ng/kg de peso
corporal (16 ng/kg/dia). En 1998, debido a las propiedades téxicas de la OTA, el
Comité Cientifico sobre Alimentos de la UE (European Union Scientific Committee for
Food) estimé que el nivel aceptable de seguridad en la ingesta diaria de OTA debia
estar por debajo de 5 ng/kg. Desde el afio 2002 la Unién Europea (UE) dispone de
una normativa por la que se establecen los niveles maximos de OTA en distintos
alimentos.

El ultimo reglamento propuesto por la Unién Europea para contenidos maximos de

OTA permitidos en productos alimentarios ha sido publicado en 2006 (Tabla 1.2)
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(Comisién Europea, 2006). EFSA en ese mismo afo declara una ingesta semanal
tolerable para OTA de 120 ng/kg de peso corporal (EFSA, 2006).

TABLA 1.2 Contenido maximo de OTA permitido en alimentos para los estados
miembros de la Unién Europea (Comisién Europea, 2006).

PRODUCTO ALIMENTICIO LIMITE OTA
(ng/kg)

Cereales:
- Cereales no elaborados 5
- Productos derivados de cereales no elaborados, incluidos los productos
transformados a base de cereales y los cereales destinados al consumo 3
humano directo.
Uvas pasas (pasas de Corinto, sultanas y otras variedades de pasas) 10
Cafe:
- Café tostado en grano y café tostado molido, excluido el café soluble
- Café soluble (café instantaneo) 10
Vino:
- Vino (incluidos los vinos espumosos y excluidos los vinos de licor y los 2
vinos con un grado alcohélico minimo de 15 % vol.) y vino de frutas.
- Vino aromatizado, bebidas aromatizadas a base de vino y cocteles 2
aromatizados de productos vitivinicolas.
Zumo de uva, zumo de uva concentrado reconstituido, néctar de uva, mosto 2
de uva y mosto de uva concentrado reconstituido, destinados al consumo
humano directo.
Alimentos elaborados a base de cereales y alimentos infantiles para 0.5
lactantes y nifios de corta edad.
Alimentos dietéticos destinados a usos médicos especiales y dirigidos 0.5

especificamente a los lactantes.

Café verde, frutos secos distintos de las uvas pasas, cerveza, cacao y -

productos del cacao, vinos de licor, productos carnicos, especias y regaliz.
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1.3 Presencia de OTA en café

La OTA es la principal micotoxina que se detecta actualmente en granos de café
(Taniwaki, 2006), su presencia como contaminante en café verde fue descrita por
primera vez por Levi et al., (1974) en niveles que fluctuaron entre 20 a 360 ppb y un
limite de deteccion de 20 ppb. Desde entonces y hasta la fecha, los métodos de
cuantificacién de OTA son cada vez mas sensibles y han puesto de manifiesto que la
contaminacion por esta toxina en café sigue siendo un problema que pone en riesgo

la salud de los consumidores.

1.3.1 Especies productoras de OTA en café

La produccion de OTA en los granos de café esta relacionada a dos géneros de
hongos: Aspergillus y Penicillium. Particularmente A. ochraceus y A. westerdijkiae
(seccion Circumdati) y A. Carbonarius y A. niger (seccién Nigri) son las que

frecuentemente se desarrollan en cerezas y granos de café (Paterson et al., 2014)

Se ha propuesto que A. ochraceus es la principal fuente de OTA en café (Taniwaki et
al., 2003), sin embargo, las especies de la seccion Nigri indican también una
importante fuente de produccion de la toxina (Joosten et al., 2001; Taniwaki et al.,
2003; Pardo et al., 2004; Suarez-Quiroz et al., 2004a; Noonim et al., 2008b; Rezende
et al., 2013).

Por otra parte, en anos recientes la utilizacion de métodos polifasicos en combinacién
con la secuenciacion del gen de la B-tubulina ha permitido aislar e identificar a 4
nuevas especies de la seccién Nigri (A. aculeatinus, A. sclerotiicarbonarius A.
lacticoffeatus y A. sclerotioniger) presentes en granos de café verde, reportandose
que A. lacticoffeatus y A. sclerotioniger son especies altamente productoras de OTA
(Samson et al., 2004a; Noonim et al., 2008a).
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1.4 El género Aspergillus

El termino Aspergillus fue catalogado por primera vez en 1729 por el bidlogo italiano
Pier Antonio Micheli, uso el nombre “Aspergillum” por parecerse al instrumento usado
para dispersar agua bendita (Hawksworth, 1976). Las especies que pertenecen a este
género son hongos filamentosos, es decir, estan compuestos de cadenas de células
llamadas hifas, ademas poseen hifas especializadas denominadas esporangiéforos,
el cual esta compuesto por una vesicula rodeada de células denominadas fialides en
forma de botella directamente insertadas sobre la vesicula (Kozakiewicz, 1989). De
las fialides se desprenden las esporas. Habitan el suelo, pero colonizan facilmente

diversos alimentos.

1.4.1 Clasificacion taxondmica

Desde 1965, la monografia sobre el género Aspergillus denominada “The genus
Aspergillus” publicada por Raper y Fennell ha sido la base de partida de los taxénomos
en la identificacion de una especie. En esta obra se aceptaron 132 especies
subdivididas en 18 grupos. Sin embargo, esta monografia presentaba serios
problemas de adecuacion a las normas del Cadigo Internacional de Nomenclatura
Botanica (CINB), ya que no se tomé en cuenta la prioridad de los nombres mas
antiguos y las especies nuevas descritas no estaban tipificadas. Gams et al., (1985)
reclasificaron el género y lo dividieron en 6 subgéneros, cada uno dividido a su vez en
una o0 mas secciones (Tabla 1.3) que se corresponden con los grupos descritos por
Raper y Fennell. Varias especies del género Aspergillus presentan un teleomorfo
(forma sexual de hongos filamentosos) dentro de los ascomicetos, pero Raper y Fenell
retuvieron el nombre Aspergillus tanto para el teleomorfo como para el anamorfo
(forma asexual de hongos filamentosos), en contraposicion con el articulo 59 del CINB.
Gams et al., (1985) y Kozakiewicz (1989) se encargaron de realizar los cambios

necesarios para su adecuacion.
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TABLA 1.3 Clasificacion del género Aspergillus (Gams et al., 1985).

Subgénero Seccién Sinénimo Teleomorfo
Aspergillus Grupo A. glaucus Eurorium
Aspergillus _
Restricti Grupo A. restrictus
Fumigati Grupo A. fumigatus Neosartorya
Fumigati . . -
Cervini Grupo A. cervinus
. ; Warcupilla, Sclerocleista,
Ornati Ornati Grupo A. ornatus Hemicarpenteles
Clavati Clavati Grupo A. clavatus --
Nidulantes Grupo A. nidulans Emericella
Versicolores Grupo A. versicolor -
Nidulantes ~ USti Grupo A. ustus -
Terrei Grupo A. terreus -
Flavipedes Grupo A. flavipes Fennellia
Wentii Grupo A. wentii -
Flavi Grupo A. flavus -
Nigri Grupo A. niger -
) . , ) Grupo A. Petromyces
Circumdati Circumdati ochraceus
Candidi Grupo A. candidus -
Cremei Grupo A. cremeus Chaesartorya
Sparsi Grupo A. sparsus -

1.4.2 Principales caracteristicas morfoldgicas del género Aspergillus

Las principales caracteristicas morfologicas del género Aspergillus se basan en
observaciones macroscoépicas y microscopicas de las colonias y estructuras (Abarca,
2000).
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1.4.2.1 Caracteristicas morfoloégicas macroscopicas

Diametro de las colonias
Los hongos crecen solo por la parte terminal de las hifas, y el micelio posterior
envejece. Las hifas terminales se ramifican segun las condiciones ambientales,

especialmente las nutritivas. Lo que se mide es el avance del micelio.

Color

El color es la principal caracteristica macroscopica para la identificacion de las
especies del género Aspergillus. Poseen distintos tonos de verde, pardo, amarillo,
blanco, gris y negro. También deben ser evaluados el color del reverso de la colonia,

asi como el cambio de este en el medio de cultivo.

Presencia de esclerocios

Un esclerocio es una estructura formada en los hongos filamentosos a partir del
crecimiento de las hifas principales en un punto en comun, conforme pasa el tiempo,
la estructura va adquiriendo una apariencia sélida y forma esférica. La caracterizacién
de los esclerocios es importante ya que existe una relacién entre el tipo de esclerocio

y la produccion de micotoxinas (Chang et al., 2001).

Presencia de exudado, textura y topografia

Algunas especies secretan agua en pequenas gotas, asi como otras caracteristicas
que pueden ser evaluadas de forma cualitativa ya que son evidentes, como la textura,
en donde las principales caracteristicas buscadas son: algodonosas, granular y

aterciopelada; la topografia, si la colonia es umbodonada, rugosa y cerebriforme.
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1.4.2.2 Caracteristicas morfologicas microscopicas

Las principales estructuras microscopicas (Figura 1.6) que son estudiadas para
caracterizar las especies del género Aspergillus principalmente son la presencia de
hifas, estipes, vesiculas, disposicion de métulas y fidlides sobre las vesiculas, forma,

diametro y ornamentacion, células de Hille y tipo de esporas (Samson et al., 2004b).

Columnar Radial

Células da Hile

FIGURA 1.6 Estructuras microscépicas para
especies del género Aspergillus.

1.5 Aspergillus seccién Nigri

Las especies pertenecientes a la seccion Nigri son unas de las de mayor importancia
dentro del género Aspergillus. Se encuentran distribuidos en una gran variedad de
sustratos a nivel mundial, principalmente: semillas, granos, forrajes, piensos, frutas,

verduras y cuero. (Pitt y Hocking, 1997).

Algunas especies de la seccion Nigri se utilizan a nivel industrial como fuente de
enzimas extracelulares y acidos organicos para ser utilizados en la industria
alimentaria, tal es el caso de los productos obtenidos por Aspergillus niger que poseen
la categoria GRAS (Generally Recognised As Safe) de la FDA (Food and Drug
Administration) y se utilizan en cantidades significativas como aditivos alimentarios

(Abarca et al., 2004). Estos incluyen, entre otros, a-amilasas, catalasas, celulasas,
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glucoamilasas, lipasas, pectinasas y proteasas, asi como acido citrico y acido

gluconico (Bigelis, 1987).

No obstante, las especies de esta seccién pueden también producir diversos
metabolitos secundarios téxicos, como OTA (Samson et al., 2006), y por lo tanto se
les considera como hongos responsables del deterioro de alimentos. En la Tabla 1.4
se presenta los principales metabolitos secundarios y toxinas producidas por especies

de la seccion Nigri.

La produccion de OTA por especies de esta seccidn se observa principalmente en
uvas y productos derivados. Concretamente, se ha propuesto que A. carbonarius es
la principal especie responsable de la produccién de OTA en uvas de vino en el
Mediterraneo (Pitt, 2000; Battilani et al., 2003; Medina et al., 2005; Perrone et al., 2006;
Serra et al., 2006a; Leong et al., 2007a).

TABLA 1.4 Produccion de metabolitos secundarios y toxinas por especies de
Aspergillus seccion Nigri (Samson et al., 2006).

Especie OTA Pir' N-y-P? Asp® SeD* Ant® Afl® Cor’ Kot®

. aculeatus - - - - + - - - -
. brasiliensis - -
. carbonarius + +
. costaricaensis - -
. ellipticus - - - - - - - - -
. foetidus - + + + - + - - -
. heteromorphus - - - - - - - - -
. homomorphus - - - - + - - - -
. Japonicus - - - - - - - - -
. lacticoffeatus + +
niger +/- +
. piperis - +
+
+

+ + |+
1
1
1
1
1
1

. sclerotioniger +
. tubingensis +/-
A. vadensis - - + + - - - - -

Pir:Piranonigrina A; 2N-y-P: Nafto-y-pirononas; 3Asp: Asparazina; 4SeD: Acido
secaldnico D: SAnt: Antafumionisinas; ©®Afl: Aflavininas; 7Cor: Lactonas de
Corymbiferan; 8Kot: Kotaninas.

