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1. INTRODUCCION

El café representa a nivel mundial el segundo producto basico de mayor
importancia, y en nuestro pais sigue siendo el protagonista de la economia, sin
embargo, los cultivos de café o mas especificamente los granos, se han visto
susceptibles a contaminantes fungicos; adicionalmente, y dado que el café es una
bebida comun, se han desarrollado estudios conducentes a determinar la presencia
de tales contaminantes y su implicacion en la salud (Gamboa, 2012).

Los granos de café son propensos a la contaminacion por hongos (Peraica et al.,
1999) debido a que, por razones econdémicas, los procesos de almacenamiento no
son efectuados con éxito, como, por ejemplo, la temperatura y la humedad no son
controlados en dichos periodos, potencializando de esta forma la generacion de
micotoxinas, presentando un alto riesgo para la poblacién que lo consume (Carrillo,
2003).

Los hongos de los géneros Aspergillus spp., Penicillium spp. y Fusarium spp. son
los que presentan mayor prevalencia en los granos de café (Garrido et al., 2018),
produciendo una variedad de metabolitos secundarios como: aflatoxinas,
ocratoxinas, especificamente ocratoxina A en los granos de café, asi mismo,
patulina, fumonisinas, zearalenona y tricotecenos como nivalenol y desoxinivalenol
(Organizacién Mundial de la Salud, 2018).

Como se menciond anteriormente, las micotoxinas son metabolitos secundarios que
ejercen un efecto toxico en la salud de los animales y humanos. A pesar de que
presentan estructuras quimicas muy diversas, son compuestos organicos de baja
masa molecular (Peraica et al., 1999) que estan relacionadas con ciertas
enfermedades. Una serie de estudios (Peraica et al., 1999; Bolet et al., 2005; Duarte
et al., 2006) demuestran el riesgo que representan las micotoxinas para la salud,
tales como las ocratoxinas que causan necrosis tubular en los rifiones, ademas de
tener efectos nefrotoxicos, inmunosupresores, carcinogénicos y teratogénicos; las
aflatoxinas tienen efectos inmunosupresores, mutagénicos, teratogénicos,
carcinogénicos, siendo el higado el principal 6rgano diana; las micotoxinas como
zearalenona presentan consecuencias siendo un disruptor endocrino; Yy
adicionalmente, los tricotecenos muestran efectos de inmunosupresion,
neurotoxicidad, disminucion en la absorcion de nutrientes.

A raiz de lo mencionado, radica la importancia de esta investigacion, la cual tuvo
como objetivo principal determinar la presencia de hongos presentes en la etapa de
beneficio del café denominada cereza, el cual es cultivado en los diferentes
municipios del departamento Norte de Santander, dicha determinacion se alcanzé
gracias a técnicas de la Microbiologia tradicional. Adicionalmente, se realizaron
pruebas fisicoquimicas (Aw, pH y porcentaje de humedad), las cuales dieron a
conocer qué condiciones ofrecen los cultivos para que los hongos se desarrollen. A
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partir de las muestras tomadas, se realizaron aislamientos fingicos y su respectiva
caracterizacion macroscopica y microscopica teniendo como referencia a Barnett &
Hunter (1998); Carrillo (2003); Summerell et al. (2003); Leslie et al. (2006); Pitt y
Hocking (2009); Samson et al. (2014); Visagie et al. (2014 a) y Visagie et al. (2014
b). Asi mismo, se realizaron ensayos de deteccién de aflatoxinas por medio de
métodos empleando medios de cultivo (vapores amoniacales y emision de
fluorescencia), ademas, se realizo la identificacion molecular de los cuatro géneros
mas presentes, gracias al uso de las regiones ITS4 e ITS5. Los resultados obtenidos
brindan un indicio sobre la inocuidad y seguridad del café que se cultiva en los
diferentes municipios del departamento Norte de Santander.
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2. OBJETIVOS

2.1. GENERAL
Identificar los hongos aislados presentes en la etapa de beneficio del café (Coffea
arabica) tipo cereza producido en los diferentes municipios del departamento Norte
de Santander.

2.2. ESPECIFICOS

Caracterizar macroscopica y microscopicamente las cepas fungicas aisladas de las
muestras de café (Coffea arabica) cultivado en Norte de Santander.

Establecer las variables fisicoquimicas (pH, % humedad y Aw) asociadas al grano
de café (tipo cereza) cultivado en Norte de Santander.

Determinar cualitativamente las cepas con potencial aflatoxigénico aisladas a partir
del grano de café (Coffea arabica) cultivado en Norte de Santander.

Identificar molecularmente los hongos asociados al grano de café (Coffea arabica)
cultivado en Norte de Santander.
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3. JUSTIFICACION

El café ha sido por més de un siglo el principal producto de la economia nacional y
por tanto el que mayor incidencia ha tenido en el desarrollo econémico de Colombia;
se estima que existen 3,6 millones de hectareas disponibles para la industria de la
caficultura, pero sélo 970 mil hectareas son empleadas para tal fin (Pérez, 2013).
Hablar de café, es notificar que su impacto social y econémico va mas alla de las
regiones cafeteras, debido a que es el nucleo y generador de demanda sobre otros
sectores siendo de esta manera un activo estratégico del desarrollo nacional
(Ramirez et al., 2002), lo cual se vio reflejado para el cierre de afio 2019, donde se
produjo 14,8 millones de sacos de 60 kilogramos de café, representando un 9 %
mas que el cierre de 2018, volumen de produccién que no se registraba desde hace
25 afios (FNC, 2020).

Teniendo como referencia a la Organizacién Internacional del Café (ICO, 2019) se
estima que hoy en dia, en mas de 50 paises se produce comercialmente café y en
todo el mundo, diariamente se consume mas de tres mil millones de tazas del
mismo, siendo Brasil el principal productor, seguido de Vietham y variando entre el
tercer y cuarto lugar, Colombia, con valores de produccién porcentual de 30,2 %,
19,2 %, y 9,4 %, respectivamente en el periodo de 2008 al 2015 (Pérez, 2013; FNC,
2014; Ocampo, 2017). Con relacién a las exportaciones de café, para el periodo
1990 - 2015, el analisis estadistico de la OIC, evidencia que los principales
exportadores en el 2015 fueron: Vietnam (25,2 %), Brasil (22,2 %), Colombia (11,9
%) e Indonesia (6,8 %) (ICO, 2016). Para el periodo 2017 - 2018 el consumo mundial
fue de 161,4 millones de sacos (FNC, 2018).

La caficultura se ve afectada por factores bidticos y abidticos que inciden en la
producciéon de café. Entre estos, los llamados factores determinantes no son
controlados por el caficultor, ya que se relacionan directamente a las condiciones
climaticas como radiacién, temperatura, COz, entre otros, sin embargo, los factores
limitantes, que hacen referencia a la fertilidad del suelo y los factores reductores,
gue son los relacionados con enfermedades y plagas, son alcanzables, es decir, en
medida son controlados (Arcila, 2007). Por otro lado, como otros granos, el café, es
susceptible a la contaminacion en condiciones de cosecha y almacenamiento, en
otras palabras, dentro de su procesamiento enfrenta diferentes retos que pueden
influenciar en la calidad, pero es el factor humedad el principal responsable de
incrementar la aparicion de mohos sobre el grano (Jaramillo, 2011). Descrito por
Santos (1999), existen mas de 200 tipos de mohos toxigénicos, que, bajo
condiciones requeridas por el hongo, son capaces de producir toxinas que se les
conocen con el nombre de micotoxinas, siendo las aflatoxinas y las ocratoxinas las
mas frecuentes en granos de café. Bajo estas consideraciones, los casos de granos
de café que se encuentran contaminados podrian causar no sélo una inestabilidad
en la economia de los paises productores, sino también, un problema de inocuidad
y seguridad alimentaria. Se podria afianzar que, asi como Colombia produce
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cantidades considerables de café, de igual forma se empefia en investigar sobre la
presencia de mohos potencialmente micotoxigénicos durante el procesamiento del
café, ademas de la presencia de las micotoxinas en el producto final, pero la
perspectiva actual es otra, ya que en nuestro pais la informacion acerca sobre la
problematica mencionada es poca o nula, y por tal motivo se hace necesario irrumpir
en el estudio de la microbiota fungica presente en el café y su potencialidad en la
produccion de las micotoxinas convirtiendose en el tema principal de esta
investigacion.

Una de las principales limitaciones en la produccion de granos de café es la
contaminacion por hongos. La temperatura, el contenido de humedad, las
condiciones de almacenamiento y la duracion del almacenamiento pueden ser
factores importantes para el desarrollo de los mohos. Ademas, los factores
relacionados con el campo, como la infestacion de insectos, la susceptibilidad de la
variedad de café y la composicion de nutrientes del cultivo, son factores
predisponentes para la invasion de hongos (Amezqueta et al., 2008). Algunos
estudios revelaron que los géneros de hongos toxigénicos como Aspergillus y
Penicillium, son contaminantes naturales del café y estan presentes desde el campo
hasta el almacenamiento (Nakajima et al., 1997; Silva et al., 2000, FAO, 2006).

La presencia de hongos en los granos de café no sélo afecta la calidad sensorial de
la bebida de café, sino que también presenta un riesgo para la salud atribuido a la
produccion de micotoxinas por algunos de estos géneros de hongos (Rezende et
al.,, 2013). Las aflatoxinas, ocratoxinas, patulina y esterigmatocistina son
micotoxinas que se encuentran a menudo en el café (Soliman, 2005; Bokhari, 2007;
Bokhari et al., 2009; Paterson et al., 2014, Culliao et al., 2015). La Ocratoxina A
(OTA) es una micotoxina que se encuentra naturalmente en varios productos
alimenticios, incluidos los granos de café verde, el café tostado y el café instantaneo
(Holzhauser et al., 2003). Sin embargo, un analisis reciente del café mostré de
manera convincente que el café puede estar contaminado por una gama mucho
mas amplia de micotoxinas, incluidos los tricotecenos, nivalenol, deoxinivalenol,
toxina T-2 y HT-2, diacetoxiscirpenol, fumonisinas B1 y B2, y las micotoxinas
emergentes ciclodepsipéptidos, enniatina A, enniatina Al, enniatina B, enniatina B1
y beauvericina (Moraleja et al., 2015).

Hoy en dia, la informacién disponible sobre la microbiota del café que es cultivado
en el departamento Norte de Santander es muy escasa. Por tal motivo, los
resultados obtenidos en esta investigacién podran ser utilizados como un referente
para brindar posibles soluciones a la problematica planteada, como por ejemplo, el
uso de otros hongos como biocontroladores, evitando la colonizacion en las
primeras etapas del beneficio del café, ademas, hacer hincapié sobre las
condiciones adecuadas en las actividades de almacenamiento del grano de café y
asi, eludir el crecimiento de los hongos, con el objetivo de obtener un producto
inocuo y de calidad.
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Este estudio, figura como un pie de apoyo para alentar nuevas investigaciones
sobre hongos con potencial micotoxigénico, las cuales no se limiten a un tipo de
micotoxinas sino a una pluralidad de las mismas, y de esta manera ampliar los
soportes técnicos y cientificos del principal producto alimentario de Colombia. Asi
mismo, la investigacion representa un impacto social, no sélo para el departamento
Norte de Santander y departamentos caficultores, sino para el pais en general,
debido a que demuestra el estado y calidad del café que es cultivado, y una vez
teniendo este conocimiento, se buscard en mejorar la seguridad, inocuidad y calidad
del producto.
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4. MARCO REFERENCIAL

4.1. MARCO TEORICO
4.1.1. Generalidades del café

El término café se deriva del arabe “kahwah” (caua), llegando a nosotros a través
del vocablo turco “kahweh” (cavé) (Jiménez, 2018), que significa “vino”. El café hace
parte de la familia Rubiaceae, en donde se agrupan 500 géneros y mas de 6000
especies, son arboles tropicales y/o arbustos que crecen en la parte baja de los
bosques (Food-Info, 2017), sus hojas son persistentes y opuestas, son de peciolo
corto entre ovaladas, las flores son blancas con olor y color parecido al jazmin; los
cafetos, producen frutos carnosos, rojos o puarpuras, raramente amarillos,
denominados “cerezas”, con dos nucleos, cada uno con un grano de café (Figura
1) (Galindo, 2011). La semilla del café es de aproximadamente un centimetro de
largo, que al tostarla y molerla se usa para preparar una bebida estimulante y
energética (Beer et al., 1998).

Otros miembros de la familia incluyen las gardenias y plantas que producen quinina
entre otras sustancias Uutiles, pero el Coffea es el miembro mas importante de la
familia, econémicamente hablando (Food-Info, 2017).

Figura 1. Estructuras morfol6gicas de las partes del cafeto. Fuente: Alvarado et al.,
1994
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4.1.2. Taxonomia
El café o cafeto como es llamado presenta la siguiente clasificacion botanica:

Reino: Plantae
Division: Magnoliophyta
Sub-division: Angiospermae
Clase: Magnoliopsida
Sub-clase: Asteridae
Orden: Rubiales
Familia: Rubiaceae
Género: Coffea

El género Coffea contiene aproximadamente 100 especies. Sin embargo, solo tres
se mencionan que son cultivadas comercialmente, destacandose de acuerdo al
siguiente orden: Coffea arabica L. (café arabica) y Coffea canephora (café robusta)
y Coffea liberica (café libérica) (Alvarado et al., 1994).