DD D>

+ - - - - -
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1.6 Estudio de la diversidad microbiana en café

Los estudios de la diversidad microbiana en café han sido analizados por dos

metodologias diferentes, la microbiologia clasica y la microbiologia molecular.

El uso de técnicas por microbioldgica clasica, ha permitido obtener informacion sobre
la diversidad fungica presente en las diferentes vias de procesamiento de café
(Taniwaki et al., 2003; Suarez-Quiroz et al., 2004a; Noonim et al., 2008a; Rezende et
al., 2013), sin embargo, estas técnicas son laboriosas y los microorganismos
cultivados no representan sino una pequefa parte de la diversidad microbiana en
relaciéon a la abundancia de especies presentes en las muestras (Von Wintzingerode
et al., 1997).

La aplicacion en conjunto de métodos basados en la biologia molecular ha permitido
determinar de manera especifica la diversidad microbiana presente en café y otras
matrices alimentarias (Ampe y Miambi, 2000; Masoud ef al., 2004; Prakitchaiwattana
et al., 2004; Nielsen et al., 2007; Jeyaram et al., 2008; Vilela et al., 2010; Magalhaes
et al., 2010; Ramos et al., 2010). Particularmente la utilizacién de la técnica PCR-
DGGE (Reaccion en Cadena de la Polimerasa — Electroforesis en Gel con Gradiente
Desnaturalizante) ha sido sugerida como una herramienta util para investigar las
especies fungicas productoras de OTA en granos de café (Durand et al., 2013),
ademas de poder diferenciar su origen a partir de diferentes tratamientos post-

cosecha, localizaciones geograficas y especie (Hamdouche et al., 2016).

1.6.1 PCR-DGGE

Muyzer et al., (1993) fue el primero en utilizar la técnica de PCR-DGGE para el estudio
de un perfil de comunidades microbianas. Esta técnica no requiere del cultivo de
microorganismos para su deteccion e identificacion y es ampliamente utilizada en
ecologia microbiana y en distintas matrices alimentarias porque es capaz de
proporcionar la “huella genética” de la comunidad microbiana de la muestra en estudio
(Ercolini, 2004; El Sheikha y Ray, 2014).
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Basicamente la muestra se somete a una extraccién de ADN total (Figura 1.7), el cual
contiene una mezcla de ADN microbiano de las diferentes especies presentes en la
muestra. Posteriormente, la mezcla de ADN se utiliza como molde para llevar a cabo
la amplificacion por PCR de determinadas regiones variables del ADNr de interés
taxonémico, obteniéndose asi una nueva mezcla de productos amplificados
denominados amplicones. Todos los amplicones tienen el mismo tamafo, pero
diferentes secuencias, y por lo tanto pueden ser separados por DGGE. El resultado
final es la huella genética, la cual es especifica de la muestra analizada y contiene una

serie de bandas en relacidon con las especies microbianas presentes en ella.

La identificacién de las especies se puede lograr mediante la purificacién vy
secuenciacion de las bandas en el perfil DGGE (El Sheikha y Montet, 2011).

Muestra
(Alimento o alguna muestra
ambiental)

l Extraccion de ADN.

“‘“‘&M

Ty

ADN total incluyendo una mezcla fi—=,

de ADN de diferentes especies F
microbianas. Tgﬂ_—:f,
o

Amplificaciéon por PCR de
regiones variables de ADNr.

Mezcla de amplicones de diferentes v (i N;;%\

especies (mismo tamafio pero ’\ p— /
secuencias diferentes). — _E_EE_E,E,E.E,E-VB-

~—OBSONE

Analisis DGGE.

* Purificacionde bandas y
secuenciacion.

+ Comparacién con secuencias de
bases de datos conocidas.

Identificacion de las especies
microbianas

FIGURA 1.7 Etapas para el andlisis por medio de PCR-DGGE (Ercolini,
2004).
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1.6.2 Principio de la DGGE

La DGGE (Electroforesis en Gel con Gradiente Desnaturalizante) permite la
separacion de fragmentos de ADN del mismo tamafio, pero con diferente secuencia
de nucleédtidos. Para ello, un gradiente lineal creciente de agentes quimicos
desnaturalizantes del ADN (una mezcla de urea y formamida) se incorpora a lo largo
de un gel de poliacrilamida. Durante la electroforesis, se mantiene una temperatura
constante entre 50-65 °C y los fragmentos de ADN de doble cadena migran por el gel
hasta encontrar una determinada concentracion de urea y formamida (concentracion
desnaturalizante) a la cual las cadenas se separan localmente y el desplazamiento de
las moléculas disminuye o se interrumpe. La concentracion desnaturalizante a la cual
las cadenas se separan depende de la secuencia de nucleédtidos, es decir, del
contenido de dobles o triples puentes de hidrogeno dependiendo de si son pares de
bases adenina-timina o citosina-guanina. Aquellos fragmentos de ADN pobres en
guanina-citosina se desnaturalizan a bajas concentraciones de urea y formamida, por
lo que su migracién en el gel se interrumpe rapidamente y ocupan posiciones
superiores. Ocurre lo contrario con los fragmentos de ADN ricos en guanina-citosina,
cuya migracion por el gel sélo se retarda a altas concentraciones de urea y formamida,
ocupando posiciones inferiores. (Myers et al. 1987). Asi, fragmentos de ADN con

secuencias nucleotidicas diferentes tendran diferentes posiciones en el gel.

1.6.3 Aplicaciones

Existen varios campos de aplicacion para la DGGE, destacando los estudios de
deteccion de mutaciones puntuales para aplicaciones clinicas y los estudios de
comunidades microbianas.

La DGGE ha proporcionado informacién novedosa en el estudio de comunidades
microbianas en ambientes complejos como suelos, lagos, lodos activados,
biorreactores, alimentos y tracto gastrointestinal (Suarez Fernandez y Le Borgne,
2014).
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Durante los ultimos afos, en el ambito de alimentos la DGGE ha sido utilizada
principalmente para estudiar la dinamica de levaduras en fermentaciones en vino
(Cocolin et al., 2000), la distribucién espacial de la microbiota en pozol durante el
proceso de fermentacion (Ampe et al., 1999), la diversidad de bacterias (Lefeber et
al., 2011; Papalexandratou et al., 2013) y levaduras (Nielsen et al., 2005) en cacao,
las levaduras involucradas en el proceso de fermentacion (Masoud et al., 2004) y la
poblacion de hongos filamentosos (Vilela et al., 2010; Durand et al., 2013; Hamdouche
et al.,, 2016) en café.

Esta técnica es una alternativa mas viable que los métodos por microbiologia clasica
para evaluar la diversidad microbiana presente en las muestras de interés. Sin
embargo, esta presenta ciertas limitantes por lo que se recomienda el analisis en
conjunto con los métodos microbioldgicos clasicos para reducir cualquier sesgo (Vilela
et al., 2010).

1.6.4 Limitantes de la técnica

La PCR-DGGE presenta ciertas limitantes que pueden ser criticas para el analisis de
la diversidad microbiana de una muestra. Estas limitantes pueden presentarse en
diferentes etapas del analisis y van desde el muestreo hasta la migracion

electroforética sobre el gel DGGE.

La muestra debe ser aleatoria para representar lo mas fielmente posible la comunidad
microbiana del medio a analizar. En el caso donde no sea posible extraer el ADN
inmediatamente, las muestras deben conservarse en condiciones que permitan
conservar la integridad de los acidos nucleicos. El lavado, el transporte o los
procedimientos de enfriamiento pueden influenciar la presencia o ausencia de
especies microbianas presentes en la muestra, aumentando o reduciendo el niUmero

de especies que pudieran ser cuantificadas e identificadas (Ercolini, 2004).
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En la lisis celular, la cual es la primera etapa de extraccion de ADN, se debe dafiar lo
menos posible los acidos nucleicos. Las especies microbianas no poseen la misma
sensibilidad a los agentes de lisis, esto es debido a las diferentes composiciones de
su membrana y pared celular. La purificacion de los acidos nucleicos puede ser dificil
si las muestras no son homogéneas. Las matrices alimentarias que contienen un alto
contenido de lipidos, proteinas, polisacéaridos y sales, disminuyen los rendimientos de
extraccion y pueden contaminar los extractos de ADN. Estos residuos pueden actuar

como inhibidores en la amplificacion por PCR.

La amplificacion por PCR es una de las principales fuentes de sesgo en el estudio de
la diversidad microbiana. En algunas ocasiones las secuencias a amplificar pueden
presentar una preferencia (Reysenbach et al., 1992). Una mezcla de ADN de una
comunidad microbiana, puede ser parcialmente amplificada, y como consecuencia se
obtendra un producto que no sea representativo del nimero de especies originalmente
presentes en dicha comunidad. Por lo que las especies detectadas no reflejaran

completamente la diversidad en la muestra.

Otra de las limitantes de la técnica puede ser la propia DGGE, ya que sélo pueden
separarse fragmentos de hasta 500 pares de bases (Myers et al., 1985). Por otra
parte, existe un limite en el nUmero maximo de bandas de ADN que puedan separarse,
por lo que, en el caso de analisis de perfiles de comunidades microbianas, no podran
detectarse a aquellos microorganismos que constituyan menos del 1% de la
comunidad (Muyzer et al. 1993). También es posible que ocurra la co-migracion de
fragmentos de ADN, es decir, que dos secuencias diferentes de ADN compartan una
misma posicion en el gel. Esto puede provocar la subestimacion de diversidad, del
mismo modo que se dificulta la secuenciacion del ADN recuperado de aquellas

bandas en las que existe co-migracién (Nikolausz et al. 2005).
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Referente al limite de deteccidén del método, ciertos autores estiman que depende de
la concentracion de la poblacién a analizar, por ejemplo, Cocolin et al., (2000)
consideran que una poblacion minima de 10* células/mL de levaduras es necesaria

para una deteccion.

Durand et al., en 2012, determinaron para especies de A. ochraceus, A. carbonarius
y A. niger que la concentracion de 10* esporas/mL es la minima para una deteccion

exitosa.

1.7 Importancia del estudio de especies de la seccién Nigri en el café

Broissin Vargas et al., (2017) estudiaron la incidencia de OTA en granos de café verde
y café pergamino almacenados en sacos de yute y en mega saconas (empaques de
polipropileno). Emplearon técnicas moleculares de identificacion fungica y de
microbiologia clasica, encontrando que la diversidad fungica obtenida por PCR-SCCP
(Reaccibn en Cadena de la Polimerasa - Polimorfismo Conformacional
Monocatenario) disminuye conforme el tiempo de almacenamiento, debido a que
existe una predominancia en un 100% de la seccion Nigri a diferencia de la seccion

Circumdatiy Flavi (Figura 1.8).
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FIGURA 1.8 Porcentaje de infeccidn fungica en café verde
almacenado (Broissin Vargas et al., 2017).
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Por otro lado, en el mismo estudio se reporté que durante los primeros meses de
almacenamiento la presencia de OTA fue nula en los tratamientos, debido a que las
condiciones de humedad relativa y actividad de agua no son 6ptimas para que las
especies presentes produzcan la toxina, sin embargo, a los 180 dias de
almacenamiento el café verde almacenado en sacos de yute registré una produccion
de OTA de 1.1 pg/kg y 5.1 ug/kg a los 360 dias y para el café verde almacenado en
mega saconas la produccion de la toxina inicio a los 240 dias con 3.5 ug/kg y 3.6 ug/kg

a los 360 dias de almacenamiento. (Figura 1.9).
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FIGURA 1.9 Cuantificacion de OTA en granos de café verde
almacenado (Broissin Vargas et al., 2017).

Por lo tanto, los autores concluyeron que las especies de la seccion Nigri son las
responsables de la produccion de OTA en café verde, ya que fueron las especies

dominantes en los granos almacenados.
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2. JUSTIFICACION

Las especies de la seccion Nigri podrian estar involucradas como la principal fuente
de produccion de OTA en café de México y considerando que ya se han reportado
nuevas especies altamente productoras, resulta de particular interés evaluar por
medio de un método molecular como lo es la PCR-DGGE la diversidad fungica de la

seccion Nigri en los diferentes tratamientos post-cosecha de café.
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3. HIPOTESIS

Las especies de la seccion Nigri representan la principal fuente de OTA en café de

México y su presencia esta relacionada a los diferentes tratamientos post-cosecha.
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo General

Aislar e identificar cepas de Aspergillus seccion Nigri presentes durante los diferentes
procesamientos post-cosecha de café (Coffea arabica) y evaluar su diversidad por

PCR-DGGE.