El café arabigo fue descrito por primera vez por Linnaeus en 1753. Las variedades
mas conocidas son ‘Typica' y ‘Bourbon' pero a partir de estas muchas cepas y
cultivos han sido desarrolladas, como la caturra (Brasil, Colombia), Mundo Novo
(Brasil), Tico (América Central), el enano San Ramén y la jamaicana Blue Mountain.
El promedio de una planta arabica es un arbusto largo con hojas ovales verde
oscuro (Food-Info, 2017), relativamente pequefas, pero varian en anchura,
promediando de 12 - 15 cm de largo y mas o menos 6 cm de ancho, acuminadas,
cortas, agudas en la base, algunas veces un tanto onduladas, siemprevivas. Las
flores fragantes, de color blanco o cremoso, subsésiles o muy cortamente
pediceladas, varias en cada axila de las hojas, de 2 - 9 0 mas juntas en racimos
axilares muy cortos o laterales bracteolados (Jiménez, 2018). Los frutos son ovales,
varian en tamafo de 8,5 a 12,7 mm de largo y maduran entre 7 a 9 meses; ellos
normalmente contienen dos semillas planas (los granos de café) cuando sé6lo un
grano se desarrolla se llama peaberry (Figura 2). Es genéticamente diferente de
otras especies de café, teniendo cuatro sets de cromosomas en vez de dos. El café
arabigo es a menudo susceptible al ataque de plagas y enfermedades, por tanto, la
resistencia a estas es un objetivo primordial de los programas de cultivo de la planta.
El café arabigo es cultivado en toda América Latina, en Africa Central y del Este, en
la India y en parte de Indonesia (Food-Info, 2017). En la literatura cientifica se han
descrito numerosas variedades botanicas y horticolas de C. arabica (Jiménez,
2018).
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Figura 2. Coffea arabica. Fuente: Food-Info, 2017.

Eltérmino ‘robusta’ es realmente el nombre de una variedad extensamente cultivada
de la especie Coffea canephora. Es un arbusto robusto que crece hasta los 10
metros de altura, pero con un sistema de raices poco profundas (Food-Info, 2017).
Contiene hojas anchas que a veces adquieren una apariencia corrugada u
ondulante, oblonga, eliptica, cortas, acuminadas, redondeadas o ampliamente
acufadas en su base, de 15 - 30 cm de largo y 5 - 15 cm de ancho (Jiménez, 2018).
Los frutos son redondeados y tardan hasta 11 meses para madurar; las semillas
son ovales y mas pequefas que las de C. arabica (Figura 3) (Food-Info, 2017).
Genéticamente es la especie diploide mas cultivada en el mundo. Es util en
programas de mejoramiento de Coffea arabica por su rusticidad, buena produccién
y resistencia de alguna de sus lineas a plagas y enfermedades, especialmente la
roya del cafeto y la enfermedad del fruto llamada CBD. Su bebida es de baja calidad
y alto contenido de cafeina (Orozco, 1986). El café robusta es cultivado en Africa
Occidental y Central, a lo largo del sureste de Asia y en algunas regiones de Brasil,
donde es conocido como Conillon (Food-Info, 2017). El café robusta es nativo de
los bosques ecuatoriales de Africa, desde la costa oeste hasta Uganda y la parte
sur de Sudan, lo mismo que de la parte de Africa occidental, entre las latitudes de
10° norte y 10° sur, en elevaciones desde el nivel del mar hasta mas o menos 1000
metros de altura (Jiménez, 2018).
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El café libérica, es un arbol sumamente ornamental y pronto fue conocido en
muchas otras partes del mundo, después de su descubrimiento en 1872. Su
descripcién boténica es la siguiente: es un arbusto o arbol liso, las hojas son mas
bien grandes, brillantes; la vaina ampliamente acufiada en su base, ampliamente
eliptica ovalada, corta, acuminada, un tanto ondulada, delgada, coridcea, tiene mas
o menos 20 cm de largo y 10 cm de ancho. Las flores blancas, en cantidad de 7 - 6,
subseésiles, reunidas varias en racimos, axilares, alcanzan mas o menos de 3 -5cm
de largo (Figura 4). La semilla es de 1,27 cm o un poco mas. El vigor del café
liberiano, y su supuesta resistencia a la roya por hemileia, lo llevo a la popularidad
en Indonesia entre 1880 y 1905, pero mas tarde se le sustituyd por otras especies.
Este arbol crece hasta 10 a 15 m de altura, soporta la exposicion al sol mejor que la
mayoria de los otros miembros del género y tiene una buena retencion de sus frutos
maduros (Jiménez, 2018). El café libérica es cultivado en Malasia y en Africa
Occidental, pero solo pequefias cantidades son comercializadas pues la demanda
por su sabor caracteristico es baja (Food-Info, 2017).

Figura 4. Coffea liberica. Fuente: Jiménez, 2018.
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4.1.3. Composicion quimica del grano del café

Quimicamente, el café esta compuesto por agua y materia seca; esta Ultima se
constituye por minerales y sustancias organicas que son los carbohidratos, lipidos,
proteinas, alcaloides, como la cafeina y la trigonelina, asi como, por acidos
carboxilicos y fendlicos, y componentes volatiles que dan la esencia (Cenicafé,
2011).

Diferentes factores como la especie, madurez, fermentacion y etapas de beneficio
del café, son los responsables en la composicién quimica y en la calidad tanto del
sabor como de la acidez, cuerpo, amargor, dulzor y aromas de una bebida de café
(Cenicafé, 2011).

Los granos de café almendra de las variedades de Coffea arabica contienen una
mayor cantidad de lipidos y de sacarosa que Coffea canephora (Robusta), mientras
que en la composicién de robusta se destaca el mayor contenido de polisacéridos,
cafeina, acidos clorogénicos y cenizas (Tabla 1).

Tabla 1. Promedios de la composicion quimica del grano de café almendra, segun
la especie, porcentaje en base seca.

Componente quimico Arabica (%) Robusta (%)
Polisacaridos 50,8 56,40
Sacarosa 8,00 4,00
Azulcares reductores 0,10 0,40
Proteinas 9,80 9,50
Aminoacidos 0,50 0,80
Cafeina 1,20 2,20
Trigonelina 1,00 0,70
Lipidos 16,20 10,00
Acidos alifaticos 1,10 1,20
Acidos clorogénicos 6,90 10,40
Minerales 4,20 4,40
Compuestos aromaticos trazas Trazas

Fuente: Cenicafé, 2011.
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Los granos de café poseen mas de 2.000 sustancias diferentes (cafeina, minerales,
lipidos, trigonelinas, amino&cidos proteinas, acidos alifaticos, glicésidos y
carbohidratos) de tal manera que el café no es «solo cafeina» (1,3,7-trimetilxantina),
sin embargo, es el ingrediente farmacoldégicamente mas activo. Hoy en dia, la
cafeina es componente de numerosas preparaciones farmacologicas vy
medicamentos que incluyen analgésicos y aditivos dietéticos (Echeverri, 2005).

4.1.4. Generalidades del fruto del café

El fruto del café maduro, designado como café cereza, es una baya drupacea
formada por el exocarpio (pulpa, epidermis) y por el mesocarpio (mucilago) que es
una sustancia rica en azucares y peptinas, que forma una capa esponjosa de 0,5
mm de espesor promedio, la cual recubre los dos granos enfrentados por su cara
plana (Figura 5). El color de la epidermis o pulpa varia de verde a rojo, por la
aparicién de sustancias como la clorofila y las antocianinas, respectivamente, las
tonalidades presentes sobre la epidermis del fruto indican directamente el grado de
maduracion. Las almendras o granos de café, de los cuales se extrae la bebida, se
encuentran recubiertos por dos capas, una llamada pergamino (endocarpio), de
color amarillo palido la cual es dura y fragil, y la segunda, llamada pelicula plateada
(tegumento seminal) una membrana mas fina que la anterior y adherida al grano
(albumen). En la base del grano y sobre la cara interna se encuentra el embrién
(germen) (Figura 5) (Roa et al., 1999; Ramos et al., 2010).

Figura 5. Composicion de un fruto de café. Fuente: Ramos et al., 2010.
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El fruto maduro del café (café cereza), una vez cosechado, es un material
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perecedero, por lo cual debe ser transformado rapidamente a café pergamino seco,
con humedad en el rango del 10 al 12 %, base humeda, para preservar su calidad
intrinseca (Rodriguez et al., 2015).

4.1.5. El caféy las Buenas Préacticas Agricolas (BPA)

Las Buenas Practicas Agricolas son promovidas por la OMS (Organizacion Mundial
de la Salud), FDA (Administracion de Medicamentos y Alimentos) y FAO
(Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura). Tienen
como objetivo que los productos y los alimentos para el consumo humano se
fabriquen y elaboren en condiciones sanitarias adecuadas, con lo cual se proteja la
salud de la poblacion mundial, se reduzca el riesgo asociado al medio ambiente y
consideraciones de inocuidad (Cenicafé, 2006; Giraldo et al., 2017).

Las BPA son medidas preventivas que deben aplicarse para la competitividad y
sostenibilidad de la caficultura en los mercados nacionales e internacionales; se
fundamentan en el conocimiento y la experiencia sobre los procesos de café en la
finca, adquiridos a través de la investigacion cientifica, ademas, son el fundamento
de sistemas de aseguramiento de la calidad y la inocuidad del café, como
ISO:22000 (Cenicafe, 2006).

El café como un producto agricola, puede contaminarse y por tanto perder su
inocuidad y calidad en los procesos realizados en la finca, durante el transporte
nacional e internacional, y también en los procesos industriales. Estas pérdidas, se
ven influenciadas por condiciones climaticas, cuidados agronomicos, variedad
sembrada, y fitosanitarios del cultivo, asi como por los controles efectuados en los
procesos de cosecha y postcosecha realizados por los caficultores (Cenicafé,
2006).

En Colombia, el Ministerio de Agricultura y Medio Ambiente, el Ministerio de Salud
y Protecciéon Social, son los responsables de establecer los requisitos para dar
cumplimiento a las BPA. Particularmente, para las actividades primarias de
produccion, relacionadas con preparacion, mantenimiento del cultivo y recoleccion,
se deben tener en cuenta requisitos y principios de higiene e inocuidad, que
incluyen: manejo del suelo, seleccion de variedades, calidad y sanidad del material
de propagacion, fertilizaciones de acuerdo con necesidades del cultivo, rotacion de
cultivos, uso adecuado del agua, manejo integrado de plagas y enfermedades,
manipulacion, empaque, transporte y almacenamiento del producto (Cenicafé,
2015; Giraldo et al., 2017).

La entidad pionera en investigaciones relacionadas con BPA para el beneficio del
café, es el Centro Nacional de Investigaciones del Café (Cenicafe), el cual ha
estudiado practicas, tecnologias e instalaciones para el procesamiento del café
conservando la inocuidad, higiene y calidad de los diferentes estados del grano a lo
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largo del proceso de beneficio (Giraldo et al., 2017).

4.1.6. Hongos asociados al café

Dado que el café es una bebida comun en todo el mundo, se han desarrollado varios
estudios para investigar la presencia de hongos contaminantes y la importancia
potencial de las micotoxinas en los granos de café.

Los hongos adquiridos en el campo son Alternaria spp., Aspergillus spp.,
Cladosporium spp., Epicoccum spp., Fusarium spp., Verticillium spp., ademas de
otros fitopatdgenos; requieren generalmente una humedad relativa entre el 90 y 100
% y un contenido de agua en las semillas de 22 a 23 % para crecer, con un amplio
rango de temperatura entre 0 y 30°C, aunque algunos pueden desarrollarse a 35°C
o mas. Otros hongos presentes en los productos almacenados son especies de
Aspergillus spp., Penicillium spp. y algunos xerofilos. Los factores que influyen en
su desarrollo son el contenido de humedad del substrato, la temperatura, el tiempo,
el grado de invasion fangica antes del almacenamiento y la actividad de insectos y
acaros que facilitan la diseminacion. Requieren menor humedad relativa ambiente
(70 — 90 %) y contenido de agua en las semillas (15 — 20 %), pero el rango de
temperatura es mas amplio (0 - 45°C) y pueden crecer a menor concentracion de
oxigeno (Carrillo, 2003).

En el afio 2012, Gamboa encontr6 en su estudio que los simbiontes mas comunes
de los granos de café fueron Penicillium spp., Aspergillus spp. y Fusarium spp.
Penicillium spp. prefirio las semillas secas mientras que Aspergillus spp. mostré
preferencia por los granos tostados. Ambos géneros estan actualmente aislados de
sustratos con bajo potencial hidrico, y esto es un problema ya que significa que
pueden sobrevivir en productos secos almacenados, como por ejemplo granos de
café tostados. Aspergillus spp., por otro lado, se encontré en este estudio como
enddfito comun, pero preferentemente como simbiontes epifitos de los granos de
café.