4.2 Objetivos Especificos

e Aislar, identificar y evaluar el potencial ocratoxigénico de cepas de Aspergillus
seccion Nigri durante los diferentes tratamientos post-cosecha de café (via
hameda fermentativa en ausencia de agua, fermentativa sumergida, mecanica

y seca).

e Determinar la diversidad fungica de la seccion Nigri presente durante las

diferentes etapas de procesamiento de café mediante PCR-DGGE.

e Relacionar la presencia de cepas potencialmente ocratoxigénicas con las
etapas de procesamiento de café.
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5. MATERIALES Y METODOS

Se realizé un muestreo a lo largo de 4 vias de procesamiento post-cosecha de café.
Cada una de las muestras fue sometida a 2 andlisis diferentes (Figura 5.10). Por un
lado, con técnicas microbiolégicas clasicas se calculd el porcentaje de infeccion por
especies de la seccion Nigri, esto permitid aislar e identificar especies pertenecientes
a la seccion de estudio. Las cepas que fueron aisladas se evalué su potencial
ocratoxigénico y las que resultaron con mayor produccion de OTA fueron
caracterizadas molecularmente y utilizadas como marcadores. Por otro lado, se realizd
la extraccion del ADN total de la superficie de las muestras a fin de estudiar la
diversidad fungica de la seccién Nigri utilizando la técnica PCR-DGGE, con los perfiles
obtenidos se llevo a cabo el analisis estadistico de similitud de especies fungicas para

cada via de procesamiento.
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FIGURA 5.10 Diagrama general de la metodologia.
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Materiales y métodos

5.1 Materiales

5.1.1 Material Biolégico

5.1.1.1 Café de diferentes etapas de procesamiento

Las muestras de cerezas y granos de café, Coffea arabica, fueron recolectadas en las
cosechas de alta produccion 2015-2016 y 2016-2017 en dos comunidades del estado
de Veracruz (México). El primer muestreo fue en la comunidad de Plan de Arroyos
perteneciente al municipio de Atzalan, se recolectaron muestras en un beneficio que
utiliza la Via Himeda Fermentativa en ausencia de agua. El segundo muestreo fue en
la comunidad de Xico, en esta se tomaron muestras en 2 beneficios, el primero utiliza
la Via Himeda Fermentativa Sumergida y la Via Seca experimentalmente, el segundo

beneficio solo utiliza la Via Mecanica.

5.1.2 Medios de cultivo

El aislamiento e identificacion de cepas se llevdé a cabo empleando los siguientes
medios de cultivo: Agar de Papa y Dextrosa (PDA) (DIBICO®), Agar Extracto de Malta
(MEA) (DIBICO®), Agar Czapek con extracto de levadura (CYA) (DIBICO®). El medio
PDA se acidificé con acido tartarico estéril al 10% (aprox. 1,4 mL de acido tartarico
por 100 mL de medio) para la disminucion del pH del mismo a 3.5.

La composicion y modo de empleo de cada uno de los medios esta descrito en el
Anexo .

5.1.3 Equipo de laboratorio

5.1.3.1 Estereoscopio

Las observaciones macroscopicas de los cultivos y cepas aisladas se llevaron a cabo
utilizando un estereoscopio PLIT modelo ES-24, el cual posee un objetivo unico con

un rango de 2x a 4x e iluminacion.
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5.1.3.2 Microscopio de campo claro

Las observaciones microscopicas se llevaron a cabo con un microscopio Motic®
BA200, que posee objetivos de 10X, 40X, 100X (inmersién), ademas cuenta con una
interfase electrénica (Motic® Camera MCI001/2001) que permite visualizar las
observaciones en computadora mediante el uso del software Motic® Images Plus
Version 2.0 ML elaborado por Motic® China Group Co. (China)

5.1.3.3 Lector de micropozos

La cuantificacion de OTA en medio de cultivo se realizé en un lector ELISA automatico
para tiras de pozos, NEOGEN® Stat Fax® 4700, con un rango de medicion lineal: 0.00

a 3.0 (A), una exactitud fotométrica de +1.0% y una longitud de onda de 650 nm.

5.1.4 Equipo para biologia molecular

5.1.4.1 Microcentrifuga
Se utiliz6 una microcentrifuga Spectrafuge™ 24D modelo C2400 (Labnet

International), con velocidad maxima de 13 300 rpm, 16 300 x g.

5.1.4.2 Termociclador
Las reacciones de PCR se llevaron a cabo en un termociclador Select Bio Products

modelo SelectCycler™ |

5.1.4.3 Espectrofotometro UV- Visible

La cantidad y calidad del ADN fue cuantificada mediante un espectrofotometro
NanoDrop 2000 (Thermo Scientific™). Este equipo permite leer la concentracién del
ADN a 260 nm, y 260/280 nm para el contenido de acidos nucleicos/proteinas y

260/230 nm para acidos nucleicos/inhibidores.
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5.1.4.4 Equipo para DGGE
La DGGE se llevo a cabo en un equipo Bio-Rad Dcode™ System, USA (Figura 5.11),

pre-calentado a una temperatura de 60°C.
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FIGURA 5.11 Equipo para DGGE.

5.1.4.5 Transiluminador UV

Los geles de verificacién de las extracciones de ADN y productos de PCR fueron
observados y fotografiados utilizando un transiluminador UV Bio-Imaging Systems
MiniBIS® Pro 16mm y para los geles DGGE se ultilizé un transiluminador Bio-Rad Gel
Doc™ XR+.
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5.2 Métodos

5.2.1 Muestreo

En condiciones asépticas se recolectaron las muestras (aprox. 300g) de cerezas y
granos de café para cada una de las vias de procesamiento (Tabla 5.5).
Posteriormente las muestras se transportaron al laboratorio en hielera y se analizaron

en un lapso no mayor a 48 h de su recoleccion.

TABLA 5.5 Muestras de café obtenidas por via de procesamiento.

Via Homeda Via Himeda
Fermentativa en Fermentativa Via Mecanica Via Seca
ausencia de agua Sumergida
Café cereza Café cereza Café cereza Café cereza
Café despulpado Café despulpado Café despulpado Cereza 1d de secado
Pulpa de café Pulpa de café Pulpa de café Cereza 2d de secado
Café fermentado Oh Café fermentado 3h  Café desmucilaginado Cereza 3d de secado

Café fermentado 9h  Café fermentado 14.5h Agua de lavado Cereza 2h de secado

Café fermentado 18h  Agua de fermentacion Café pergamino 3h de Cereza 6.5h de

secado secado
Agua de fermentacion Café lavado Café pergamino 15h de  Cereza 14h de
secado secado
Café Café pergamino 3h de Café pergamino 30h de Café verde sin
afé lavado i
secado secado clasificar
Café pergamino 2h de  Café pergamino 4.5h Café verde sin
secado de secado clasificar
Café pergamino 22h de Café pergamino 9h de
secado secado
Café pergamino Café verde sin
almacenado clasificar
Café verde primera
almacenado
Café verde segunda
almacenado
Café verde desmanche
almacenado

Total de muestras por via
14 11 9 8
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5.2.2 Aislamiento e Identificaciéon de cepas de Aspergillus secciéon Nigri

Por el método de siembra directa en condiciones asépticas se sembraron 50 particulas
(cerezas, pulpa, cerezas secas y granos de café), de cada una de las muestras
obtenidas por via de procesamiento. La siembra se realizé en placas Petri con medio
PDA (pH 3.5), con incubacién a 25°C durante 7 dias. Los resultados fueron
expresados como porcentaje de infeccidon por especies pertenecientes a la seccion
Nigri.

Por observacidon macroscoépica y siembra por puncién se aislaron en medio PDA (pH
3.5, 25°C, 5-7 dias) colonias fungicas que presentaron coloracion negra caracteristico
de esta seccién (Gams et al., 1985). Se obtuvieron cultivos monosporicos, los cuales

fueron corroborados por observacion en el estereoscopio.

Los cultivos monospdricos fueron resembrados en los medios MEA y CYA, estos
medios han sido ampliamente descritos para la identificacion de cepas pertenecientes
a la seccién Nigri (Samson et al., 2004a; Noonim et al., 2008a). Las condiciones de
temperatura y tiempo de incubacion empleadas fueron 25°C y 5-7 dias

respectivamente.

La identificacion de cepas pertenecientes a la seccién Nigri se realizé empleando las
claves taxondmicas descritas por Samson et al., (2004a) y Pitt y Hocking (2009)
(Anexo Il, 1ll). Las cepas que presentaron caracteristicas morfologicas de la seccion
de estudio fueron aisladas y por el método de ELISA se evalué su potencial

ocratoxigénico.

5.2.3 Evaluacion del potencial ocratoxigénico de las cepas aisladas

El potencial ocratoxigénico de las cepas aisladas de la seccidon Nigri se determiné por
duplicado mediante el kit ELISA competitivo directo (Veratox®, Neogen Corporation
Ltd). Las concentraciones se expresaron en ng/g de medio. El ensayo ELISA se
realizé de acuerdo al protocolo del fabricante, con una modificaciéon en el paso de

extraccion de la micotoxina.
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Las cepas aisladas fueron resembradas por el método de punciéon en placas con
medio PDA e incubadas a 25°C durante 7 dias. La extraccion de OTA se realizé
empleando el método de Bragulat et al., (2001) y modificado por Suarez-Quiroz et al.,
(2004b).

Con ayuda de un sacabocados previamente desinfectado de 5mm de diametro, se
tomaron tres botones de cultivo del area central de la colonia, se colocaron en viales
ambar previamente tarados y se pesaron en orden para determinar la produccién de

OTA por gramo de medio de cultivo.

La OTA se extrajo de las muestras utilizando 2.5 mL de solvente (metanol/acido
férmico, 25:1) durante 15 min en bafo ultrasénico. Los extractos se purificaron a

través de un filtro Millipore Swimex-HV® con una membrana de 0.45 ym.

Posteriormente, de acuerdo a las instrucciones del fabricante, se colocaron 100 uL
de conjugado en cada pozo de mezclado marcado con rojo; a continuacion, se
transfirieron en orden a los mismos pozos de mezclado, 100 puL de controles y
muestras (extractos filtrados). Utilizando una pipeta de 12 canales, se mezclo el
liquido en los pozos pipeteandolos hacia arriba y hacia abajo 3 veces. Se transfirieron
100 pL a los pozos recubiertos de anticuerpos y se mezcl6 deslizando hacia atras y
hacia adelante el portapozos sobre una superficie plana durante 10-20 segundos

cuidando de no salpicar los reactivos de los pozos.

Se incubaron durante 10 minutos a temperatura ambiente. Después de lavar con agua
destilada 5 veces y eliminar el agua restante de los pozos, se anadio el sustrato e
incubd durante 10 minutos. Finalmente se afadieron 100 pyL de la solucién para
detener la accion enzimatica e inmediatamente se transfirié la placa ELISA a un

espectrofotdometro Stat Fax® 4700 y se cuantifico a una longitud de onda de 650 nm.

Las cepas aisladas que presentaron mayor produccién de OTA fueron caracterizadas

molecularmente
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5.2.4 Estudio de la diversidad fingica de Aspergillus seccion Nigri mediante
PCR-DGGE

5.2.4.1 Protocolo de extraccion del ADN total en muestras de café

La extraccidon del ADN total de cada una de las muestras de café se llevd a cabo
empleando el protocolo descrito por El Sheikha et al., (2009, 2011). Los ensayos se

realizaron por duplicado para cada muestra.

En condiciones asépticas se colocaron aprox. 20 g de cada muestra de café en tubos
Falcén de 50 mL, se agreg6 20 mL de agua peptonada estéril al 1%, posteriormente
los tubos se incubaron en shaker a 20°C con agitacién media durante 1 h. Dos mL de
la solucion de lavado de las muestras fueron colocados en tubos Eppendorf estériles
de 2 mL, con previa adicién de 0.3 g de perlas de vidrio (Sigma, USA) de 425-600 um
de diametro. Seguidamente los tubos se agitaron en vortex durante 30 min a velocidad
maxima, se centrifugaron a 12 000 x g durante 15 min, el sobrenadante fue desechado
y el residuo se resuspendié con 300 yL de Tampdn de Lisis (2% Tritdn X-100, 1%
SDS, 100 mM NaCl, 10 mM Tris pH 8, 1 mM EDTA pH 8) y se agité en vortex durante

3 min a velocidad maxima.

Se adicionaron 100 yL de TE (10 mM Tris-HCI; 1 mM EDTA pH 8.0), 100 pL de
lisozima (25 mg/mL) y 100 uL de proteinasa K (20 mg/mL), entre cada adicion se agitd
en vortex por 3 min a velocidad maxima. Posteriormente los tubos se incubaron en
bafio Maria a 42°C durante 30 min. Seguidamente se adicionaron 50 pL de SDS 20%
(Dodecil Sulfato de Sodio, IBI Scientific), se agité en vortex por 3 min a velocidad

maxima y se incubo a 42°C por 10 min.

Se agregaron 400 yL de MATAB (Mezcla de Bromuro de Alquil-Trimetil Amonio,
Sigma) 2% (p/p) NaCl 3M, se agité en vortex durante 3 min a velocidad maxima y se
incubd a 65°C durante 10 min. Seguidamente se adicionaron 700 yL de una mezcla
de fenol/cloroformo/alcohol isoamilico (25:24:21, viviv), se agité en vortex durante 5
min a velocidad maxima. Posteriormente los tubos se centrifugaron a 12 000 x g

durante 15 min y la fase acuosa fue recuperada en un nuevo tubo Eppendorf estéril.
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La etapa de lavado con la mezcla fenol/cloroformo/alcohol isoamilico se repitié una

vez mas.

El fenol residual fue eliminado con 600 yL de una mezcla de cloroformo/alcohol
isoamilico (24:1) y por centrifugacion a 12 000 x g durante 15 min. La fase acuosa fue
recuperada en un nuevo tubo Eppendorf estéril y se agregaron 30 uL de acetato de
sodio 3M pH5 e inmediatamente se agregé un volumen igual al contenido en el tubo

de isopropanol frio (-20°C).

Los tubos se guardaron en congelacién durante 12h, después de este lapso de tiempo
se centrifugaron a 12 000 x g durante 15 min y se elimino el sobrenadante. Se adicion6
un volumen de 500 uL de etanol al 70% y se centrifugo a 12 000 x g durante 10 min.
Finalmente se elimind la fase acuosa y se dejo secar el pellet depositado en el fondo
del tubo a temperatura ambiente (2-3h). Al finalizar esta etapa se agregaron a cada
tubo 50 yL de agua ultra pura (molecular) para resuspender el pellet, se dejo6 solubilizar
durante 3 h y se conservo en el congelador a -20°C hasta su analisis. La cantidad y
calidad del ADN extraido de cada muestra se verificd en gel de agarosa al 1% con un

marcador de peso molecular de 1 kpb y en espectrofotometro UV- Visible a 260 nm.

5.2.4.2 Protocolo de extraccion de ADN para cepas productoras de OTA

Las cepas que resultaron con la mayor producciéon de OTA se realiz6 su extraccion de
ADN, para ello con un asa bacteriolégica se tomé una asada de las esporas y parte
del micelio crecidos en medio PDA (pH 3.5, 25°C, 7 dias de incubacion) y se
depositaron en tubos Eppendorff estériles de 2 mL que contenian 0.3 g de perlas de
vidrio (Sigma, USA) de 425-600 um de diametro. A cada tubo se adicionaron 500 yL
de una solucion NaCl (8g/L) estéril. Posteriormente los tubos fueron agitados en vortex
durante 30 min a velocidad maxima, se centrifugaron a 12 000 x g por 15 min, se
eliminé el sobrenadante y el protocolo continué de manera idéntica al protocolo de

extraccion del ADN total para muestras de café descrito anteriormente.
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5.2.4.3 Verificaciéon de ADN en gel de agarosa

La cantidad y pureza de los extractos de ADN fueron estimados por electroforesis en gel
de agarosa (IBI Scientific, USA) al 1% (p/v) en solucién TAE 1X (Invitrogen, USA). Se
tomaron 5 pL del extracto de ADN de cada muestra y se mezclaron con 2 yL de una
solucion de colorante Blue/Orange (Promega, USA), la mezcla se deposit6 en los pozos

del gel de agarosa. Se utilizé un marcador de peso molecular de 1 kpb (Promega, USA).

La migracion duro de 45 minutos a 1 hora con una tension de 100 V. Inmediatamente el
gel se sumergiod en solucion de bromuro de etidio (IBI Scientific, USA) a 0.1 ug/mL
durante 15 min, después durante 10 min en agua destilada para retirar los residuos de

bromuro de etidio. Finalmente, el gel se observo y fotografié en un transiluminador UV.

5.2.4.4 Verificacion por espectrofotometro UV-Visible

La cuantificacion y pureza del ADN extraido, fueron estimadas en un espectrofotdmetro
Thermo Scientific™ NanoDrop 2000. Este equipo permite observar la relacién de
contenidos entre acidos nucleicos y proteinas que idealmente debe ser entre 1.8 y 2, si
es superior a 2 representa que hay una contaminacién por ARN y si es inferior a 1.8
representa que hay un contenido elevado de proteinas.

Para efectuar la lectura se requirié 1 uL del extracto de ADN y el equipo se calibré con

agua ultrapura grado biologia molecular, libre de 4cidos nucleicos u otros contaminantes.

5.2.4.5 Amplificacién por PCR acoplada a un analisis por DGGE

En la técnica DGGE, se agregé una GC-clamp de 30 nucledtidos al extremo 5°de uno
de los primers para asegurar que el fragmento de ADN no fuera totalmente separado

durante la migracion (Sheffield et al., 1989).

Primers utilizados

El par de primers utilizados para la amplificacion por PCR de los extractos de ADN fueron
GC-U1fy U2r (Tabla 5.6).
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El primer U1 corresponde de 403 a 422, y el primer U2 corresponde de 645 a 662 de un
ADNr de referencia del gen del ARN 28S de S. cerevisiae (J01355 GenBank). Este par

de primers dan un amplicén de 260 pb.

En la caracterizacion molecular de las cepas aisladas de la seccion Nigri se emplearon

los primers disefiados a partir del gen de la B-tubulina (Glass y Donaldson,1995)

TABLA 5.6 Secuencia de primers utilizados para PCR.

Poblacion Primers Posicién Secuencia
GCU1f 403 -422 5-CGC CCG CCG CGC GCG GCG GGC
(Sigma, USA) GGG GCG GGG GTG AAATTG TTG AAA
GGG AA-3
Hongos
u2r 645-662 5-GACTCCTTGGTCCGTGTT-3
(Sigma, USA)
Bt2a F 352-375 5-GGTAACCAAATCGGTGCTGCTTTC -3’
Hongos (Sigma, USA)
(Cepas Bt2a R 824 -847 5- ACCCTCAGTGTAGTGACCCTTGGC- 3
aisladas) .
(Sigma, USA)

Mezcla de reactivos para PCR

La amplificacion por PCR se realizé en microtubos de 0.2 mL (Axygen, USA) y la mezcla

de reactivos fue preparada de acuerdo a lo descrito por El Sheikha y Montet (2011).
Condiciones de PCR

Las amplificaciones para los extractos del ADN total de las muestras de café y ADN de
cepas productoras de OTA se llevaron a cabo de acuerdo a las condiciones descritas
por El Khoury et al., (2011). Una desnaturalizacién inicial a 94°C durante 4 min, después
35 ciclos con una desnaturalizacién a 94°C por 40 s, una hibridacion a 58 °C durante 40
s y una elongacion a 72 °C por 1 min, finalizados los 35 ciclos, una elongacién final

durante 10 min.

En la Tabla 5.7 se describe la mezcla de reactivos y el programa PCR utilizados para

cada muestra.
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TABLA 5.7 Mezcla de reactivos y programa para PCR,

Volumen por

Reactivos muestra (pL)

Programa PCR

Agua grado biologia

Molecular (Sigma, USA) 1475
Primer GCU1 10 1.94°C 4 mi
(Sigma, USA) ' s
: 2.94°C 40 s
Primer U2 10
_ 3.58°C  40s
(Sigma, USA) i
4.72°C 1 min
MgCI2 7
5.1ra 2, 35 veces
DNTPs 10Mm 1 ° i
\ 6.72°C 10 min
(Invitrogen, USA) 7. 4°C
Buffer Top taq S .
Top taq polimerasa 0.25
(Qiagen, Germany)
Extracto de ADN 2

5.2.4.6 Electroforesis en Gel con Gradiente Desnaturalizante (DGGE)

Los productos de PCR se analizaron por DGGE en un gel de acrilamida/bisacrilamida
8% (37.5/1, vlv, Sigma, USA) con un gradiente desnaturalizante que se extiende de 40%
a 70% (El Sheikha y Montet, 2011).

Composicién del gel DGGE

El gradiente desnaturalizante se conforma de urea (Sigma, USA) y formamida (Sigma,
USA). 100% corresponde a 7M de urea y 40% de formamida (v/v). En la Tabla 5.8 se

muestran los reactivos utilizados para la composicion del gel.
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TABLA 5.8 Composicion de gel para DGGE.

Solucion desnaturalizante 40% Solucion desnaturalizante 70%

Reactivos
Low (L) High (H)
40% acrilamida 20 mL 20mL
Formamida 16 mL 28mL
Urea 16.8 g 2949
TAE 50X 2mL 2mL
H20 cbp. 100 mL cbp 100 mL

Preparacion del gel DGGE

Las soluciones desnaturalizantes 40% y 70% fueron preparadas en matraces aforados
de 100 mL, 50 mL de cada solucién fueron depositadas en tubos Falcon identificados
como L y H respectivamente. Posteriormente 16 mL de cada solucién se depositaron
en el compartimento especial para la formacién del gradiente y mezclado de los

componentes del gel (Figura 5.12).

Una vez depositadas las soluciones en sus respectivos compartimentos, se les agregé
50 pL de per sulfato de amonio (Sigma, USA) 10% (p/v) y 50 pL de
Tetrametiletilendiamina (TEMED) (Affimetrix, USA).

El gel se transfirié de la preparacion del gradiente hasta el espacio entre las dos placas
de vidrio con ayuda de una mini bomba peristaltica a una velocidad de agitacion de 20

rpm.

Una vez que se llend el molde, se colocé un “peine” plastico con 16 “dientes” sobre la
superficie del espacio creado por las dos placas de vidrio, estos corresponden a 16
pozos, donde se depositaron las muestras a analizar. El gel se dejoé reposar hora y

media para una buena polimerizacion.
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FIGURA 5.12 Condiciones de preparacion del gel DGGE.

(1) Fabricacion del gradiente, H=Solucion de alta concentracion desnaturalizante:
70%. L= Solucién de baja concentracion desnaturalizante: 40%. (2) Mini bomba
peristaltica. (3) Casting con placas de vidrio para formacion del gel DGGE.

Condiciones de electroforesis de la DGGE

La cuba de electroforesis del equipo Bio-Rad Dcode™ System fue llenada con TAE
1X (Tris-acetato, EDTA pH 8.3) y precalentada a la temperatura de migracioén, 60°C
(Diez et al., 2001).

Una vez que el gel DGGE polimerizo completamente, se colocé en la cuba
precalentada a 60°C. Previamente se depositaron 10 uL de colorante Blue/Orange

(Promega, USA) y 30 uL de los productos de PCR con ayuda de una micropipeta.

La electroforesis se llevo a cabo en dos periodos continuos, primero a 20 V durante
10 min, después a 80 V durante 16 h (Figura 5.13). Terminado la electroforesis el gel
fue retirado delicadamente de las placas de vidrio y se sumergié en una solucion de
bromuro de etidio (IBI Scientific, USA) a 0.1 ug/mL durante 30 min, después fue lavado
con TAE 1X durante 20 min. El gel se observo y fotografio sobre un transiluminador
UV Bio-Rad Gel Doc™ XR+.
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7

FIGURA 5.13 Equipo DGGE en funcionamiento.