De igual forma, se aislaron hongos en las diferentes etapas del beneficio de café
cultivado y comercializado en Toledo, Norte de Santander, siendo los de mayor
frecuencia, los hongos Aspergillus spp, Penicillium spp., y Fusarium spp., como lo
informd Rojas et al. (2015). Adicionalmente, en un estudio realizado por Cajiao et
al. (2016), identificaron posibles géneros fangicos como: Aspergillus spp.,
Penicillium spp., Fusarium spp., Cladosporium spp., Mucor spp. y Rhizopus spp.,
siendo los géneros Aspergillus spp. y Fusarium spp. los aislamientos de alta
presencia, obtenidos a lo largo de la etapa del café cereza. Complementariamente,
en el 2018, Garrido y colaboradores observaron una amplia variedad de hongos
asociados a los granos de café, donde los principales fueron del género Aspergillus
spp., dentro de los que sobresalen A. niger, A. flavus, A. ochraceus y A. clavatum.
Asi mismo, se aislaron otros tres tipos de Aspergillus spp., sin identificar la especie.
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Hongos del género Fusarium spp. y Rhizopus spp. fueron aislados frecuentemente,
aungue en niveles muy bajos.

Todos estos grupos contienen especies bien reconocidas como productoras de
toxinas, y su presencia en los granos de café debe considerarse un motivo de
preocupacion, dado que el café colombiano es comunmente consumido por
millones de personas en todo el mundo (Gamboa, 2012).

4.1.7. Micotoxinas asociadas a granos de café

Las micotoxinas son compuestos ubicuos que difieren mucho en sus propiedades
qguimicas, bioldgicas y toxicolégicas, que actian como antibioticos favoreciendo la
prevalencia del moho frente a otros microorganismos, muchos de los cuales son
téxicos para plantas, animales y en humanos (Carrillo, 2003).

Las micotoxinas se generan por la multiplicacién de ciertos hongos, principalmente
durante la precosecha y almacenamiento de los granos, bajo condiciones favorables
para su crecimiento (Rojas et al., 2015). Los factores mas importantes asociados
con el crecimiento de los hongos y la produccion de micotoxinas son la humedad
ambiental relativa, humedad del grano, disponibilidad de agua en el grano,
temperatura de almacenamiento, ventilacion y niveles de oxigeno atmosférico,
integridad de la cuticula del grano y presencia de material extrafio en el grano
(Garrido et al., 2018).

En la Tabla 2, se registran las micotoxinas mas relevantes asociadas al café, al igual
que los riesgos y sus respectivos mohos productores.

Tabla 2. Principales micotoxinas asociadas al café, riesgos y mohos productores.

Micotoxina Riesgos Mohos

Induccién de cancer hepatico, _
_ o y Aspergillus flavus
Aflatoxina B1 mutagénesis, inmunosupresion, _ N
o _ o Aspergillus parasiticus
teratogénesis o carcinogénesis

Carcinogénica y nefrotoxica Aspergillus alutaceus
endémica de los Balcanes, Tunez Aspergillus alliaceus
Ocratoxina A y Escandinavia; excrecion por Aspergillus carbonarius
leche materna, pasa al feto; Aspergillus melleus
tumores en tracto urinario Aspergillus niger
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Lesiones precancerosas y
cancerosas en esoéfago Los
principales sindromes que
producen son: neurotoxicos
o (leucoencefalomelacia),
Fumonisinas
nefrotdxicos, edema pulmonar y
cerebral, hepatotéxicos y
lesiones cardiacas. Los 6rganos
afectados son: el cerebro,
pulmén, higado, rifién y corazén
Diarrea, naduseas, vomitos,
cefalalgia, dolor abdominal,
Desoxinivalenol anorexia, escalofrios,
convulsiones, vértigo e

inmunotoxicidad

Zearalenona Cambios puberales precoces

Aspergillus sclerotiorum
Aspergillus sulphureus
Penicillium verrucosum

Penicillium viricatum

Alternaria alternata spp.
lycopersici
Fusarium fujikuroi
Fusarium nygamai
Fusarium proliferatum

Fusarium verticilloides

Fusarium culmorum
Fusarium graminearum
Fusarium poae

Fusarium sporotrichioides

Fusarium culmorum
Fusarium crookwellense
Fusarium equiseti (Corda)
Fusarium graminearum

Fusarium heterosporum

Fuente: Carrillo, 2003; Bogantes et al., 2004; Requena et al., 2005; Carvajal, 2013;
Franco et al., 2014; Rojas et al., 2015; Garrido et al., 2018; OMS, 2018.
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41.7.1. Aflatoxinas

Las aflatoxinas son contaminantes téxicos producidos por cepas toxigénicas de
mohos que se encuentran en alimentos, piensos, heno, vegetacion en
descomposicion y en los granos, que con frecuencia son responsables de las
preocupaciones econdmicas y de salud en muchos paises (Ehrlich et al., 2004;
Dhakal et al., 2020). Estos metabolitos tdéxicos se producen por la accion de los
hongos durante la produccion, cosecha, almacenamiento y procesamiento de
alimentos y piensos. La FDA considera a las aflatoxinas como contaminantes
inevitables en los alimentos (Dhakal et al., 2020).

Las aflatoxinas son metabolitos secundarios producidos por varias especies de
Aspergillus, incluidas A. flavus y A. pseudotamarii, que produce aflatoxinas Bl
(AFB1) y B2 (AFB2), y se cree que AFBL1 es la mas potente de todas las aflatoxinas.
A. parasiticus y A. nomius, producen aflatoxinas B1 (AFB1), B2 (AFB2), G1 (AFG1)
y G2 (AFG2). La aflatoxina M1 (AFM1) se encuentra en el caldo de fermentacion de
A. parasiticus, pero esta y la aflatoxina M2 también se desarrollan cuando un higado
infectado metaboliza AFB1 y AFB2, es decir, son la forma oxidativa de AFB1 y
AFB2. Asi mismo, AFM1 puede transmitirse por la leche (Figura 6) (Ehrlich et al.,
2004; Dhakal et al., 2020).

Figura 6. Estructura de las aflatoxinas. Fuente: Food-Info, 2017.
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En relacién a la biosintesis de las aflatoxinas, el metabolismo primario forma poca
0 ninguna de estas toxinas. Es decir, cuando el fosfato, el nitrogeno y algunos
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elementos traza son limitados el crecimiento primario se reduce. Es en este
momento, cuando se acumulan varios metabolitos primarios, entre ellos, piruvato,
malato, acetato y aminoacidos que estimulan e inducen la actividad de las enzimas
del metabolismo secundario, por la ruta de la biosintesis de los polikétidos, que a
Su vez provoca la biosintesis de las aflatoxinas sobre la biosintesis de los acidos
grasos en las cepas toxigénicas de Aspergillus flavus y Aspergillus parasiticus
(Bogantes et al., 2004). Se valora que en la biosintesis de las aflatoxinas estan
implicadas entre 23 y 27 reacciones enzimaticas y que, ademas, se han identificado
al menos 15 intermediarios estructuralmente bien definidos. Asi mismo, se ha
demostrado que de 25 a 30 genes estan potencialmente involucrados en la
biosintesis (Figura 7), agrupados dentro de una region de ADN de 75 kb del genoma
fungico en el cromosoma lll, aproximadamente a 80 kb del telomero (Yu et al., 2004,
Yu, 2012).

Figura 7. Genes y ruta biosintética de las aflatoxinas. Fuente: Yu et al., 2004.
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La Figura 7 muestra que la linea vertical representa el grupo de genes de la ruta
biosintética de aflatoxinas de 82 kb y el grupo de genes de utilizacion de azucar en
A. parasiticus y A. flavus. Los nombres de los nuevos genes se dan a la izquierda
de la linea vertical y los nombres de los genes antiguos se dan a la derecha. Las
flechas a lo largo de la linea vertical indican la direccion de la transcripcion del gen.
La regla del extremo izquierdo indica los tamafos relativos de estos genes en
kilobases. Los genes de la via biosintética ST en A. nidulans, se indican a la derecha
de la figura. Las flechas de la parte derecha, indican las conexiones de los genes a
las enzimas que codifican, de las enzimas a los pasos de bioconversion en los que
estan involucrados y de los intermedios a los productos en los pasos de
bioconversion de aflatoxinas. Abreviaturas: NOR, (acido norsolorinico); AVN,
(averantina); HAVN, (5'-hidroxiaverantina); OAVN, (oxoaverantina); AVNN,
(averufanina); AVF, (averufina); VHA, (acetato de hemiacetal versiconal); VAL,
(versiconal); VERBO, (versicolorina B); VERA, (versicolorina A); DMST,
(demetilsterigmatocistina); DHDMST,  (dihidrodemetilterigmatocistina); ST,
(esterigmatocistina); DHST,  (dihidroesterigmatocistina); OMST, (O -
metilsterigmatocistina) y DHOMST, (dihidro- O -metilsterigmatocistina).

En cuanto a su toxicidad, las aflatoxinas son las micotoxinas mas estudiadas y
controladas, ya que se consideran toxinas muy potentes, que se relacionan con la
génesis del cancer, mutaciones puntuales y multiples alteraciones en el desarrollo
fetal. Investigaciones realizadas en animales, demuestran que las aflatoxinas
pueden producir toxicidad aguda y crénica. Los efectos agudos incluyen necrosis
hepética, nefritis, y congestion pulmonar. Los efectos crénicos incluyen dafio
celular, carcinogenicidad, teratogenicidad y mutagenicidad en modelos animales
(Bogantes, 2004).

4.1.8. Biologia molecular aplicada a la taxonomia de hongos filamentosos

La aplicacion de técnicas de Biologia Molecular, especialmente el analisis de
secuencias de nucleétidos del ADN y los estudios filogenéticos derivados de ellos,
han cambiado mucho los conceptos tradicionales de la taxonomia fungica. El uso
de las distintas herramientas de diagnéstico molecular constituye una alternativa,
cada vez mas indispensable, para la correcta y rapida identificacion de los mohos
filamentosos (Mercedes, 2011).

Con la adopcién actual del reconocimiento consolidado de especies donde los
caracteres moleculares juegan un papel predominante, la secuenciacion del ADN y
el andlisis filogenético se han convertido en el estandar de oro para la identificacion
precisa de hongos (Tsang et al., 2018). Cabe destacar que, existe una amplia lista
de genes utilizados para estudios de identificacién y/o filogenia de los hongos,
siendo los genes que codifican para los ARN ribosomicos (ADNr) los mas utilizados
para dichos estudios, estos genes se encuentran distribuidos formando tandems
(18S-5.85-28S), separados por regiones no codificantes denominadas espaciador
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interno transcrito (ITS) (Figura 8) y espaciador intergénico (IGS) (Mercedes, 2011).
Sin embargo, las regiones ITS no siempre proporcionan una buena resolucion para
especies filogenéticamente proximas, y el analisis de mas de un gen, puede
incrementar la fiabilidad de los resultados, como es el caso de el gen de B-tubulina
(Garzon, 2013; Acevedo, 2013).

Figura 8. Diagrama esquematico de la region del espaciador transcrito interno (ITS)
entre el rDNA de subunidad pequefia (SSU) y el rDNA de subunidad grande (LSU),
que incluye el rDNA de ITS I, ITS Il y 5.8S. Fuente: Horisawa et al., 2009
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Los ITS, generalmente se corresponden con secuencias altamente conservadas
entre las especies fungicas filogenéticamente proximas, en tanto que los IGS
presentan una variabilidad muy elevada, incluso a nivel intraespecifico. Otra
caracteristica que determina la amplia utilizacion de estos genes, es el hecho de
encontrarse en un numero elevado de copias (hasta 200 copias), facilitando su
amplificacion mediante la PCR (Mercedes, 2011).
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4.2. BASES LEGALES

En Colombia, existen normas que reglamentan los requisitos que debe cumplir el
café tanto en su etapa de produccion como en el producto final, dicha
reglamentacion busca un café inocuo y de calidad, buscando suplir las necesidades
del mercado actual.

Leyes:
Ley 76 de 1927. Sobre proteccion y defensa del café.
Ley 76 de 1931. Provee el fomento de la industria cafetera.
Ley 11 de 1972. Por la cual se deroga el impuesto de exportacion de café y se
dictan otras disposiciones.

Decretos:

Decreto 2078 de 1940. Se dictan medidas relacionadas con la industria del café.

Resoluciones:

Resolucion 030021 de 2017 Ministerio de Agricultura. Por medio del cual se
establecen los requisitos para la certificacion en Buenas Practicas Agricolas en
produccion primaria de vegetales y otras especies para consumo humano.

Resolucion 355 de 2002 - Ministerio de Comercio Exterior. Requisitos
relacionados con la Inscripcion en el Registro Nacional de Exportadores de Café.

Resolucion 01 de 2009 del Comité Nacional de Cafeteros. Por medio de la cual
se adopta la reglamentacién para el control y la administracion del registro de
exportadores de Café de la Federacion Nacional de Cafeteros de Colombia en su
condicion de administradora del Fondo Nacional del Café.

Resolucion 02 de 2016 del Comité Nacional de Cafeteros. Por la cual se

actualizan y unifican las normas de calidad del café verde en almendra para
exportacion.
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Normas Técnicas Colombianas:

NTC 3314. 1992. Café y sus productos. Vocabulario. Términos y definiciones.
Define los términos mas comunmente utilizados en relacion con el café y sus
productos.