5.2.4.7 Tratamiento estadistico de la imagen y perfiles DGGE

La imagen capturada por la camara del transiluminador se guardé en formato TIFF (8
bits) en negativo, es decir con las bandas de ADN oscuras y el fondo claro. Las

imagenes fueron procesadas por el Software Image Lab™ 6.0 (Bio-Rad, USA)

El analisis de estas imagenes permitid la comparacién de bandas de ADN de cada
poblacién estudiada, en virtud de su posicidon después de la migracion y con respecto

a otras bandas, denominado frente relativo.
De tal forma que cada banda de ADN fue caracterizada por su frente relativo en el gel.

Los perfiles DGGE difieren en el numero, la posicion o intensidad de bandas presentes
en cada carril (columna), por lo que para cada carril se codificé la presencia o ausencia
de una banda a una posicién particular, otorgando un valor de uno (presencia) o cero
(ausencia), con lo cual se calcul6 el numero de bandas en comun entre cada muestra
y llevd a construir una matriz binaria a partir de la cual se originé un dendograma
(Schafer y Muyzer, 2001; Fromin et al., 2002) de similitud de especies de acuerdo a

las distancias.

Esto permitié una clasificacion numérica de las muestras, utilizando el coeficiente de

similitud de Dice.
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El coeficiente de similitud de Dice (Heyndrickx et al., 1996) fue calculado de acuerdo

a la formula siguiente:

(Nag)

SDice= (100)(2) m

Donde:

Nas= NUumero de bandas en comun entre las muestras.
Na = Numero de bandas en la muestra A

NBs = Numero de bandas en la muestra B

El conjunto de estos analisis fue realizado, utilizando el Software Primer 7 (PRIMER-
E, USA).

5.2.4.8 Secuenciacion de ADN de cepas puras con alta produccion de OTA

Los productos de PCR de las cepas aisladas de la seccion Nigri con mayor producciéon
de OTA, fueron purificados con FavorPrep™ Gel/PCR Kit de purificacion (Favorgen®,
USA). La purificacion se llevd a cabo de acuerdo al protocolo del fabricante y la
eficacia de este procedimiento fue verificado mediante una electroforesis en gel de
agarosa al 2% y una cuantificacion del contenido de acidos nucleicos en el

espectrofotémetro UV- Visible a 260 nm.

Los productos de PCR purificados fueron enviados a secuenciar a la Unidad de
Sintesis y Secuenciacion de ADN del Instituto de Biotecnologia de la UNAM (México).
Las secuencias obtenidas fueron tratadas con el software MEGA version 7.0.20
(Kumar et al., 2016) vy posteriormente comparadas con las secuencias registradas
en el GenBank de NCBI (Centro Nacional de informacién de bases de datos para
Biotecnologia) utilizando el programa BLAST para determinar las secuencias

conocidas mas préximas.
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 Aislamiento e identificacion de cepas de la seccion Nigri en las diferentes
vias de procesamiento post-cosecha de café.

6.1.1 Porcentaje de infeccion

Mediante microbiologia clasica se estudio la incidencia de especies de la seccion Nigri
presentes en las muestras de las 4 vias de procesamiento post-cosecha de café. Los
resultados fueron expresados en porciento de infeccidn para cada muestra analizada.
Los ensayos se llevaron a cabo mediante la siembra directa de 50 particulas (cerezas,
pulpa, cerezas secas, granos de café) por cada muestra en medio PDA acidificado
(pH 3.5) con un periodo de incubacion de 7 dias a 25°C, durante este tiempo se
observé las caracteristicas macroscopicas de las colonias fungicas desarrolladas,
mostrando interés en aquellas que desarrollaron coloracion negra, caracteristico de

las especies de la seccion Nigri (Gams et al., 1985; Pitt y Hocking, 2009).
El porcentaje de infeccién para cada muestra se calculdé de acuerdo a la siguiente

formula:

A
% de infeccion por especies de la seccion Nigri = B x 100

Donde:
A= No. de particulas con caracteristicas morfolégicas de la seccion Nigri

B= No. de particulas sembradas

En relacion a las muestras obtenidas de la Via humeda fermentativa en ausencia de
agua las especies de la seccion Nigri mostraron una incidencia del 14.3% a partir de
las primeras 2 horas de secado en café pergamino, incrementandose este valor a lo
largo del proceso, presentandose un 100% de infeccion en las muestras de café verde

almacenado (Figura 6.14).
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FIGURA 6.14 Porcentaje de Infeccidn por especies de la seccion
Nigri presentes en la Via Himeda Fermentativa en ausencia de agua.

Los altos porcentajes de infeccion coinciden con lo reportado por Broissin Vargas et
al., (2017), quienes estudiaron el almacenamiento de café verde durante un afo,
observando que durante este lapso de tiempo las especies de la seccién Nigri se
vuelven dominantes sobre las especies de la seccion Circumdati'y Flavi, hallando un

porcentaje de infeccién muy cercano 100% al termino del almacenamiento.

En las muestras analizadas de la Via humeda fermentativa sumergida, estas
presentaron los porcentajes mas bajos de infeccidon en comparacion con las otras vias
estudiadas. La incidencia por especies de la seccion Nigri tuvo lugar a partir de las
4.5h de secado en café pergamino con un 2% de infeccion y un valor del 6% en la

ultima etapa de obtencion de café verde (Figuras 6.15, 6.16).
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FIGURA 6.15 Porcentaje de Infeccion por especies de la seccion Nigri presentes
en la Via Himeda Fermentativa Sumergida.

FIGURA 6.16 Incidencia de A. seccion Nigri en la Via Himeda Fermentativa
Sumergida.

1)Café cereza 2) Café despulpado 3) Pulpa de café 4) Café fermentado 3h
5) Café fermentado 14.5h 6) Café lavado 7) Café pergamino 3h de secado
8) Café pergamino 4.5h de secado 9) Café pergamino 9h de secado 10) Café
verde.
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La baja incidencia de especies de la seccion Nigri en la Via humeda fermentativa
sumergida puede ser atribuido a que durante la etapa de fermentacion existe el
desarrollo de bacterias acido lacticas tales como, Lactobacillus plantarum y
Lactobacillus brevis, las cuales se han reportado con la capacidad de inhibir el
desarrollo de hongos toxigénicos en café (Champion et al., 2008), ya sea por
competicion de nutrientes, o por la producciéon de metabolitos tales como, acido
propiodnico, peroxido de hidrégeno y diacetil (Lindgren y Dobrogosz, 1990), los cuales

han sido reportados como compuestos antifungicos.

Por otro lado, se ha demostrado la presencia de levaduras en este tipo de
fermentacion y que éstas también son capaces de producir compuestos antifungicos.
Armando et al., (2013), mostraron que ciertas cepas de Saccharomyces cerevisiae
disminuyen el crecimiento de Aspergillus carbonarius 'y Fusarium graminearum dando
como resultado la inhibicién de la produccién de OTA, Zearalenona y Deoxinivalenol
(DON). En otro trabajo S. cerevisiae inhibi6 la incidencia de A. ochraceus y A. nigery

como consecuencia la contaminacion por OTA en el café (Velmourougane, 2013).

Respecto a las muestras obtenidas de la Via mecanica la incidencia por especies de
la seccién Nigri estuvo presente a partir de las 3h de secado en café pergamino,
mostrando un valor del 2% de infeccidn, duplicandose este porcentaje en la siguiente
etapa. Al término del secado el porcentaje de infeccidn se incrementoé hasta un 58% y
en la etapa final de obtencion de café verde se redujo a un 4% (Figuras 6.17, 6.18).
Este efecto de incremento-reduccién en la transformacion de café pergamino a café
verde se explica por lo reportado por Broissin Vargas et al, (2017), quienes
determinaron que el pergamino ejerce un efecto protector sobre el grano, ya que la
produccién de OTA fue nula en los granos de café almacenado en pergamino,
mientras que en los granos de café verde almacenado se tuvo una produccion de

hasta 5.5 ug/kg.
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FIGURA 6.17 Porcentaje de Infeccion por especies de la seccion Nigri presentes
en la Via Mecanica.

FIGURA 6.18 Incidencia de A. seccion Nigri en la Via Mecanica.

1)Café cereza 2) Café despulpado 3) Pulpa de café 4) Café desmucilaginado
5) Café pergamino 3h de secado 6) Café pergamino 15h de secado 7) Café
pergamino 30h de secado 8) Café verde.
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En relacion a las muestras de la via seca, la presencia por especies de la seccion de
estudio fue evidente a partir del segundo dia de secado en las cerezas de café,
mostrando un porcentaje de infeccion del 4%, duplicandose este valor en la siguiente
etapa y reduciéndose a un 2% en las siguientes tres, sin embargo, en el proceso final
de obtencion de café verde el porcentaje de infeccion se incrementd drasticamente
hasta 70% (Figuras 6.19, 6.20).
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FIGURA 6.19 Porcentaje de Infeccion por especies de la seccion Nigri
presentes en la Via Seca.

Este efecto puede atribuirse a las condiciones de secado, ya que las cerezas son
expuestas al ambiente durante varios dias para la obtencién de cerezas secas,
durante este tiempo el café es mas susceptible a la contaminacion fungica. Por ello,
una vez que las cerezas se encuentran secas, al pasar al proceso de descascarado
se propicia una contaminacién cruzada de las especies fungicas que proliferaron en
la superficie de las cerezas durante el tiempo de secado hacia los granos de café

verde, incrementando significativamente el porcentaje de infeccion en los mismos.
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FIGURA 6.20 Incidencia de A. seccién Nigri en muestras de la Via Seca.

1) Café cereza 2) Cereza 1d de secado. 3) Cereza 2d de secado 4) Cereza 3d
de secado 5) Cereza 2h de secado 6) Cereza 6.5h de secado 7) Cereza 14h de
secado 8) Café verde.

6.1.2 Aislamiento e identificaciéon de cepas

A partir de las placas con medio PDA, utilizadas para calcular los porcentajes de
infeccion se realizd el aislamiento de cepas pertenecientes a la seccién Nigri y
mediante el empleo de las claves taxondmicas descritas por Samson et al., (2004a) y
Pitt y Hocking (2009), se llevé a cabo la identificacién morfologica para cada cepa

aislada.

Se aisl6 un total de 68 cepas por las 4 vias de procesamiento estudiadas, sin embargo,
el analisis por claves taxondmicas, reflejé que soélo 33 cepas presentaron

caracteristicas morfolégicas diferentes y el resto fueron semejantes.

De las 33 cepas aisladas, 30 cepas fueron identificadas morfolégicamente como

Aspergillus niger, 2 como A. carbonarius y 1 A. tubingensis.
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6.1.3 Caracteristicas morfologicas de cepas aisladas

Las cepas fueron aisladas por puncion en medio PDA acidificado (pH 3.5), y
resembradas mediante esta misma técnica en los medios MEA (Figura 6.21) y CYA
Las condiciones de incubacion para cada medio se llevaron a cabo de acuerdo a lo

descrito en el apartado 5.2.2 de métodos y materiales.

Las caracteristicas morfoldgicas macroscopicas observadas en las cepas aisladas en
el medio PDA fueron: coloraciéon marrén de las colonias fungicas con diametros entre
44-77 mm, presentando una variacion de color en funcién del tiempo de blanco a
marron, conidios color marrén, coloracion crema en el reverso de las colonias, textura
del micelio aterciopelada y pulverulenta, y con diferentes texturas en la superficie, 53
cepas con textura plana, 32 con pliegues circulares, 3 con textura cerebriforme y 27
con textura plegada. Particularmente en 3 cepas se observd la produccion de

esclerocios con coloracion blanco y rosa.