NTC 3534. 2007. Café tostado, en grano o molido. Esta norma establece los

requisitos y los métodos de ensayo que debe cumplir el café tostado, en grano o
molido.
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4.3. ANTECEDENTES
4.3.1. A nivel internacional

La investigacion realizada por Garrido et al. (2018), consistié en identificar la
microbiota asociada a granos de café (Coffea spp.) recolectados en Chiapas,
México, asi como la incidencia y niveles de contaminacién por aflatoxinas totales y
ocratoxina. Para ello, realizaron recorridos por las principales zonas productoras y
de acopio en siete regiones de Chiapa, identificando los hongos a nivel de género
0 especie y las micotoxinas mediante ELISA. Lograron identificar 25 géneros y
especies de hongos, siendo Aspergillus spp. el género prevalente, seguido de
Penicillium spp., Fusarium spp., Curvularia spp., Rhizopus spp., Helminthosporium
spp. y Pestalotia spp. Se identificé a A. niger, A. flavus, A. ochraceus y A. clavatum.
Respecto a micotoxinas, hubo diferencias segun tipo de grano y origen de la
muestra. Las aflatoxinas totales no se encontraron en niveles altos, pero para
ocratoxina A, se registraron niveles altos. Como conclusion, se obtuvo que la
incidencia de hongos y la contaminacién con micotoxinas es variable, dependiendo
del tipo de grano de café, region y afio de muestreo.

Jiménez et al. (2017), plantearon como objetivo aislar e identificar los hongos
potencialmente micotoxigénicos presentes en cerezas de café variedad robusta y
granos secos (secado natural) colectados en la regiébn de Huatusco, Veracruz, a
700 m sobre el nivel del mar. Los resultados obtenidos en este estudio consistieron
en el aislamiento de un total de 98 cepas, de las cuales 35 presentaron fluorescencia
en agar coco. Los principales géneros encontrados fueron: Aspergillus spp.,
Penicillium spp., Fusarium spp., Rhizopus spp., Acremonium spp, Trichoderma spp.,
Phomopsis spp., Bjerkandera spp. Es importante mencionar que dentro de las cepas
identificadas se encuentran aquellos géneros productores de micotoxinas, como la
ocratoxina A y la aflatoxina B1, ademas de patulina, fumonisina y zearalenona.
Finalmente, a manera de conclusion se propuso que la cereza y grano de café
presentaron una gran diversidad fangica, aunque solo el 35 % de las cepas son
potencialmente productoras de micotoxinas representando un riesgo importante
para la salud del consumidor.

Un estudio realizado por Geremew y colaboradores en el 2016 plantearon como
objetivo tipificar los niveles de contaminacion por hongos y micotoxinas en el café
etiope consumido por la comunidad local. Para esto, recolectaron muestras de café
de seis distritos principales de cultivo de café en la zona de Jimma del estado
regional de Oromiya en Etiopia. Como resultado obtuvieron que la incidencia de
Aspergillus spp. fue del 79 %, de Fusarium spp. el 8 % y de Penicillium spp. fue del
5 %, siendo los géneros toxigénicos predominantes. Las especies productoras de
OTA, como A. westerdijkiae, A. ochraceus y A. steyniise fueron identificados por
primera vez en Etiopia y se demostré que eran las especies predominantes,
mientras que las especies de Aspergillus spp. productoras de aflatoxinas se
presentaron de manera escasa. Se concluyd que los aislados de Aspergillus
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westerdijkiae eran claramente los productores mas potentes de OTA.

Luna et al. (2010) encontraron en su estudio que el 100 % de las muestras
analizadas de café verde, se encontraban contaminadas con Aspergillus spp. y
Penicillum spp. productores de OTA, y el 100 % de las muestras de café analizadas
presentaron concentraciones de OTA por debajo de los limites permitidos por la
normatividad mexicana (1,2 a 7,7 ppb). Ademas, el trabajo realizado por ellos
presenta una metodologia combinada de deteccion de OTA comercial
(inmunoafinidad), con la valoracion de la capacidad productora de OTA por cepas
nativas de Aspergillus en tres almacenes de café de una regién productora de
México.

La investigacion realizada por Noonim et al. (2008), consistiéo en el aislamiento,
identificacion y potencial toxigénico de especies de Aspergillus spp. productoras de
ocratoxina. A partir de granos de café cultivados en dos regiones de Tailandia,
durante el 2006 y 2007, recolectaron 32 muestras de granos de café secos
tailandeses (Coffea arabica) y 32 muestras de granos de café secos de Tailandia
(Coffea canephora var. Robusta). Las muestras de granos de café arabico del norte
tuvieron un promedio de 78 % de incidencia de colonizacién con Aspergillus spp. de
la seccion Circumdati con Aspergillus westerdijkiae y A. melleus como especies
predominantes. Aspergillus spp. de la seccion Nigri se encontraron en el 75 % de
las muestras, mientras que A. ochraceus no se detectd. Los granos de café robusta
del sur estaban contaminados en un 98 — 100 % predominantemente con A.
carbonarius y A. niger.  A. westerdijkiae s6lo se encontré6 en una muestra. Se
concluy6 que la diversidad de la poblacion de hongos probablemente se
correlacion6 con el origen geografico del café, el cultivo de café y el método de
procesamiento.

Suarez et al. (2004) report6é que los niveles de contaminacién encontrados en los
procesos de café fueron 80 %, 72 % y 92 %, para el café pergamino, café cereza
seco y café verde, respectivamente. Aspergillus ochraceus fue aislado de los tres
procesos representando un porcentaje de 6,6 %, 8,3 % y 3,3 % de los aislamientos
totales, y Aspergillus niger con un porcentaje de 15 %, 13 % y 25 % de las cepas
aisladas, respectivamente. El potencial toxigénico de cinco cepas de A. ochraceus
y dos de A. niger se prob6 en medio FDA y medio de café usando la técnica de
HPLC. Los resultados arrojaron que no hubo diferencia entre los procesos
estudiados en términos de aislamiento y ocurrencia de hongos ocratoxigénicos.

Urbano y colaboradores, en el afio 2001 encontraron que el 100 % de los granos de
café estudiados estaban contaminados por mohos, de los cuales, el 33,2 %
pertenecian al género Aspergillus spp. y de estos el 10,3 % y 22,9 % correspondian
a Aspergillus ochraceus y Aspergillus niger, respectivamente. La suficiencia en
producir ocratoxina por parte de estas dos especies, fue determinada en un total de
155 cepas, mediante el método del tampdn de agar y el de extraccion con
cloroformo dando resultados positivos para el 88,1 % de las cepas de A. ochraceus
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y el 11,5 % de las cepas de A. niger. El analisis de OTA en las muestras de café de
terraza y granero mostro que, independientemente del cultivar, el afio de cosecha o
la region de produccion, todas las muestras analizadas, excepto una, mostraron
niveles de micotoxinas por debajo del limite sugerido por el Mercado Comun
Europeo (8 pg/kg), lo que indica que el problema es restringido y se debe a fallas
severas en las practicas de cosecha y almacenamiento.

4.3.2. A nivel nacional

Para el afio 2012, Gamboa, en su investigacion tomo muestras de 5.000 granos de
café en diferentes estadios de su procesamiento, encontrando que taxones fungicos
potencialmente toxigenos, tales como Aspergillus spp., Fusarium spp. y Penicillium
spp. El estudio incluyé muestras desde el fruto en el arbol hasta café tostado y
empacado listo para la venta en supermercados. Los resultados muestran que la
distribucion de estos hongos no es aleatoria entre los diferentes pasos del
procesamiento del café, lo que significa que algunos pasos son mas vulnerables a
la infeccion con algunos hongos que otros. Y discutié sobre la conveniencia de
establecer un programa dedicado a la deteccion de hongos y/o micotoxinas en
productos colombianos, especialmente el café.

4.3.3. A nivel regional

En el 2016, Cajiao y colaboradores, realizaron un estudio en donde se recolectaron
muestras de café cereza procedentes de diferentes municipios productores de Norte
de Santander y posteriormente en el laboratorio se aislaron y caracterizaron
fenotipicamente los siguientes agentes fungicos del grano de café: Aspergillus spp.,
Penicillium spp., Fusarium spp., Cladosporium spp., Mucor spp. y Rhizopus spp.
con ayuda de claves taxondmicas. Los hongos que presentaron una alta incidencia
fueron Aspergillus spp. y Fusarium spp. Entre las tres variables fisicoquimicas
analizadas en el café cereza (pH, actividad de agua, % de humedad) se puede
afirmar con certeza que la actividad de agua y el porcentaje de humedad influyen
directamente en el numero y tipo de aislamientos fangicos obtenidos.

Rojas et al., en el 2015, en su estudio recolectaron muestras de café de las
diferentes etapas de produccién: (Café cereza, pergamino, trillado, tostado y molido)
en el municipio de Toledo, Norte de Santander - Colombia. Para la observacion del
crecimiento fangico, los granos se sembraron en Agar PDA (Papa dextrosa Agar) y
Sabouraud, incubandose a 25°C por 3 dias. Se encontr6 la presencia de géneros
tales como Aspergillus spp., Penicillium spp. y Fusarium spp. De otro lado, se evaluo
la calidad fangica del café molido, mediante el recuento de hongos y levaduras en
Agar Sabouraud, se incub6 a 25°C por 5 a 7 dias, encontrando que el producto final
(café molido) cumple con los parametros establecidos en la NTC 3534 — 2007 Café
tostado, en grano o molido. A su vez, al café en sus diferentes etapas se le
determind variables fisicoquimicas (pH, Aw, porcentaje de humedad), encontrando
que a medida que avanza el procesamiento del café algunos parametros
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fisicoquimicos se ven afectados como es el caso de la Aw, a diferencia de otras
variables como pH que no present6 diferencias significativas en cada una de ellas.
Las variables fisicoquimicas facilitan el desarrollo de hongos en todo el proceso.
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5. METODOLOGIA

5.1. PROCESO DE MUESTREO

Se recolectaron un total de 44 muestras de café, en la etapa de produccion
denominada cereza en 8 municipios del departamento Norte de Santander
(Arboledas, Bochalema, Chinacota, Cucutilla, Durania, Ragonvalia, Salazar y
Toledo) ubicados entre 845 msnm y 1642 msnm; las muestras fueron tomadas
directamente del cafeto o arbusto. La muestra estaba compuesta por café cereza
maduro y verde (aproximadamente 300 g). Todas las muestras fueron transportadas
y almacenadas en cadena de frio y bajo condiciones de asepsia hasta su
procesamiento.

5.2. ANALISIS MICROBIOLOGICO DIRIGIDO AL AISLAMIENTO
FUNGICO

El procesamiento microbiolégico fue desarrollado atendiendo a las
recomendaciones dadas por Ayala (2017), con algunas modificaciones; dicho
procesamiento consistio en la siembra directa de granos de café (4 granos) en cajas
de Petri con agar PDA (Papa Dextrosa Agar), las cuales fueron incubadas a una
temperatura de 25°C por 5 dias. Dichas modificaciones consistieron en no llevar a
cabo la desinfeccion de los granos ya que el objetivo era aislar el total de las
morfoespecies presentadas y no limitar el crecimiento de alguna de ellas. Asi
mismo, el tiempo de incubacion se modificd, ya que este dependia del desarrollo
del hongo. Posteriormente, se realizaron nuevos repiques con el objetivo de aislar
todas las morfoespecies presentadas en cada muestra. Una vez se contd con las
cepas en forma axénica, se procedid6 a conservar bajo el término de
criopreservacion (glicerol al 40 %) manteniendo las cepas bajo congelacion a -30°C
para usos posteriores (Pinzon et al., 2009).

5.3. CARACTERIZACION DE LAS CEPAS FUNGICAS AISLADAS

Todas las cepas obtenidas del aislamiento fungico fueron caracterizadas
macroscopica y microscopicamente siguiendo las taxonomias y nomenclaturas
dadas por Pitt y Hocking (2009); Samson et al. (2014) Visagie et al. (2014 a) y
Visagie et al. (2014 b); en relacion a la identificacion de hongos de los géneros
Aspergillus spp. y Penicillium spp. Para tal fin, los aislados fueron sembrados en los
medios de cultivo MEA (Samson et al., 2010) (25°C) y CYA (Pitt, 1979) (30°C) para
cepas con morfoespecie tipica de Aspergillus spp. y en el medio de cultivo MEA
(25°C) para las morfoespecies peculiar de Penicillium spp., por un tiempo de 7 dias
(Anexo 2).
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Para la identificacion de los aislados con crecimiento caracteristico de Fusarium
spp., se tomé como punto de partida, las taxonomias y homenclaturas propuestas
por Summerell et al. (2003) y Leslie et al. (2006). Para ello, las cepas tipicas fueron
sembradas en medios de cultivo como CLA (25°C) y SNA (25°C) descritos por
Summerell et al. (2003), Leslie et al. (2006), Gagkaeva (2008) y Pérez (2014);
siendo su periodo de incubacion de 7 dias (Anexo 3).

Con relacién a los hongos con crecimiento atipico, su caracterizacion se llevé a cabo
teniendo en cuenta la taxonomia y nomenclatura ofrecida por Barnett & Hunter
(1998) y Carrillo (2003). Para esta finalidad, las cepas fueron sembradas en agar
MEA (25°C) por un tiempo de incubacion de 5 a 7 dias.

Pasado el tiempo de incubacion, se realizd la medicion del didametro de las colonias
con un pie de rey marca Ledn, ademas de la descripcion macroscopica del reverso
y anverso de las mismas, y para la de terminacion del color se utiliz6 como guia la
tabla de colores de Munsell (2000).