Respecto a las caracteristicas macroscopicas en el medio MEA se observaron
colonias con coloracion negra con diametros entre 34-50 mm, presentando variacion
de color en funcién del tiempo de blanco a negro, conidios negros, coloracién crema
en el reverso de las colonias, textura de micelios pulverulentas y sélo en 11 cepas
textura granulosa. La textura de la superficie se observo plana, 33 cepas presentaron
pliegues circulares, 1 con textura acuminada y 1 con textura plegada. Ninguna cepa

presentd produccion de esclerocios.

Referente a las observaciones macroscopicas en el medio CYA se obtuvo colonias
fungicas color marrén con diametros entre 67-86 mm, con variacién de color en funcién
del tiempo de blanco a marrén, conidios color marrén, coloracion crema en el reverso
de las colonias, textura de micelios aterciopeladas y pulverulentas, 3 cepas con textura
vellosa, 2 con textura granulosa y 1 con textura algodonosa. La textura de la superficie
se observé plana, plegada y con exudado, 50 cepas con pliegues circulares, 14 con
textura crateriforme, 12 con textura cerebriforme y 4 con textura umbilicada.
Especificamente sélo 2 cepas presentaron produccion de esclerocios con color blanco

y rosa.
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FIGURA 6.21 Cepas aisladas de A. seccién Nigri en medio MEA.

Cepas 1-12: Via humeda fermentativa en ausencia de agua; Cepas 13-16: Via humeda
fermentativa sumergida; Cepas: 17-22: Via mecanica; Cepas 23-33: Via seca.

En relacion a las observaciones microscopicas, estas se llevaron a cabo empleando
una tincion con colorante lactofucsina, la cual consiste basicamente en cortar con un
asa estéril un fragmento de cultivo fungico en forma de “triangulo”, el cual se coloca
sobre un portaobjetos limpio y se le agrega una gota de colorante, posteriormente se
coloca un cubreobjetos y con un material suave se esparce la muestra y se observa

al microscopio con los objetivos de 10X,40X y 100X.

Las caracteristicas microscopicas para las 33 cepas aisladas fueron: forma globosa
de cabezas conidiales y vesiculas, presencia de metulas y fialides, crecimiento radial
de conidios, especies biseriadas, tamafio de diametro de vesiculas entre 24.25 - 92.66

pum, tamano de didametro de conidios entre 2.39 — 7.18 ym.
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El tamafo de diametro de conidios fue la principal caracteristica microscépica que
ayudo a discriminar las especies de A. carbonarius y A. niger, ya que de acuerdo a las
claves taxondmicas de Samson et al., (2004a), Pitt y Hocking (2009) (Anexo I, 1), las
especies de A. carbonarius presentan un tamafno de diametro de conidios mayor a 6

pUm, mientras que las de A. niger presentan un diametro inferior a este valor.

La Figura 6.22 muestra las estructuras microscopicas de la cepa niumero 2, aislada en
la via humeda fermentativa en ausencia de agua, se identific6 como A. carbonarius

debido a que su tamano de diametro de conidios fue de 6.29 um.

FIGURA 6.22 Estructuras microscopicas de A. carbonarius (Cepa 2).
A) Conidiéforo, B) Conidios

Por su parte, la Figura 6.23 muestra las estructuras microscopicas de una cepa
identificada como A. niger, aislada de la via humeda fermentativa sumergida, el

tamano de diametro de conidios que se observo fue de 3.46 um.
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Por consiguiente, Aspergillus niger fue la especie dominante con una incidencia del
90.9% de las 33 cepas aisladas (Tabla 6.9). A. carbonarius y A. tubingensis mostraron
una incidencia del 6.06% y 3.04% respectivamente. Estos resultados coinciden con
los estudios de diversidad fungica en café de Brasil (Taniwaki et al., 2003) (Rezende
et al., 2013), Tailandia (Noonim et al., 2008b), Vietnam (Leong et al., 2007b) y con el

trabajo de Suarez-Quiroz et al., (2004a) en café de Coatepec, México.

La dominancia de A. niger se debe a que esta especie se encuentra ampliamente
distribuida en el ambiente (Urbano et al., 2001) y junto con las demas especies de la
seccion Nigri son considerados como los principales hongos responsables del

deterioro de alimentos (Pitt y Hocking, 1997).

Por otra parte, las especies de A. carbonarius son menos comunes que A. niger en
granos de café arabica, por el contrario, en granos de café robusta la incidencia de A.
carbonarius se ha observado notablemente mas alta que en café arabica (Pardo et al.,
2004; Leong et al., 2007b; Noonim et al., 2008b), debido a que la mayoria de estos
granos son procesados por via seca. Se ha propuesto que A. carbonarius es la
principal especie responsable de la contaminaciéon por OTA en café robusta (Noonim
et al., 2008b).

De acuerdo a Samson et al., (2006) las especies aisladas tienen la habilidad de
producir OTA, por lo cual se llevod a cabo la evaluacion del potencial ocratoxigénico de

estas mismas.

6.1.4 Evaluacion del potencial ocratoxigénico de cepas aisladas

La habilidad de las 33 cepas aisladas para producir OTA se realiz6 a partir de cultivos
de 7 dias de incubacién en medio PDA acidificado (pH 3.5) a 25°C. Para ello, con
ayuda de un sacabocados de 5 mm de diametro se tomaron tres botones del centro
de la colonia. Posteriormente, se realizd la extraccion de OTA con una solucion de

solventes, se filtraron e inmediatamente se cuantificé la produccion de la toxina.

La cuantificacion de OTA se realizd6 mediante un ensayo ELISA, y los resultados
(Tabla 6.9) se expresaron en ng/g de medio. El ensayo se realizé por duplicado para

cada cepa aislada.
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TABLA 6.9 Identificacion morfologica y evaluacién del potencial ocratoxigénico de las
cepas aisladas.

Via de

Identificacion

Produccion

procesamiento Cepa Clave Etapa Morfolégica de OTA_
ng/g medio
1 AsCFSA1 Café pergamino A. niger 18.19
2 AsCFSA2 Café pergamino A. carbonarius 110.83
3 AsCFSA3 Café verde A. niger 4.73
4 AsCFSA4 Café verde A. niger 27.59
5 AsCFSA5 Café verde A. niger 20.72
Himeda 6 AsCFSAG6 Café verde A. niger 38.09
aiii;anr]]?;ir:e:jtg 2;una 7 AsCFSA7 Café verde A. niger 62.9
8 AsCFSA8 Café verde A. niger 26.77
9 AsCFSA9 Café verde A. niger 20.11
10  AsCFSA10 Café verde A. niger 27.93
11 AsCFSA11  Café pergamino A. niger 33.86
12 AsCFSA12 Café verde A. niger 32.11
13 AsCFS13 Café verde A. niger 37.03
Feﬁggfgﬁva 14 AsCFS14 Café verde A. niger 123.91
Sumergida 15 AsCFS15 Café verde A. niger 40.06
16 AsCFS16 Café pergamino A. niger 213.01
17 AsCM17 Café pergamino A. tubingensis <Lmd?®
18 AsCM18 Café pergamino A. niger 8.27
L. 19 AsCM19 Café pergamino A. niger 6.55
Mecanica i . .
20 AsCM20 Café pergamino A. niger 18.61
21 AsCM21 Café verde A. niger 36.72
22 AsCM22 Café pergamino A. niger 10.11
23 AsCN23 Cereza seca A. niger 6.78
24 AsCN24 Cereza seca A. niger 330.41
25 AsCN25 Café verde A. niger 23.57
26 AsCN26 Café verde A. niger NcP
27 AsCN27 Café verde A. niger Nc
Seca 28 AsCN28 Café verde A. niger Nc
29 AsCN29 Café verde A. niger Nc
30 AsCN30 Café verde A. niger Nc
31 AsCN31 Café verde A. niger Nc
32 AsCN32 Café verde A. niger Nc
33 AsCN33 Café verde A. carbonarius Nc

&L imite minimo de deteccion Lmd = 1 pg/kg.

®No cuantificado.
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El 72.7% de las 33 cepas aisladas, mostro la capacidad de producir OTA, sin embargo,
este resultado es mas alto en comparacién con los estudios previos. Pardo et al.,
(2004) reportaron un 7.3% de los aislamientos de la seccién Nigri como productores
de OTA en granos de café verde de diferentes origenes, Urbano et al., (2001) 11.5%
en un trabajo similar. Taniwaki et al. (2003) 6.65%, Rezende et al., (2013) 4.54% y
Batista et al., (2003; 2009) no detectaron aislamientos ocratoxigénicos de la seccién
Nigri, en muestras de café de Brasil.

Por consiguiente, del total de aislamientos que mostraron la habilidad de producir
OTA, el 76.7% fueron especies de A. niger (23 cepas). Este resultado representa una
mayor produccion de OTA de esta especie en relacion con los estudios existentes.
Noonim et al., (2008b) cuantificaron que el 13% de los aislamientos de A. niger
producen OTA en café de Tailandia. Taniwaki et al., (2003) 3% y Rezende et al.,
(2013) 12.1% y 0% en café convencional y café organico respectivamente, producido
en Brasil. Sin embargo, en un estudio con otra matriz alimentaria como la uva (Magnoli
et al., 2003) se ha reportado que la produccion de OTA por especies de A. niger ha
sido del 45.4%.

Respecto a la produccion de OTA por A. carbonarius sélo 1 cepa presento la habilidad
de producir la toxina representando el 50%, lo cual tiene cierta relacién con lo
reportado por Taniwaki et al., (2003) quienes reportaron que el 77% de los

aislamientos de A. carbonarius produce OTA.

La eventual divergencia sobre la produccion de OTA por el género Aspergillus sugiere
que la sintesis de esta toxina depende de la interaccion de los factores extrinsecos
(sustrato, Aw, temperatura, pH) mas que por la capacidad inherente del organismo
para producir la toxina. Si un aislamiento no produce OTA bajo ciertas condiciones
dadas, esto no justifica cualquier conclusidon sobre su capacidad general para
producirla (Muhlencoert et al., 2004).
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La produccién de metabolitos secundarios como las micotoxinas no son esenciales
para las especies productoras. Los factores que intervienen en la sintesis de OTA
regulan los genes y enzimas involucradas en la produccién de la toxina (Ehrlich et al.,
2005; Shwab y Keller, 2008).

Por otra parte, los niveles de produccion de OTA de las cepas aisladas estuvieron en
el rango 4.73-330.41 ng/g de medio. 4 cepas presentaron altos niveles de produccion
de OTA, cepa AsCFSA2 A. carbonarius, AsCFS14 A. niger, AsCFS16 A. niger y
AsCN24 A. niger con niveles de produccion de 110. 83, 123.91, 213.01 y 330.41 ng/g

de medio respectivamente.

Posteriormente, para confirmar la identidad de las cepas con alta producciéon de OTA

se llevo a cabo su caracterizacion molecular, a excepcién de AsCFS14 A. niger.
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6.1.5 Caracterizacion molecular de cepas aisladas

La taxonomia de las especies pertenecientes a la seccién Nigri comprende uno de los
mas confusos y complejos debido a las ligeras diferencias entre los taxones. Por
mucho tiempo, la clasificacion e identificacion de estas especies han sido estudiadas

a través de criterios morfolégicos (Pitt y Hocking,1997; Samson et al., 2004b)

Recientemente el uso de métodos moleculares basados principalmente en la
secuenciacién del ADN ha permitido una facil identificacion y descubrimiento de
nuevas especies pertenecientes a la seccion Nigri. (Samson et al., 2004a,2007; Serra
et al., 2006b; Noonim et al., 2008a; Silva et al., 2011; Varga et al., 2011).

La caracterizacion de las cepas aisladas (AsCFSA2 A. carbonarius, AsCFS16 A. niger
y AsCN24 A. niger) con alta produccion de OTA se llevé a cabo mediante la
secuenciaciéon del gen de B-tubulina. Las secuencias obtenidas fueron comparadas
contra secuencias registradas en el GenBank de NCBI mediante BLAST para

determinar su homologia. Se acepté como valido una homologia mayor al 99%.

AsCFSA2 A. carbonarius (Figura 6.24), AsCFS16 A. niger (Figura 6.25) y AsCN24 A.
niger (Figura 6.26) presentaron una homologia entre 99-100% contra las secuencias

en la base de datos.