En cuanto a la descripcion microscépica, se realiz6 de acuerdo al método simple
descrito por Harris (2000), en donde se tomd un trozo de cinta adhesiva, la cual
entré6 en contacto con el cultivo fungico y posteriormente se posd sobre un
portaobjetos que contenia azul de algodon de lactofenol para finalizar la preparacion
del montaje y observar al microscopio éptico.

5.4. ANALISIS FISICOQUIMICO

El procesamiento fisicoquimico fue llevado a cabo a cada una de las muestras y los
analisis realizados fueron:

Actividad del agua (Aw): se utiliz6 el HygroPalm HP23-AWA marca Rotronic,
introduciendo de 2 - 4 granos de café en el equipo.

pH: para la determinacion de esta variable, se tomaron entre 4 y 5 gramos de
muestra disuelta en agua destilada, y usando un pHmetro marca WTW Multi 3430
se tomaron las respectivas lecturas.

Porcentaje de humedad: se determiné el porcentaje de humedad mediante el uso
de una balanza de humedad marca Precisa modelo MX 60, en donde se peso6
aproximadamente 2 g de muestra, la cual fue sometida a una temperatura de 105°C
hasta llevar a peso constante.

Cada determinacion se realiz6 por duplicado y se tabulé en Microsoft Excel para su

posterior tratamiento y analisis estadistico mediante el software STATGRAPHICS
centurion XV (Anexo 1).
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5.5. METODOS DE DETECCION DE LA PRODUCCION DE
AFLATOXINAS EN MEDIOS DE CULTIVO

5.5.1. Método de vapores amoniacales

Se utilizo el total de las cepas identificadas fenotipicamente como Aspergillus spp.
Asi mismo, el método descrito por Saito y Machida (1999) fue puesto a
consideracion, con algunas modificaciones. Cada cepa fue inoculada en el centro
del medio de cultivo (PDA, YES, ALC) (Anexo 4) e incubadas a 25°C por un tiempo
de 7 dias. Posteriormente, las placas fueron puestas boca abajo y se adicion6 0,2
ml de solucion de amoniaco al 25 % en la tapa de la placa, por ultimo, se incubaron
las placas nuevamente a temperaturas de 25°C por 6 dias, con una revision
periodica.

5.5.2. Método de emision de fluorescencia

Los aislamientos caracteristicos de Aspergillus spp. se sembraron en 3 diferentes
medios de cultivo con la finalidad de observar cual de ellos proporciona mejores
resultados; dichos medios fueron agar leche de coco (ALC) (Anexo 4), agar extracto
de coco (AEC) y agar coco rallado (ACR) (Anexo 5); dichos medios inoculados, se
incubaron a una temperatura de 25°C por un tiempo de 15 dias. Consecuentemente,
el reverso de ALC, AEC y ACR se expuso a longitudes de onda de luz UV (365 nm)
en un ambiente oscuro con el fin de detectar las cepas aflatoxigénicas (Lin et al.,
1976; Dyer et al., 1994; Heenan et al., 1998).

5.6. IDENTIFICACION MOLECULAR

De las cepas aisladas, cuatro de ellas fueron seleccionadas para ser identificadas
molecularmente, teniendo en cuenta las caracteristicas fenotipicas y con el fin de
identificar cepas diferentes, correspondientes a los géneros que presentaron mayor
presencia. El procedimiento llevado a cabo se menciona a continuacién segun las
especificaciones de CorpoGen (2019):

Aislamiento y purificacién del DNA. Amplificacion por PCR (Polymerase Chain
Reaction) con los iniciadores ITS4 e ITS5 de la region genética denominada ITS
(Internal Transcribed Spacer) del DNA ribosomal fungico. Posteriormente, se llevo
a cabo la purificacidon de los fragmentos de PCR y secuenciacion mediante método
Sanger con los iniciadores ITS4 e ITS5. Seguidamente, se realizé la limpieza y
ensamblaje de las secuencias para obtener la secuencia problema. Luego se
efectuo el analisis taxonomico de la secuencia mediante la herramienta BLAST
(Basic Local Alignment Search Tool), del NCBI (National Center for Biotechnology
Information), comparando contra la coleccion de nucleoétidos (nr/nt), del mismo
NCBI, que comprende las bases de datos: GenBank, EMBL (European Molecular
Biology Laboratory), DDBJ (DNA Data Bank of Japan), PDB (Protein Data Bank) y
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RefSeq. Asi mismo, se ejercid el analisis taxondmico de la secuencia mediante la
herramienta BLAST comparando contra la base de datos de UNITE. Ademas, se
hizo un analisis taxondmico de la secuencia mediante la herramienta “Classifier”,
alojada en el sitio Web de RDP (Ribosomal Data Project), comparando contra la
base de datos “Warcup Fungal ITS trainset 2”. Finalmente, se determind la
clasificacion taxondmica de la secuencia consenso.

En la Figura 9 se presenta la metodologia, en forma general aplicada durante el
estudio.

Figura 9. Diagrama de flujo de la metodologia aplicada. Fuente: Autor
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

El café se ha visto influenciado por factores que alteran tanto la calidad del mismo,
como la seguridad e inocuidad. La contaminacion por mohos filamentosos es uno
de los principales responsables, ya que su presencia desencadena lo mencionado
anteriormente, ademas, pueden generar productos de su metabolismo que pueden
ser toxicos, como lo son las micotoxinas y generar problemas de salud. Es aqui
donde radica la importancia de conocer los factores intrinsecos como extrinsecos
implicados en el desarrollo de los mohos y las consecuencias que conllevan.
Conocer la microbiota fungica presente en los granos de café, se muestra como una
ventaja a la hora de dar soluciones a los problemas que conlleva su disposicion en
temas de seguridad, inocuidad y regulacion, por tal razon, la identificacion fenotipica
y genotipica es indispensable cuando de este tema se trata.

Por consiguiente, a continuacion, se dan a conocer los resultados obtenidos a lo
largo del desarrollo de esta investigacion.

6.1. CARACTERIZACION MACROSCOPICA Y MICROSCOPICA DE LAS
CEPAS AISLADAS

Atendiendo al objetivo principal de esta investigacion, se realiz6 la caracterizacion
de las cepas aisladas de los municipios muestreados; dicha caracterizacion se llegé
hasta un nivel de género y de esta forma se determiné la microbiota implicita en el
café que se cultiva en el departamento Norte de Santander. Se determinaron las
caracteristicas en el reverso de la placa de Petri como color, didmetro de las
colonias y generacién de pigmentos. En cuanto al anverso, se observaron
caracteristicas, tales como: color de las colonias, forma de las colonias, textura y
generacion de exudados. Ahora bien, la microscopia consistio en registrar
caracteristicas como cuerpo fructificante (estructuras reproductoras), hifas vy
esporas. La caracterizacion fenotipica de estas cepas, es de gran importancia, ya
gue sirve como apoyo a la hora de identificar de manera molecular las cepas de los
géneros mas predominantes de esta investigacion, tal y como se muestra en la
sesidn 6.4, ya que los registros de estas caracteristicas que son de la Microbiologia
tradicional, van ligados a la identificacion molecular.

Las cepas X007-2, X013-4, X025-2, X006, y X029-2, exhibieron caracteristicas
macroscopicas similares en medios de cultivo MEA y CYA. En el medio de cultivo
MEA presentaron las siguientes caracteristicas: Reverso: colonia de color beige -
amarillo, con diametro de 39,40 mm, ademas de no presentar pigmentos. Anverso:
colonia de color entre verde oliva a amarillo oliva, con borde blanco, sin produccion
de exudados, con micelio blanco a penas visibles, colonias surcadas y con textura
pulverulenta o polvosa (Figura 10: A, B y C). En el medio de cultivo CYA contiene
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caracteristicas como: Reverso: colonias de color beige, con diametros de 51,51 mm
y sin generacion de pigmentos. Anverso: las colonias de color verde oliva, con
bordes blancos, con micelio blanco en la mitad de las colonias siendo a penas
visible, las colonias son surcadas, sin exudados y con textura polvosa (Figura 10:
D, Ey F). En cuanto a las caracteristicas microscopicas, presentan conidioforos de
pared delgada hialinos, cabezuelas radiadas biseriadas con diametros de 75 pum,
vesiculas esféricas con diametros de 40 um, métulas con tamafios de 15 pm
aproximadamente, ocupando practicamente toda la superficie de la vesicula y
conidios globosos o elipsoidales con tamafios de 5 um de didmetro hialinos o color
verde, finalmente, hifas hialinas septadas gruesas con 5 um de ancho (Figura 10:
G, H, ). Segun la descripcion macroscopica y microscopica las cepas pertenecen
al género Aspergillus.

Figura 10. Caracterizacion macroscoépica y microscopica de los aislamientos X006,
X007-2, X013-4, X025-2, X029-2 en MEA (A: reverso, B: anverso, C: textura); CYA
(D: reverso y E: anverso, F: textura); G: conidioforo, H: hifas e I: esporas. Fuente:
Autor.
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Las cepas X004-2, X008-2, X014, X018, X026-2 y X030, exhibieron caracteristicas
macroscopicas similares en medios de cultivo MEA y CYA. En el medio de cultivo
MEA presentaron las siguientes caracteristicas: Reverso: colonia de color amarillo,
con didmetro de 32 mm, ademas de no presentar pigmentos. Anverso: colonia de
color entre gris oliva y azul verdoso, con bordes blancos, sin produccion de
exudados, sin micelio, colonias surcadas y con textura aterciopelada (Figura 11: A,
B y C). En el medio de cultivo CYA contiene caracteristicas como: Reverso:
colonias de color amarillo crema, con diametros de 24,53 mm y sin generacion de
pigmentos. Anverso: las colonias de color gris oliva, con bordes blancos, sin
micelio, las colonias son surcadas, con poca produccién de exudados sin color y
con textura aterciopelada (Figura 11: D, E y F). En cuanto a las caracteristicas
microscopicas, presentan conidiéforo quaterverticilado hialino con tamafio
aproximado de 60 um, las ramas o branch con tamafio de 25 um, métulas de 10
pum, fialides de 7 - 8 um, y conidios (esporas) redondas de pared gruesa con
diametros de 4 - 5 um de color verde oliva, finalmente, hifas hialinas septadas
gruesas con 3 um de ancho (Figura 11: G, H, I). Segun la descripcion macroscopica
y microscoépica las cepas pertenecen al género Penicillium.

Figura 11. Caracterizacion macroscopica y microscopica de los aislamientos X004-
2, X008-2, X014, X018, X026-2 y X030 en MEA (A: reverso, B: anverso, C: textura);
CYA (D: reverso y E: anverso, F: textrua); G: conidiéforo, H: hifas e I: esporas.
Fuente: Autor.
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Las cepas X004-3, X008-1, X020, X037, X038 y X042, exhibieron caracteristicas
macroscopicas similares en medios de cultivo CLA y SNA. En el medio de cultivo
CLA presentaron las siguientes caracteristicas: Reverso: colonia de color amarillo,
con didmetro de 54,23 mm, y poca produccién de pigmento purpura. Anverso:
colonia de color blanca, crecimiento rapido y abundante micelio, sin produccion de
exudados, colonias con textura algodonosa (Figura 12: A, B y C). En el medio de
cultivo SNA contiene caracteristicas como: Reverso: colonias de color blanco, con
diametros de 37,64 mm y sin generacion de pigmentos. Anverso: las colonias de
color blanco, crecimiento lento, con micelio moderado, sin produccion de exudados
y textura algodonosa (Figura 12: D, E y F). En cuanto a las caracteristicas
microscopicas, presentan macroconidias hialinas con tamafos de 20 um, presenta
dos septos y con forma curveada, las células apicales tienen forma de roma y las
basales apenas con muescas y se forman a partir de las monofialides. Con respecto
a las microconidias tienen formas ovoides con tamafos de 5 um, forman cabezas
falsas con un numero aproximado de 25 microconidias. No se presentan
clamidosporas, mesoconidias, esporodoquia, esclerotia ni estroma. Finalmente,
presenta hifas hialinas septadas con 4 um de ancho (Figura 12: G, H, ). Segun la
descripcion macroscopica y microscopica las cepas pertenecen al género Fusarium.

Figura 12. Caracterizacion macroscopica y microscépica de los aislamientos X004-
3, X008-1, X020, X037, X038 y X042 en CLA (A: reverso, B: anverso, C: textura);
SNA (D: reverso y E: anverso, F: textrua); G: macroconidias, H: hifas e I:
microconidias. Fuente: Autor.
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Las cepas X003, X13-3, X019-2. X023-1 y X027-1 exhibieron caracteristicas
macroscopicas similares en el medio de cultivo MEA. Las caracteristicas son las
siguientes: Reverso: colonia de color amarillo - beige, con didmetro de 57,83 mm,
sin produccion de pigmento. Anverso: colonia de color blanco, delgadas,
extendidas, crecimiento rpido, sin presencia de micelio, sin produccién de
exudados, colonias con textura cremosa suave (Figura 13: A, B, C, D, Ey F). En
cuanto a las caracteristicas microscopicas, presentan hifas hialinas gruesas de 4 -
5 um. Se presentan artroconidios o artrosporas que miden 8 - 10 um de largo por 4
- 5 um de ancho, estos se forman por la segmentacion de las hifas mediante dobles
septos, son hialinos, unicelulares o en cadena, con forma de barril o bastén, con
extremos truncados. Los conidioforos son indefinidos o ausentes (Figura 13: G, H,
[). Segun la descripcibn macroscépica y microscopica las cepas pertenecen al
género Geotrichum.

Figura 13. Caracterizacion macroscoépica y microscopica de los aislamientos X003,
X13-3, X019-2. X023-1 y X027-1 en MEA (A, D: reverso, B, E: anverso, C, F:
textura); G, I: artrosporas, H: hifas. Fuente: Autor
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Las cepas X011 y X012 exhibieron caracteristicas macroscoépicas similares en el
medio de cultivo MEA. Las caracteristicas son las siguientes: Reverso: colonia de
color amarillo - beige, con tamafio ilimitado (cubren el total del medio de cultivo), sin
produccion de pigmento. Anverso: colonia de color blanco al inicio del crecimiento,
pero luego se torna oscuro por el crecimiento de los esporangios, no hay produccion
de exudados, colonias con textura o aspecto velloso — algodonoso, su crecimiento
aéreo es abundante (Figura 14: A, B, C, D, Ey F). En relacién a las caracteristicas
microscopicas, presentan hifas hialinas, cenociticas, gruesas (macrosifonado) de 8
um que son aseptadas. Presenta esporangiéforo hialino, sus paredes contienen
finas incrustaciones. Contiene una columnela ovoide, hialina con tamafio de 10 pm.
Carece de apofisis, estolon y rizoides. Los esporangios son esféricos con diametro
de 30 um, de color marron, lleno de esporangiosporas. Las anteriores, presentan
tamafios de 5 pum, elipsoidales de paredes lisas con un color gris verdoso. (Figura
14: G, H, I). Segun la descripcibn macroscopica y microscopica las cepas
pertenecen al género Mucor.

Figura 14. Caracterizacion macroscépica y microscépica de los aislamientos X011
y X012 en MEA (A, D: reverso, B, E: anverso, C, F: textura); G: esporangio, H: hifas,
I: esporangiosporas. Fuente: Autor
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Una vez obtenidos los resultados de las caracterizaciones de todos los aislados, se
procedié a determinar la presencia de los mismos en relacion a los municipios
muestreados, obteniendo como resultado lo plasmado en la Figura 15.

Figura 15. Porcentajes de presencia de hongos aislados de los cultivos de café en
los diferentes municipios. Fuente: Autor
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Procedencia

Como se puede observar en la Figura anterior, se muestrearon 8 municipios y se
determinaron 5 géneros de los 60 aislados obtenidos. Dos de los municipios
presentaron un 100 % de presencia del género Fusarium, correspondiendo a
Durania y Salazar. El municipio de Arboledas, presenté dos géneros siendo estos
Penicillum y Geotrichum, con un porcentaje de presenia del 80 y 20 %,
respectivamente. Asi mismo, los municipios de Bochalema, Chinacota y Toledo,
presentaron 3 géneros diferentes con porcentajes de presencia como se muestra a
continuacion: Bochalema: Penicillium spp. (37 %), Aspergillus spp. (37 %),
Geotrichum spp. (25 %). Chinacota: Penicillium spp. (50 %), Fusarium spp. (25 %)
y Geotrichum spp. (25 %). Toledo: Penicillium spp. (14 %), Aspergillus spp. (43 %)
y Geotrichum spp. (43 %). El municipio de Cucutilla presentd 4 géneros con
presencia del 20 % (Penicillium spp.), 20 % (Aspergillus spp.), 10 % (Fusarium spp.)
y 50 % (Geotrichum spp.). Por ultimo, el municipio de Ragonvalia fue el Gnico en
presentar los 5 géneros determinados, siendo de esta manera Penicillium spp., con
un 23 %, Aspergillus spp., con un 8 %, Fusarium spp., con un 46,2%, Geotrichum
spp. con 8 % y Mucor spp., con un 15 %.

Una vez determinados los porcentajes de presencia por municipios, se
establecieron los porcentajes de los géneros a nivel general (Figura 16) y de esta
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forma caracterizar la microbiota presente en los cultivos de café de los diferentes
municipios del departamento Norte de Santander.

Figura 16. Porcentaje de presencia del total de los hongos aislados. Fuente: Autor
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Como es de apreciarse en la Figura anterior, los géneros de mayor presencia fueron
Fusarium spp. (35 %), Penicillium spp. (25 %) y Geotrichum spp. (22 %). Por el
contrario, los géneros que presentaron menor presencia fueron Aspergillus spp. (15
%) y Mucor spp. (3 %). Los anteriores resultados se relacionan con los obtenidos
por Garrido et al. (2018), quienes lograron identificar 25 géneros y especies de
hongos, siendo Aspergillus spp. el género prevalente, seguido de Penicillium spp.,
Fusarium spp., Curvularia spp., Rhizopus spp., Helminthosporium spp. y Pestalotia
spp. También con Jiménez et al. (2017), donde los resultados obtenidos consistieron
en el aislamiento de un total de 98 cepas, y sus principales géneros encontrados
fueron: Aspergillus spp., Penicillium spp., Fusarium spp., Rhizopus spp.,
Acremonium spp., Trichoderma spp., Phomopsis spp., Bjerkandera spp. En relacion
al objetivo general de esta investigacion, todos estos hallazgos se realizaron a partir
de granos de café y es importante mencionar que se presentaron los mismos
géneros entre una investigacion y otra, pero con la excepcion de los géneros
Geotrichum spp. y Mucor spp. Por tal razén, el presente estudio sirve como un pie
de apoyo para la continua investigacion sobre la microbiota presente en el café tipo
cereza que se cultiva en el departamento Norte de Santander, ya que sélo se ha
realizado un unico estudio anteriormente, reportado por Cajiao et al. (2016), quienes
obtuvieron como resultado la caracterizaron fenotipicamente de Aspergillus spp.,
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Penicillium spp., Fusarium spp., Cladosporium spp., Mucor spp. y Rhizopus spp.
siendo los hongos de mayor presencia, Aspergillus spp. y Fusarium spp.

6.2. DETERMINACION DE LAS PROPIEDADES FISICOQUIMICAS
ASOCIADAS AL GRANO DE CAFE (TIPO CEREZA) CULTIVADO EN
NORTE DE SANTANDER

Considerando que la presencia de los hongos (micotoxigénicos o no) en etapas de
beneficio del café, como cultivos o almacenamiento, pueden alterar los factores
abidticos del grano, como lo es el pH, Aw y porcentaje de humedad, los cuales
determinan si se establece el hongo o no; los resultados de un andlisis de varianza
de cada variable fisicoquimica se evidencian en las Tabla 3, 4 y 5.

Tabla 3. ANOVA para pH por Procedencia Fuente: Autor

Suma de Cuadrado ,
Fuente Cuadrados Gl Medio Raz6n-F  Valor-P
Entre grupos 295,859 7 42.2656 53,87 0,0000
Intra grupos 62,765 0 0,784562

Total (Corr.) 358,624 87

Puesto que el valor-P de la prueba-F es menor que 0,05, existe una diferencia
estadisticamente significativa entre la media de pH entre un nivel de procedenciay
otro, con un nivel del 95,0 % de confianza.

Tabla 4. ANOVA para Aw por Procedencia. Fuente: Autor
Fuente Sumade Gl Cuadrado
Cuadrados Medio

Entre grupos  0,0337622 7 0,00482317 19,04 0,0000
Intra grupos 0,0202702 80 0,000253377
Total (Corr.)  0,0540323 87

Razén-F Valor-P

Al igual que la tabla anterior, puesto que el valor-P de la prueba-F es menor que
0,05; existe una diferencia estadisticamente significativa entre la media de Aw entre
un nivel de procedencia y otro, con un nivel del 95,0 % de confianza.
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Tabla 5. ANOVA para % de Humedad por Procedencia. Fuente: Autor

Suma de Cuadrado ,
Fuente Cuadrados Gl Medio Razon-F  Valor-P
Entre grupos 2507,2 7 358,171 14,24 0,0000

Intra grupos 2012,3 80 25,1538
Total (Corr.) 4519,5 87

Se observa, que el valor-P de la prueba-F es menor que 0,05, por tal razén, se hace
mencion a que existe una diferencia estadisticamente significativa entre la media
del porcentaje de humedad entre un nivel de procedencia y otro, con un nivel del
95,0 % de confianza.

Como es de apreciarse, al momento de aplicar el ANOVA para cada uno de los
factores (pH, Aw y % Humedad), esta indica que existen diferencias
estadisticamente significativas de cada uno de estos en relacion a la procedencia,
evidenciando de esta forma que las condiciones o valores de estas variables
fisicoquimicas son propias de cada municipio. Es decir, el desarrollo de diferentes
mohos filamentosos podria presentarse ya que cada municipio muestra valores
anicos de pH, Aw y % de humedad, y dichas lecturas determinan la presencia del
moho y que, ademas, varian dependiendo de la especie de estos organismos
multicelulares. Sin embargo, vale la pena resaltar que los mohos tienen la capacidad
de desarrollarse a diferentes valores de cada uno de estos factores, como, por
ejemplo: tienen la facultad de soportar escalas de pH entre 2 — 9, pero con un pH
Optimo en la mayoria de las especies de 5 - 6 (Andino et al., 2010), asi mismo, la
mayor parte de mohos se desarrollan a partir de valores de Aw de 0,70 (Gimeno,
2002), lo cual es de esperarse ya que para el grano de café cereza (café verde)
existe una mayor absorcién de agua, permitiendo que sea mas susceptible al
deterioro por parte de microorganismos (Alvaro, 2010). Ademas, para que se
produzca la germinacion y/o esporulacién de los mohos, estos necesitan valores de
humedad relativas superiores al 90 % (Carfiedo et al., 2004).

En la Tabla 6, se presentan los resultados de los grupos homogéneos de las

pruebas de multiples rangos, gracias a un analisis de conglomerados adquiridos por
el software STATGRAPHICS centurién XV.
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Tabla 6. Grupos homogéneos de las pruebas de multiples rangos. Medias y
desviaciones estdndar de las variables de cada municipio. Fuente: Autor.

FACTORES FISICOQUIMICOS

PROCEDENCIA

Aw pH % HUMEDAD
0,9139 a 47005 a 72,9303 bcd
Arboledas
+0,0121 +0,6289 + 0,9663
0,9464 b ¢ 8,9304 cd 65,6246 a b
Bochalema
+0,0131 +0,2842 + 2,5401
_ 0,9145 a 8,7815cd 71,8977 abcd
Chinacota
+0,0125 +0,4182 +2,0317
, 0,9451 b 4,3907 a 68,5266 ab c
Cucutilla
+0,0276 + 00,3386 +1,4733
_ 0,9671cd 9,3348 d 81,908d e
Durania
+ 0,0046 +0,1082 + 6,7954
_ 0,9236 a 7,8551 c 76,5864 cde
Ragonvalia
+ 0,0202 +1,4222 + 6,0806
0,9539bcd 6,7847 b 72,7356 b cd
Salazar
+ 0,0084 +1,5031 +7,2914
0,9716d 8,9156 cd 65,2942 a
Toledo
+ 0,0077 +0,3520 + 4,9340

Como se muestra en la tabla anterior, los grupos homogéneos de la prueba de
multiples rangos, utilizando el método Tukey, permite detectar diferencias
estrechamente relacionadas entre dos medias muestrales, para de esta forma
considerar que dos tratamientos son estadisticamente diferentes. Por ejemplo: en
el factor de Aw, el superindice a indica que no existe una diferencia
estadisticamente significativa entre las medias muestrales de Arboledas y
Chinacota, con un nivel del 0,5 % (95 %), pero si entre Arboledas y Cucutilla. Este
mismo analisis, se aplica para cada uno de los superindices en cada uno de los
factores fisicoquimicos. Estos resultados permiten inferir la presencia de especies
diferentes o iguales de mohos filamentosos en el café de los municipios
muestreados.

Al mismo tiempo, el andlisis de conglomerados permite clasificar los municipios de
procedencia del café, en dos grandes grupos (Figura 17), atendiendo a los factores
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Distancia

24

1,6
1,2
0,8
0,4

fisicoquimicos. Dichos grupos corresponden por un lado a Arboledas, Cucutilla y
Salazar, y por el otro, al restante de los municipios, y esta figura (Figura 17), muestra
gué tan distantes se encuentran los valores anteriormente mencionados entre si,
teniendo en cuenta la procedencia.

Figura 17. Dendograma, Método del Vecino Mas Cercano, Euclideana Cuadrada.
Fuente: Autor.
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Un andlisis discriminante y de cluster, arroja como resultado lo evidenciado en la
Figura 17, dos grandes grupos se asocian atendiendo a las variables fisicoquimicas,
uno que corresponde a las muestras procedentes de Cucultilla, Salazar y Arboledas,
y un segundo grupo a los municipios restantes.

Lo anterior, se presenta en la grafica de funciones discriminantes (Figura 18) donde
muestra una conducta de dos grupos principales, los mencionados anteriormente,
y si se observa la imagen del departamento Norte de Santander (Figura 19), dichos
grupos, por ejemplo, Arboledas — Cucutilla - Salazar, son municipios préximos entre
si o0 vecinos, lo mismo sucede con las procedencias restantes. Por tal razon, se
infiere que las caracteristicas geo climaticas, juegan un papel importante para la
obtencién de estos resultados relacionados.
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Figura 18. Grafica de funciones discriminantes. Fuente: Autor.
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Funcién 1

Asi mismo, gracias a esta grafica (Figura 18) y a los coeficientes de la funcién de
clasificacion para procedencia, se pueden utilizar las funciones 1y 2 (0,011289*Aw
+ 0,071225*Humedad + 0,991358*pH), para determinar la posible procedencia de
una muestra en cuestion, si reemplazamos los datos de las variables fisicoquimicas.
Es decir, se obtienen dos datos, uno de cada funcion, y con esos valores, se
identifica la posible procedencia de la muestra.
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Figura 19.