Max | Total Query E

Ident = Accession
score score cover | value

Description

Aspergillus carbonarius isolate A1S3_D53 beta-tubulin gene, exons 3 through 6 and partialcds 992 992  99% 0.0 99% JX463315.1

Aspergillus carbonarius strain CICC41254 beta-tubulin gene gene, partial cds 985 985 98% 0.0 99% KP259287.1
Aspergillus carbonarius strain A-1750 beta-tubulin gene, partial cds 983 983 97% 0.0 100% KC520551.1
Aspergillus carbonarius strain A-2160 beta-tubulin gene, partial cds 977 977 97% 0.0 99% KC520550.1

Aspergillus carbonarius partial benA gene for beta-1 and beta-2 tubulin, isolate CCF 3388, exons 974 974  99% 0.0 99% FR775314.1

Aspergillus carbonarius strain A-1759 beta-tubulin gene, partial cds 972 972 97% 0.0 99% KC520549.1
Aspergillus carbonarius partial benA gene for beta-tubulin, exons 1-4, isolate CCF 3388 966 966 97% 0.0 99% HES577803.1
Aspergillus carbonarius strain 100-12-10L beta-tubulin gene, partial cds 965 965 97% 0.0 99% KF434634.1
Aspergillus carbonarius isolate 144 3 K2 beta-tubulin (tub2) gene, partial cds 955 955 95% 0.0 99% KJ599604.1
Aspergillus carbonarius isolate ZIM8 beta-tubulin (tub2) gene, partial cds 946 946 94% 0.0 99% JX088040.1

FIGURA 6.24 Homologia de AsCFSA2 A. carbonarius por el gen de B-tubulina.
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Description 5“22; ;:;i S(L)J\?g vallzue Ident | Accession
Aspergillus niger voucher IHEM4023 beta-tubulin gene. partial sequence 1031 1031 99% 0.0 100% HQ632722.1
Aspergillus niger strain LO6 beta-tubulin gene, partial cds 1029 1029 98% 0.0 100% KF669400.1
Aspergillus niger voucher IHEM21604 beta-tubulin gene, partial sequence 1029 1029 99% 0.0 100% HQ632700.1
Aspergillus niger isolate A3S4_D6 beta-tubulin gene, exons 3 through 6 and partial cds 1027 1027 99% 0.0 100% JX463317.1
Aspergillus niger strain 1062 beta-tubulin gene, partial cds 1026 1026 99% 0.0 100% KM189806.1
Aspergillus niger voucher IHEM21697 beta-tubulin gene, partial sequence 1026 1026 99% 00 99% HQ632702.1
Aspergillus niger voucher IHEM21605 beta-tubulin gene, partial sequence 1026 1026 99% 0.0 99% HQ6E32701.1
Aspergillus niger voucher IHEM6126 beta-tubulin gene, partial sequence 1022 1022 99% 0.0 99% HQ632726.1
Aspergillus niger voucher IHEM21970 beta-tubulin gene. partial sequence 1022 1022 99% 0.0 99% HQ632703.1
Aspergillus niger voucher IHEM2312 beta-tubulin gene, partial sequence 1022 1022 99% 0.0 99% HQ632679.1

FIGURA 6.25 Homologia de AsCFS16 A. niger por el gen de B-tubulina.

Description ST;; ;:;?EI} ngg vallzue Ident = Accession
Aspergillus niger voucher IHEM4023 beta-tubulin gene, partial sequence 1031 1031 99% 0.0 100% HQ632722.1
Aspergillus niger strain L06 beta-tubulin gene, partial cds 1029 1029 98% 0.0 100% KF669400.1
Aspergillus niger voucher IHEM21604 beta-tubulin gene, partial sequence 1029 1029 98% 0.0 100% HQ632700.1
Aspergillus niger isolate A354_D6 beta-tubulin gene, exons 3 through 6 and partial cds 1027 1027 98% 0.0 100% JX463317.1
Aspergillus niger strain 1062 beta-tubulin gene, partial cds 1026 1026 98% 0.0 100% KM189806.1
Aspergillus niger voucher IHEM21697 beta-tubulin gene, partial sequence 1026 1026 99% 0.0 99% HQ632702.1
Aspergillus niger voucher IHEM21605 beta-tubulin gene, partial sequence 1026 1026 99% 0.0 99% HQE32701.1
Aspergillus niger voucher IHEM6126 beta-tubulin gene, partial sequence 1022 1022 99% 0.0 99% HQ632726.1
Aspergillus niger voucher IHEM21970 beta-tubulin gene, partial sequence 1022 1022 99% 0.0 99% HQE32703.1
Aspergillus niger voucher IHEM2312 beta-tubulin gene, partial sequence 1022 1022 99% 0.0 99% HQ632679.1

FIGURA 6.26 Homologia de AsCN24 A. niger por el gen de B-tubulina.

La confirmacion de la homologia de las cepas aisladas en relacién con la identificacion

microbioldgica fue exitosa. Por lo tanto, el ADN amplificado de las cepas se empled

como marcador molecular en los perfiles DGGE.
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6.2 Diversidad flingica de la seccion Nigri mediante PCR-DGGE

6.2.1 Perfiles DGGE

La diversidad fungica de la seccion Nigri presente en las diferentes vias de
procesamiento de café fue estudiada mediante perfiles por PCR-DGGE, estos se
obtuvieron a partir de las diferentes muestras de las etapas post-cosecha y utilizando
a las cepas caracterizadas molecularmente como marcadores. Cada carril vertical
representd una muestra de café con su respectivo duplicado y cada banda represent6
una especie fungica. En los primeros dos carriles se colocé el ADN amplificado de las
cepas toxigénicas aisladas, esto permitié observar y relacionar la presencia de

especies ocratoxigenicas de la seccion Nigri para cada etapa de proceso.

La presencia de cepas toxigénicas de la seccidn Nigri solo fue detectada con bandas
de baja intensidad en muestras de café verde almacenado en la via humeda

fermentativa en ausencia de agua (Figura 6.27).
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FIGURA 6.27 Perfil DGGE de la Via humeda fermentativa en ausencia de agua.

M1:AsCFSA2 A. carbonarius, M2: AsCN24 A. niger.

1) Café cereza 2) Café despulpado 3) Pulpa de café 4) Café fermentado Oh 5) Café
fermentado 9h 6) Café fermentado 18h 7) Agua de fermentacion 8) Café lavado 9) Café
pergamino 2h de secado 10) Café pergamino 22h de secado 11) Café pergamino
almacenado 12) Café verde 1ra almacenado 13) Café verde 2da almacenado 14) Café
verde desmanche almacenado.
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En las vias restantes (Figuras 6.28,6.29), los perfiles DGGE no reflejaron la presencia

de cepas toxigénicas de la seccion de estudio.

MM[1]2[3[4][5][6]7] MM8]9 |
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FIGURA 6.28 Perfil DGGE de la Via Mecanica.

M1:AsCFSA2 A. carbonarius, M2: AsCN24 A. niger

1)Café cereza 2) Café despulpado 3) Pulpa de café 4) Café
desmucilaginado 5) Agua de lavado 6) Café pergamino 3h de secado
7) Café pergamino 15h de secado 8) Café pergamino 30h de secado

9) Café verde.

(MIM2] 1 | 2 [ 3] 4]5][6] 7]

FIGURA 6.29 Perfil DGGE de la Via Seca.

M1:AsCFSA2 A. carbonarius, M2: AsCN24 A. niger
1) Café cereza 2) Cereza 1d de secado 3) Cereza 2d de secado
4) Cereza 3d de secado 5) Cereza 2h de secado 6) Cereza 14h

de secado 7) Café verde.
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La baja deteccion de especies toxigénicas de la seccidn Nigri en los perfiles DGGE
obtenidos presentd minima relacion con los resultados alcanzados por microbiologia
clasica, ya que los porcentajes de infeccién reflejaron la incidencia de estas especies
en todas las vias de procesamiento post-cosecha de café estudiadas, mientras que
con el método molecular sélo fue posible detectarlas en una sola via de

procesamiento.

Esta discordancia es atribuida al limite de deteccién que presenta la DGGE (Durand
et al., 2012), donde la concentracion de las especies debe encontrarse en un valor

mayor a 10* esporas/mL para ser identificadas.

Los resultados confirman lo propuesto por Vilela et al., (2010), quienes sugieren que
los métodos moleculares deben ser empleados simultdneamente con la microbiologia
clasica para describir con el maximo detalle la diversidad fungica asociada al proceso

post-cosecha de café.

Este estudio es el primero en utilizar métodos moleculares y tradicionales para
determinar las especies de Aspergillus seccion Nigri productoras de OTA presentes

en las diferentes vias de procesamiento post-cosecha de café en México.
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6.2.2 Andlisis de similitud en perfiles DGGE

El andlisis de los perfiles DGGE se llevd a cabo mediante la construccion de
dendogramas de similitud de especies entre las etapas de procesamiento post-
cosecha de café, mostrando diferentes agrupaciones de comunidades fungicas de

acuerdo a la cronologia de los procesos post-cosecha.

Concerniente a la Via humeda fermentativa en ausencia de agua (Figura 6.30) el
analisis de similitud de especies mostré 2 agrupaciones principales, guardando una
similitud de alrededor del 45% entre ellas. La primera agrupacion incluyo
esencialmente las muestras que constituyen el beneficio humedo de café, estas
presentaron una similitud de alrededor del 63%. El segundo grupo comprendi6 las
muestras que conforman el beneficio seco, teniendo una similitud cercana al 55%.
Los resultados indican que la diversidad fungica en café varia respecto al contenido

de humedad en las muestras.

C. cereza

{ Pulpa de café
C.fer%h

C.ferOh
Agua de fer.

C. despulpado

Muestras

| C. lavado

| C. pergamino 22h sec

C. pergamino 2h sec
- S Al
C. verde 2a alm

C. verde desmanche alm

C. pergamino alm

40 60 80 100
Similitud

FIGURA 6.30 Analisis de similitud de especies fungicas en la Via Himeda
Fermentativa en ausencia de agua.
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Respecto a la similitud de especies en la Via humeda fermentativa sumergida (Figura
6.31), principalmente se observé que la diversidad fungica en las cerezas de café,
presentan una relacion de alrededor del 47% con las muestras de las etapas

subsecuentes de procesamiento con excepcidn de la muestra de café verde.

Por el contrario, la diversidad fungica en café verde no deriva de las etapas que le
anteceden, por lo que unicamente se relacioné con la muestra de cereza de café, con
un valor cercano al 42%. Este resultado puede atribuirse al desarrollo de bacterias
acido lacticas y levaduras durante la fermentacion, las cuales tienen la capacidad de
inhibir el desarrollo de hongos toxigénicos (Champion et al., 2008), (Armando et al.,
2013), (Velmourougane, 2013).

C. cereza

Pulpa de café

C. despulpado

C. fermentado 3h
C. fermentado 14.5h

—— L C.pergamino 4.5h sec

Muestras

C. lavado

C. pergamino 3h sec

C. pergamino Sh sec

C. verde

40 80 80 100
Similitud

FIGURA 6.31 Analisis de similitud de especies fungicas en la Via Himeda
Fermentativa Sumergida.
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Referente a la Via mecanica (Figura 6.32), la mayor similitud de especies fungicas se
presentd entre las muestras de cerezas de café y las 2 etapas siguientes de

procesamiento, con un valor cercano al 85 %.

Un caso interesante se presentd en la muestra de café verde, la cual sélo guardo
similitud con la muestra de café desmucilaginado con un valor de alrededor del 65%.
Las especies que estuvieron presentes en la etapa de desmucilaginacién
reaparecieron en los granos de café verde, lo cual indica la presencia de especies
fungicas con gran habilidad, principalmente de desarrollarse en condiciones de alta o

baja humedad en el sustrato.

C. cereza
{ Pulpa de café
C. despulpado

Agua de lavado

Muestras

C. pergamino 3h sec

C. pergamino 15h sec

C. pergamino 30h sec

C. desmucilaginado

C. verde

40 60 80 100
Similitud

FIGURA 6.32 Analisis de similitud de especies fungicas presentes en la Via
Mecanica.