Departamento de Norte de Santander. Fuente: colombiamapas.net
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6.3. DETERMINACION DE CEPAS CON POTENCIAL AFLATOXIGENICO
AISLADAS A PARTIR DEL GRANO DE CAFE

De acuerdo a las taxonomias y nomenclaturas sentadas por Pitt y Hocking, (2009),
Samson et al. (2014), Visagie et al. (2014 a) y Visagie et al. (2014 b), las cepas
identificadas con el género Aspergillus spp., ademas, de contener caracteristicas
similares a A. flavus, A. parasiticus y A. nomius, ya que estos son las responsables
de la produccién de aflatoxinas Bi, B2, G1 y G2 (FAO/OMS, 2007) fueron sometidos
a pruebas de determinacion de aflatoxinas mediante el uso de medios de cultivos.
En la Tabla 7 se presentan los resultados obtenidos después de inocular los
aislados en los medios de cultivo YES, PDA y ALC y posterior exposicion a vapores
amoniacales.

6.3.1. Determinacion de aflatoxinas mediante vapores amoniacales

Tabla 7. Efecto de los medios sobre la intensidad del color rosa inducido por el
vapor de amoniaco (incubacién de 6 dias a 25 °C). Fuente: Autor.
Cambio de color del reverso

YES PDA ALC

X006 - - -
X007-2 - - -
X013-4 - - -
X015-1 - - -

X024 - - -
X025-2 - - -
X027-2 - - -
X029-1 - - -
X029-2 - - -

Aislamiento

Intensidad del color rosa: +++: fuerte, ++. media, +: débil, -: sin cambios
YES: yeast extract sucrose; PDA: papa dextrosa agar; ALC: Agar leche de coco.

Como se muestra en la Tabla 7, ninguno de los aislamientos presenté cambio de
color en el reverso de los tres medios de cultivo utilizados, indicando de esta forma
la no produccion de aflatoxinas por parte de las cepas evaluadas (Figura 20), al
igual que el control negativo (Figura 21). Independientemente de que, los
aislamientos correspondan a A. flavus, A. parasiticus y/o A. nomius, y de que
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produzcan tanto aflatoxinas de tipo B o G, los resultados obtenidos evidencian que
no todas las cepas como las mencionadas con anterioridad, tienen la capacidad de
biosintetizar este metabolito secundario, sin descartar la influencia de factores tanto
genéticos (reflejados en la biosintesis) (Ehrlich et al., 2004), como abibticos:
temperatura, humedad, actividad de agua, interferencia de insectos, es decir,
condiciones que favorezcan la generacion de aflatoxinas ya sea en los cultivos, en
la cosecha, el almacenaje o transporte de los granos de café (Torres et al., 2014).
Ademas, las condiciones in vitro que se les depara a las cepas a la hora de evaluar
su potencial aflatoxigénico, juegan un papel importante en la obtencién de los
resultados, asi como lo reporta Carvajal (2013).

Figura 20. Cepas negativas para la produccion de aflatoxinas, sometidas a vapores
amoniacales durante 6 dias. A: X006 en YES; B: X007-2 en PDA; C: X013-4 en
ALC; D: X015-1 en ALC; E: X024 en PDA; F: X025-2 en YES; G: X027-2 en ALC,;
H: X029-1 en YES; I: X029 en PDA. Fuente: Autor.
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Figura 21. Control negativo y positivo en la metodologia de vapores amoniacales.
A, By C: Control negativo en ALC, PDA y YES, respectivamente. D, E y F: Control
positivo en ALC, PDA y YES, respectivamente. Control negativo (cepa de A.
brasiliensis, suministrada por el cepario del programa de Microbiologia de la
Universidad de Pamplona); Control positivo (Cepa A052 suministrada por la
directora). Fuente: Autor.

En relacion con la metodologia empleada para la obtencion de los resultados de la
sesion 6.3.1, se compara con los resultados obtenidos por Saito et al. (1999),
quienes reportaron que de un total de 83 cepas de A. flavus, 55 resultaron
productoras y 28 no productoras; las 13 cepas de A. parasiticus resultaron
productoras; de las 19 cepas de A. oryzae y las 5 de A. sojae, todas resultaron no
productoras para aflatoxinas.

Estos autores determinaron positivo para la produccion de aflatoxinas, cuando
después de la incubacion de los medios y la posterior supeditacion de las placas a
vapores amoniacales, en estas se observa un cambio de color rosa en el reverso
de la colonia (Figura 22), al igual que en el control positivo (Figura 21).
Adicionalmente, observaron el mayor cambio de color en colonias cultivadas en

59



medios de extracto de levadura-sacarosa (YES) y coco (ALC), un cambio de color
menos intenso en agar papa dextrosa (PDA) y el menor cambio de color en medios
de glucosa-sales minerales, todos los cuales favorecen la produccion de aflatoxinas.
Sin embargo, no se observd ningun cambio de color en las sales minerales de
peptona y en los medios en solucién de Czapek, que no favorecen la produccion de
aflatoxinas. Ademas, informaron que, la prueba de vapor de hidroxido de amonio
tiene un 11 % de falsos positivos y un 6 % de falsos negativos de aflatoxigenicidad.

Figura 22. El color de la colonia inversa de la cepa de Aspergillus flavus productora
de aflatoxinas cultivada en agar PDA, YES y COA después de 4 dias de incubacion
a 25°C, mostradas en la parte superior e inferior mostradas antes y después de la
exposicion al vapor de amoniaco, respectivamente. Fuente: Saito et al. (1999).

Alkhersan et al. (2016) mencionaron en su investigacion que, 26 aislamientos (52
%) de un total de 50 de A. flavus resultaron positivos mediante la deteccion de vapor
de amoniaco, ya que las colonias de A. flavus aflatoxigénicas se volvid rosa,
mientras que no hubo cambio de color con los aislados no aflatoxigénicos. Tal
resultado fue igual, mediante la deteccion de emision de fluorescencia por luz UV a
365 nm, como se comentara posteriormente.
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Abbas et al. (2004) realizaron la comparacion de métodos de cultivo y analiticos
para la determinacion de aflatoxinas, encontrando como resultados que existian
diferencias significativas en cuanto a la confiablidad de los métodos de cultivo para
distinguir entre los aislamientos aflatoxigénicos y no aflatoxigénicos. Y tal y como
ellos mencionan: “La idoneidad de los diferentes métodos depende de la aplicacion
particular”. Es decir, la respuesta de color al vapor de amoniaco estuvo en un 100
% de acuerdo con la prueba de ELISA en la identificacion de los aislados no
aflatoxigénicos (con una tasa de falsos positivos del 0 %). Sin embargo, fue el
método con la menor concordancia con ELISA para identificar los aislados
aflatoxigénicos, para los cuales tuvo una tasa de falsos negativos de alrededor del
30 %. De igual manera, comunican sobre el uso de una pigmentacion amarilla
combinada con la prueba de vapor de hidréxido de amonio para reducir los falsos
negativos al 7 %.

Yazdani et al. (2010), informaron que para cepas de A. flavus hubo produccion de
toxinas demostrandose con técnicas analiticas como TLC y HPLC pero no hubo
pigmentaciéon rosada cuando se empled el test de vapores amoniacales. Por tanto,
ellos notifican que la prueba de hidroxido de amonio no era una prueba fiable para
la deteccion de aflatoxinas, ya que se produjeron falsos negativos y positivos. Kumar
et al. (2007) informaron una eficacia del 92 % para la prueba de vapor de amonio
con un 8 % de falsos negativos.

Por tal motivo, fue necesario cerciorarse que los resultados que se obtuvieron
(Tabla 7) no correspondieran a falsos negativos, y para esto se empled la
metodologia de la emision de fluorescencia, presentando los resultados en la Tabla
8.

6.3.2. Determinacion de aflatoxinas mediante emisién de fluorescencia

Tabla 8. Intensidad de la fluorescencia emitida por los hongos seleccionados.
Fuente: Autor.

Intensidad de fluorescencia

Aislamiento 7 dias 10 dias 15 dias

ALC AEC ACR ALC AEC ACR ALC AEC ACR

X006 - - - - - - - - -
X007-2 - - - - - - - - -
X013-4 - - - - - - - - -
X015-1 - - - - - - - - -

X024 - - - - - - - - -
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X025-2 - - - - - - - - -
X027-2 - - - - - - - - -
X029-1 - - - - - - - - -
X029-2 - - - - - - - - -

+++: Fluorescencia fuerte, ++: fluorescencia media, +: fluorescencia débil, -: no
fluorescencia
ALC: Agar leche de coco; AEC: Agar extracto de coco; ACR: Agar coco rallado

Como se presenta en la Tabla 8, es evidente que ninguna de las cepas de
Aspergillus spp. presentd fluorescencia, demostrando la ausencia del metabolito
secundario que es producido por cepas de este género (Figura 23), asi como en el
control negativo (Figura 24). Estos resultados son confirmados de manera parcial
por Lin et al. (1976) atendiendo a que obtuvieron que, 20 de 27 aislados brasilefios
de A. flavus no dieron positivo en la producciéon de aflatoxinas utilizando la misma
metodologia. Asi mismo, estos autores hacen mencion de una produccion de
pigmentacién en asociacién a la produccion de aflatoxinas, dicha pigmentacion
(color amarillo anaranjado) en agar coco que fue asociada constantemente con la
produccion de fluorescencia y a la capacidad de produccion de aflatoxinas de
Aspergillus spp. no fue observada en ningdn medio de cultivo, ni en los tres
diferentes tiempos. Ahora bien, Abbas et al. (2004) investigaron la base bioquimica
de la prueba de Saito et al. (1999) (vapores amoniacales), utilizando metanol para
extraer pigmentos de cultivos liofilizados de A. flavus aflatoxigénico cultivados en
PDA. Los extractos contenian pigmentos amarillos, que presumiblemente son los
mismos pigmentos amarillos que son la base de la prueba de aflatoxigenicidad de
Lin et al. (1976). También, hacen mencién que su estudio es el primero en examinar
todos los pigmentos amarillos producidos por una cepa aflatoxigénica de A. flavus
y en utilizar la purificacion guiada por ensayo para proporcionar evidencia de que
los mismos pigmentos amarillos forman la base tanto de la prueba de pigmento
amarillo de Lin et al. (1976) y la prueba de cambio de color inducida por vapor de
hidroxido de amonio de Saito et al. (1999).

La identificacion de los pigmentos amarillos como intermediarios biosintéticos de
aflatoxinas proporciona una justificaciéon para la eficacia de estas dos pruebas
empiricas y una base para predecir algunas condiciones en las que se puede
esperar que se produzcan falsos positivos y falsos negativos. Sin embargo, Davis
et al. (1987) concluyeron en su investigacion que la produccion del pigmento
amarillo no era un predictor confiable de la cantidad de aflatoxina en todos los
medios.
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Figura 23. Cepas negativas para la produccion de aflatoxinas mediante emision de
fluorescencia. A: X006 en AEC a los 7 dias; B: X007-2 en ALC a los 10 dias; C:
X013-4 en ACR a los 15 dias; D: X015-1 en ACR a los 10 dias; E: X024 en ALC a
los 7 dias; F: X025-2 en AEC a las 15 dias; G: X027-2 en ALC a los 15 dias; H:
X029-1 AEC a los 10 dias y I: X029-2 en ACR a los 7 dias. Fuente: Autor.
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Figura 24. Control negativo (A) y control positivo (B) de la metodologia de emision
de fluorescencia. Control negativo (cepa de A. brasiliensis, suministrada por el
cepario del programa de Microbiologia de la Universidad de Pamplona); Control
positivo (Cepa A052 suministrada por la directora). Fuente: Autor.
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Por otro lado, Ouattara et al. (2012), realizaron la comparacion entre la emision de
fluorescencia en agar coco (30°C) debido a la produccion de aflatoxinas y a la
cuantificacion de este metabolito mediante HPLC producido en caldo coco. En sus
resultados obtuvieron que la cepa A. flavus NRRL484 no presentdé emision y
consecuentemente, no se detect6 mediante HPLC, asi mismo, la cepa A. parasiticus
CDCB4571 dio como resultado + (ligero) en emision de fluorescencia, pero
posteriormente si fue detectado por la técnica analitica. Lo anterior, demuestra que
no todas las cepas de A. flavus producen aflatoxinas, especificamente las de tipo B
como lo menciona Ehrlich et al. (2004), y al igual que, A. flavus y A. parasiticus no
tienen esta capacidad en todas sus cepas (Davis et al., 1987).

Finalmente, para confirmar lo anterior, Alkhersan et al. (2016), reportaron que del
100 % de los aislamientos de A. flavus, el 52 % resultaron positivos para aflatoxinas
mediante la deteccion de luz ultravioleta, emitiendo fluorescencia azul verdosa en
agar coco, como lo demuestra el control positivo (Figura 24), por el contrario, el 48
% restante no emitieron ningun tipo de fluorescencia, resultando como negativo para
la produccién de aflatoxinas.