En relacién a la Via seca (Figura 6.33), se observo la formacion de dos agrupaciones
principales y una consistencia de la diversidad fungica entre las etapas de
procesamiento. La primera agrupacion comprendié de la muestra de cereza de café
hasta las 2 primeras horas de secado, con una similitud de especies cercana al 65%.
La segunda agrupacion contemplo las ultimas 2 etapas de procesamiento, la similitud

entre ellas fue de alrededor del 93%.
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Resultados y discusion

Aproximadamente un 53% de las especies presentes en café verde procedieron desde
las cerezas. Este resultado ayuda a explicar el alto porcentaje de infeccién (70%) por
especies de la seccion Nigri en café verde reportado para esta via. La contaminacion
fungica proviene desde las cerezas, se incrementa durante el tiempo de secado e

incide drasticamente en los granos de café.

—— Café cereza

Cereza 1d de secado

Cereza 2d de secado

Cereza 3d de secado

Muestras

Cereza 2h de secado

Cereza 14h de secado

Café verde

50 60 70 80 90 100
Similitud

FIGURA 6.33 Analisis de similitud de especies fungicas de la Via seca.
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7. CONCLUSIONES

De acuerdo al analisis por microbiologia clasica las especies de la seccion Nigri
presentan incidencia a partir de la etapa de secado en la via humeda fermentativa en
ausencia de agua, fermentativa sumergida y mecanica. En la via seca a partir del
segundo dia de secado. Por lo cual, los resultados muestran que la etapa de secado

es el punto critico de proliferacion por especies de la secciéon Nigri.

Asimismo, este estudio permitié observar que el café procesado por via humeda
fermentativa sumergida representa el tratamiento mas inocuo de procesamiento post-
cosecha, debido a que mostrd los porcentajes mas bajos de infeccidén por especies
de la seccidn de estudio. Por lo tanto, se sugiere emplear primordialmente esta via de
procesamiento para la obtenciéon de granos de café con la mejor calidad sanitaria

posible.

Por otra parte, el 72.7% de las cepas aisladas presento la capacidad de producir OTA,
Aspergillus niger fue la principal especie ocratoxigénica aislada con una habilidad de
produccién de hasta 330.41 ng/g de medio. Por consiguiente, los resultados
demostraron que las especies de la seccion Nigri constituyen la principal fuente de
produccién de OTA en café de México. Por ello, los estudios posteriores de diversidad
fungica asociados a la produccién de OTA en café de México deben ser enfocados a

las especies pertenecientes a la seccién Nigri.

En relacién al analisis molecular, los perfiles DGGE mostraron baja incidencia de
cepas ocratoxigénicas de la seccion Nigri y unicamente fueron detectadas en las
muestras de café verde almacenado de la via humeda fermentativa en ausencia de
agua, por el contrario, el analisis por microbiologia clasica fue capaz de detectar estas

especies en las demas vias de procesamiento.
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Conclusiones

El analisis estadistico de similitud de especies, mostré la influencia que tienen los
diferentes procesamientos post-cosecha de café sobre el desarrollo de especies

fungicas durante cada etapa.

Este estudio confirmd nuevamente la idea de que los métodos moleculares deben ser
empleados simultdneamente con la microbiologia clasica para obtener la mejor

aproximacion de la diversidad fungica presente en el proceso post-cosecha de café.
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ANEXOS

Anexo I. Composiciéon y modo de preparacion de medios de cultivo

PDA (Agar de Papa y Dextrosa)

Al 15¢g
Dextrosa......cccceeeeeeeeeeeecee 20g
Infusidn de papa......cceeeeee.. 4g
Agua destilada .........ccceueee. 1000 mL
pH:5.6+0.2

Método de preparacion:

Rehidratar los componentes en un litro de agua destilada. Dejar reposar de 10 a 15 minutos.
Calentar agitando frecuentemente hasta el punto de ebullicion durante 1 minuto para
disolucién completa. Esterilizar en autoclave por 15 minutos a 121 °C durante 15 minutos.
Enfriar aproximadamente a 45°C y vaciar de acuerdo a la técnica a seguir en cajas de Petri

estériles.

Cuando se acidifica el medio, no sobrecalentar y fundir sélo una vez, para evitar la hidrdlisis

del agar.

CYA (Agar Czapek Extracto de Levadura)

ABaAr..cceiiiiiiiiiiiiiieee e, 15¢g
Cloruro de potasio................ 05¢g
Fosfato dipotasico ................ lg
Nitrato de sodio.................... 2g

RY: [or-] (o 11 IR 30¢g
Sulfato ferroso.........cccuuuee.. 0.01g
Sulfato de magnesio............. 05g
Extracto de levadura............. 5g
Agua destilada .......cccceeeennnne 1000 mL
pH=7.310.2
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Método de preparacion:

Rehidratar los componentes en un litro de agua destilada. Reposar de 10 a 15 minutos.
Calentar agitando frecuentemente hasta el punto de ebullicién y completa disolucién del
medio. Esterilizar a 121 °C durante 15 minutos. Enfriar aproximadamente a 45°C y vaciar en

cajas de Petri estériles.

MEA (Agar Extracto de Malta)

ABar..coe e 15g
Dextrosa......ccccceeeveeieeeecnne, 2.75¢g
Glicerol.....ccovvveeiecieeeeiieeens 235¢g
Maltosa......ccceeverveeecieeeeen, 12.75g
Peptona........cccceeeveeeiiecce, 0.78 g
Agua destilada .......c.cceeeeunes 1000 mL
pH: 4.6 +0.2

Método de preparacion

Rehidratar los componentes en un litro de agua destilada. Reposar 10 a 15 minutos. Calentar
agitando frecuentemente hasta el punto de ebullicién durante 1 minuto para disolucion
completa del medio. Esterilizar a 121 °C durante 15 minutos. No sobreesterilizar. Enfriar

aproximadamente a 45°C y vaciar en cajas de Petri estériles.

95



Anexos

Anexo Il. Claves taxonémicas para especies de Aspergillus secciéon Nigri

(Samson et al., 2004a)

1. A. aculeatus

2. A. brasiliensis

3. A. carbonarius

4. A. costaricaensis
5. A. ellipticus

6. A. japonicus

7. A. foetidus

8. A. heteromorphus
9. A. homomorphus
10. A. lacticoffeatus
11. A. niger

12. A. piperis

13. A. sclerotioniger
15. A. tubingensis
16. A. vadensis

Conidios mayores a 6 um de didmetro
Conidios con forma espinosa

Conidios con forma notablemente elipsoidal
Ausencia de metulas

Metulas menores a 15 um de longitud
Produccién de esclerocios
Esclerocios amarillos a naranja

Esclerocios amarillos a marrén rosaceo
Esclerocios rosaceos a amarillo grisaceo

Diametro de las colonias menores a 30 mm a 25 °C

en CYA, 7d de incubacion
Didmetro de las colonias mayores a 70 mm a 37 °C
en CYA, 7d de incubacion
Diametro de las colonias entre 55y 65 mm a 37 °C
en CYA,7d de incubacién

Diametro de las colonias menores a 40 mm a 37 °C

en CYA, 7d de incubacién

Ausencia de colonias a 37 °C en CYA, 7 d de
incubacién

Produccion débil o no presente de acido en agar
CREA

Color de conidios en masa de marrén claro a

3,(5)
(3),5,6,8,9
(1), 5, (6)

1,6

(7), (8), 9, (10),(11),
13, (14), (15)
(1), (3), 4, (5),
(6),12, 13,(14)
13

12

3

15
2,7,10,11,12, 14
4,15
1,3,5,6,8,9,13
(5), 8

(1),(7),8,9

. 10, 15
amarillo oscuro
Color de conidios en masa verde olivo 8, (15)
Produccion de Ocratoxina A 3,10, (11), 13
L. . . 3,7,10,11,
Produccion de Piranonigrina A 12,13, 14
Produccion de una o mas nafto-y-pirononas 2,3,4,
7,11,12,13, 14,15
Produccion de Asparazina 7,14, 15
Produccién de Acido secalénico D 1,9
Produccion de Aflavininas 4,12, (14)
Produccion de Antafumionisinas 7
Produccidn de Lactonas de Corymbiferan / 413
compuestos semejantes a funalenonas !
Produc'uon de Kotanina, desmetil-kotaninay /o 10, (11)
orlandina
Produccion de Austdiol 5

Produccion de Neoxalina

(1)

Numeros entre paréntesis: Caracteristica no siempre presente.
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Anexo lll. Claves taxonémicas para especies del género Aspergillus y sus
teleomorfos.

(Pitt y Hocking, 2009)

1 Colonias en CYA A 25y 37 °C que exceden 35 mm de didametro 2
Colonias en CYA A 25 0 37 °C que no exceden 35 mm de didmetro 12
2(1) Colonias negras o grises 3
Colonias blancas o de color 6
3(2) Colonias negras, excediendo 50 mm de didmetro a 25 °C 4
Colonias grises, no excediendo 50 mm de didmetro a 25 °C A. ustus
4(3) Vesiculas con métulas y fidlides 5
Vesiculas sélo con fidlides A. aculeatus
A. japonicus
5(4) Conidia menor de 6 um de didmetro A. niger
Conidia mayor 6 um de didmetro A. carbonarius
6(2) Colonias blancas Género
Neosartorya
Colonias con color 7
7(6) Colonias azules A. fumigatus
Colonias amarillas, verdes o café 8
8(7) Conidias verde oscuro, cleistotecios presentes, rodeados por células Género
como clamidoconidia (células de Hiille) Emericella
Conidias amarillas, verdosas o café; no cleistotecios
9
9(8) Conidias verdosas o amarillas 10
Conidias café u oliva 11
10(9) Conidias con paredes delgadas, lisas o finamente rugosas, esféricas o A. flavus
elipticas; vesiculas arriba de 50 um de diametro, usualmente métulas A. oryzae
presente. A. nomius
Conidias rugosas, pared delgada, esférica; vesiculas menores de 30 um  A. parasiticus
de didmetro; usualmente una baja proporcidn de cabezas con métulas
11(9) Colonias oliva en CYA y MEA A 25 °C; conidia 5-8 um de diametro, pared A. tamarii
rugosa; cabeza radiada.
Colonias en todos los medios; conidias menores de 3 um de didmetro, A. terreus
pared lisa; cabezas desarrolladas en forma columnar.
12(1) Colonias grises A. ustus
Colonias blancas o de color 13
13(12) Colonias blancas o crema 14
Colonias de color 15
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14(13)

15(13)

16(15)

17(16)

18(17)

19(16)

20(19)

Vesiculas fértiles sobre el drea entera; métulas mayores de 10 um de
largo

Vesiculas fértiles sobre la mitad o dos tercios; métulas menores de 10
pum de largo

Clesistotecios amarillos, particularmente en G25N
Cleistotecios no presentes

Conidia con sombras amarillas, naranja o café

Conida verde o azul

Colonia en CYA menores de 40 mm de didmetro; conidias con sombras
amarillas o naranja

Colonias en CYA mayores de 40 mm de diametro; conidia café claro

Colonias naranjas grisaceo, conidia de 2-3 um de didmetro, pared lisa
Colonia amarillo grisaceo a oliva, conidia de 4-5 um de diametro, con
pared lisa o rugosa

Colonias en CYA mayores de 30 mm de diametro, vesiculas mayores
de 50 um de diametro

Colonias en CYA no mayores de 30 mm de didametro; vesiculas
menores de 25 pum de didmetro

Colonias en CYA mayores de 15 mm de diametro; cabezas con métulas
Colonias en CYA menores de 15 mm de diametro; cabezas sélo con
fialides

A. candidus

A. niveus

Género
Eurotium
16

17

19

18

A. ochraceus

A. westerdijkiae
A. steynii

A. flavipes

A. wentii

A. clavatus
20

21
22

21(20)

22(20)

Conidia verde
Conidia azul

Colonias en CYA y MEA de 6 mm o mas de didmetro; conidia cilindrica,
nacen en columnas

Colonias en CYA y MEA no mayores de 6 mm de diametro; conidia
subesfereidal a elipsoidal, nacen en cabezas radiadas.

A. versicolor
A. sydowii

A. restrictus

A. penicillioides
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