Ahora bien, la presencia de inductores en los medios de cultivo, han demostrado
tener efectividad en aumentar la emision de la fluorescencia cuando hay produccion
de aflatoxinas, sin embargo, la utilizacion de medios sin inductores es considerado
un excelente método preliminar para la determinacién de las aflatoxinas, tal y como
lo comenta Medina et al. (2002). Ellos mismos, observaron un aumento en todos los
medios de cultivo con inductores (Zn, sacarosa, extracto de levadura) y mas aun,
cuando se combinaron todos estos. Asi mismo, las ciclodextrinas se han
relacionado como promotoras de la respuesta fluorescente de las aflatoxinas; las
ciclodextrinas (CD), también conocidas como cicloamilosas y cicloglucoamilosas,
comprenden una familia de oligosacaridos ciclicos obtenidos del almidén por
degradacion enzimatica de la ciclodextrintranglicolasa. La propiedad mas
caracteristica de estos oligdbmeros es su notable capacidad de formar complejos de
inclusién con una amplia variedad de moléculas que pueden ser desde compuestos
organicos o inorganicos de naturaleza neutral o idnica hasta gases nobles (Rojas,
2005).

Para el afio 1988, Francis et al., estudiaron las interacciones entre la 3-CD y las
aflatoxinas en sistemas de purificacién y observaron que los complejos formados
mostraban un gran incremento en la intensidad de la fluorescencia. Fente et al.
(2001) demostraron que la adicion de B-CD y un derivado de CD metilado a un
medio de agar adecuado mejora la deteccion de la produccion de aflatoxinas por A.
flavus y A. parasiticus por fluorescencia azul bajo luz de 365 nm.

Hara et al. (1974), determinaron el efecto que tiene el cambio de una serie de
componentes en el medio de cultivo solucion de agar de Czapek, en relacion a la
intensidad de la fluorescencia, utilizando cepas aflatoxigénicas de A. flavus y A.
parasiticus suministradas por Northern Regional Research Laboratory (NRRL).
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Efectivamente, el uso de varias fuentes de carbono como por ejemplo: urea,
peptona, alanina, acido glutdmico, NHa4NOs, (NH4) H2POs; la presencia de varios
inhibidores enzimaticos y suplementos nutricionales tales como: metionina, licor de
maceracion de maiz, HgClz, ANOs, ICHCOOH, NaNs, a,a'-dipiridil, CuSOa, ZnSOa,
demostraron tener influencia en los cambios de color e intensidad de la emision de
fluorescencia, producida por las cepas aflatoxigénicas.

Indistintamente de los métodos de cultivo que se emplean para la deteccién de
aflatoxinas, todos estos incluyen una serie de ventajas, entre las cuales, se resalta
el bajo precio, la falta de necesidad de equipos sofisticados, las habilidades técnicas
necesarias para el desarrollo de los ensayos, estan disponibles en paises
desarrollados y en desarrollo. Y se espera que la evaluacion por métodos culturales
sea definitiva, es decir, que no se requiera la convalidacién de otras metodologias.

Pero también existe una serie de desventajas, por ejemplo: los resultados positivos
no son especificos con respecto al tipo de micotoxina, también, pueden ser
cuantitativos con respecto a la cantidad de hongos en la muestra, pero la cantidad
de micotoxina presente no necesariamente se correlacionard con el nivel de
infestacion; se considera menos sensible que los métodos analiticos y varia con
respecto a los limites de deteccion, precision, requisitos y aplicaciones (Abbas et
al., 2004).

6.4. IDENTIFICACION MOLECULAR DE CEPAS AISLADAS A PARTIR
DEL GRANO DE CAFE

En este estudio se realizé la identificacion molecular a cuatro (4) cepas del total de
los aislamientos, ya que teniendo en cuenta los resultados adquiridos en la sesién
6.1. y como se contempla en la Figura 15, los géneros: Fusarium spp., Penicillium
spp., Geotrichum spp. y Aspergillus spp., corresponden a los géneros de mayor
presencia. Cada cepa aislada, corresponde a uno de los géneros mencionados con
anterioridad. Asi como se muestra en la Tabla 9, dos (2) cepas se identificaron hasta
llegar al taxén de especie (X001 y X013-4) y las restantes sélo hasta el taxdn de
género, gracias al uso de espaciador transcrito interno (ITS).
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Tabla 9. Identificacion molecular de las cepas asociadas al grano de café con los
iniciadores ITS 4 e ITS 5 mediante la comparacion con bases de datos utilizando la
herramienta BLAST. Fuente: CorpoGen (2019).

Longitud de Bases de datos
la secuencia .
AISLAMIENTO ensamblada NCBI UNITE FL\JAr/1ar;IUIPI'S Conclusion
(Anexo 6) 9
X010-2 577 pb . . . -
) ) O. sinensis spp. Especie:
O. sinensis ver analisis
P. expansum inilli Género:
- €Xp Penicillium  Eypenicillium  Penicillium
X007-1 585 pb P crustosum ) -
. Solitum spp. Especie:
ver analisis
Género:
X001 404 pb G. candidum D. geotrichum Geo;gghum (ésegég?ehug]
candidum
A. Orvzae Género:
X013-4 607 pb o A. flavus A. flavus Aspergillus
A. flavus ' ' Especie: A.
flavus

Para el aislamiento X010-2, los resultados del andlisis taxondmico de esta
secuencia de 577 pb contra la base de datos nr/nt del NCBI, indican que la
secuencia problema tiene un 100 % de identidad en el 100 % de su longitud con
secuencias de ITS pertenecientes a las especies: Fusarium tricinctum, Fusarium
avenaceum y Ophiocordyceps sinensis.

Este mismo analisis fue realizado contra la base de datos UNITE, el cual indica que
la secuencia problema tiene mayor similitud con secuencias de ITS pertenecientes
a las especies Gibberella avenacea y Ophiocordyceps sinensis (Anexo 7). Usando
la herramienta “Classifier”, perteneciente al sitio Web de RDP, al comparar con la
base de datos “Warcup Fungal ITS trainset 2, especializada en hongos, indica que
la secuencia problema tiene mayor similitud con el género Gibberella spp. (Anexo
7). De acuerdo con el anterior resultado, y teniendo en cuenta la metodologia
utilizada, la secuencia tiene una alta probabilidad de pertenecer al género Fusarium.
No es posible definir la especie ya que la region ITS aporta muy poca informacion
para este fin en el caso de este género.

Para lograr identificar la especie es necesario analizar otras regiones (genes)
Fusarium como: factor de elongacion de translocacion-1a (tef-1a), ARN polimerasa
1y 2 (RPB1y RPB2), B-tubulina (tub) e histona (his). La secuencia problema se
enfrentd a las bases de datos mencionadas en la referencia bibliografica (Fusarium
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ID, Fusarium MSLT) y también concluyeron que se trataba del género Fusarium
(Summerell, 2019). Sin embargo, Acevedo (2013) hace mencién que en la
actualidad, las regiones mas utilizadas para la identificaciéon de Fusarium a nivel de
especie son el gen del factor de elongacion de la traduccion 1a (EF-1a), y los genes
de la segunda subunidad mayor de la ARN polimerasa Il (RPB2 y RPB1), los cuales
fueron empleados para alcanzar el principal objetivo del autor, ya que estos, poseen
una mayor diversidad nucleotidica comparado con otros loci como Calmodulina,
IGS, ITS 1 y 2. Adicionalmente, otras regiones también estudiadas con fines de
identificacion a nivel de especie incluyen, genes de apareamiento (MAT), genes que
codifican para la Celobiosa-C y la Topoisomerasa Il, el gen que codifica para la B-
tubulina, Calmodulina, entre otros, ya que las regiones ribosomales tienen poca
utilidad para la identificacion de Fusarium hasta el taxdn de especie, porque dichas
regiones son demasiado conservadas y por la tanto, tienen menor capacidad de
resolucién y han generado taxonomias y filogenias erréneas y junto con ello, el bajo
grado de confiabilidad en procesos de identificacion (Acevedo, 2013).

Para el caso de la especie Ophiocordyceps sinensis, que pertenece al mismo Orden
(Hypocreales) del género Fusarium, se cuenta con tan so6lo una secuencia,
reportada en 2016, de Ophiocordyceps sinensis, como se puede ver en los
resultados del BLAST, y que no fue publicada en una revista indexada, por lo cual
es factible que haya errores en dicha secuencia y por lo tanto, a pesar de la similitud
encontrada, este resultado hay que tomarlo con precaucion.

Por otro lado, en el aislamiento X007-1 los resultados del analisis taxonémico de
esta secuencia de 585 pb contra la base de datos nr/nt del NCBI, indican que la
secuencia problema ensamblada resultante muestra un 99 % de identidad en el 100
% de su longitud con secuencias de las especies Penicillium expansum y Penicillium
crustosum.

Este mismo analisis fue realizado contra la base de datos UNITE, el cual mostro
que la mayor similitud de la secuencia estudiada esta con la especie Penicillium
solitum (Anexo 8). Usando la herramienta “Classifier”, perteneciente al sitio Web de
RDP, al comparar con la base de datos “Warcup Fungal ITS trainset 27,
especializada en hongos, indica que la secuencia problema tiene mayor similitud
con el género Eupenicillium spp. (Anexo 8). Teniendo en cuenta los resultados
obtenidos de las bases de datos, el aislamiento X007-1 se puede clasificar como
perteneciente al género Penicillium, pero no es posible diferenciar entre las
diferentes especies ya que la region de ITS, aunque se acepta como cédigo de
barras de ADN oficial para los hongos, también se ha reconocido como una region
muy conservada (en el caso de Penicillium) y no brinda suficiente informacién para
tal fin.

Para lograr identificar la especie se recomienda realizar la secuenciacion de

multiples marcadores genéticos, particularmente los genes de la B-tubulina (benA)
y la calmodulina (cmdA o CaM). Los exones de estos genes estan muy conservados
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y, por lo tanto, son buenas ubicaciones para la unién del cebador, mientras que los
intrones entre los exones actian como la principal fuente de variacion de secuencia.
Aunque también existe una tercera opcion, el segundo gen de la subunidad mas
grande de la ARN polimerasa Il (rpb2), su falta de intrones permite una alineacién
robusta y facil para el analisis filogenético, pero no se seleccion6 sobre benA o
cmdA porgue rpb2 a veces es dificil de amplificar y la base de datos estd incompleta.
No obstante, cuando se dispone de recursos, se recomienda secuenciar los cuatro
marcadores genéticos (ITS, benA, cmdA y rpb2) para ayudar a la identificacion,
especialmente cuando se diagnostican nuevas especies (Visagie et al.,2014; Tsang
et al., 2018).

Ahora, los resultados del analisis taxondmico de la cepa X001 de la secuencia de
404 pb contra la base de datos nr/nt del NCBI, indican que la secuencia problema
ensamblada resultante muestra un 98 % de identidad en el 97 % de su longitud con
secuencias de la especie Geotrichum candidum. Este mismo andlisis fue realizado
contra la base de datos UNITE, el cual mostré que, la mayor similitud de la
secuencia estudiada correspondié con el género Dipodascus geotrichum, nombre
sinbnimo de Geotrichum candidum (Anexo 9). Usando la herramienta “Classifier”,
perteneciente al sitio Web de RDP, al comparar con la base de datos “Warcup
Fungal ITS trainset 2”, especializada en hongos, indica que la secuencia problema
tiene mayor similitud con el género Geotrichum spp. (Anexo 9). Teniendo en cuenta
los resultados obtenidos de las bases de datos, el aislamiento X001 se puede
clasificar como perteneciente a la especie Geotrichum candidum.

Finalmente, en cuanto a la cepa X013-4, los resultados del andlisis taxondmico de
esta secuencia de 607 pb contra la base de datos nr/nt del NCBI, indican que la
secuencia problema ensamblada resultante muestra un 99 % de identidad en el 98
% de su longitud con secuencias de las especies Aspergillus oryzae y Aspergillus
flavus. Este mismo andlisis fue realizado contra la base de datos UNITE, el cual
mostré que la mayor similitud de la secuencia estudiada esta con la especie
Aspergillus flavus (Anexo 10). Usando la herramienta “Classifier”, perteneciente al
sitio Web de RDP, al comparar con la base de datos “Warcup Fungal ITS trainset
2”, especializada en hongos, indica que la secuencia problema tiene mayor similitud
con la especie Aspergillus flavus (Anexo 10). Teniendo en cuenta los resultados
obtenidos de las bases de datos, el aislamiento X013-4 se puede clasificar como
perteneciente a la especie Aspergillus flavus.
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7. CONCLUSIONES

A partir del café tipo cereza cultivado en los municipios de Arboledas, Bochalema,
Durania, Chinacota, Cucutilla, Ragonvalia, Salazar y Toledo, se logré aislar y
determinar 60 cepas axénicas de mohos filamentosos, gracias a la caracterizacion
macroscopica y microscépica y al uso de claves taxondémicas. Tales aislamientos
correspondieron a 5 géneros como Aspergillus spp., Fusarium spp., Geotrichum
spp., Mucor spp. y Penicillium spp.

En este estudio se logré determinar que la presencia de los hongos en las diferentes
procedencias vario desde municipios con el 100 % de un sélo género aislado hasta,
municipios con presencias de 4 y 5 morfoespecies diferentes de mohos
filamentosos, encontrando que las condiciones geo-climaticas, establecen la
presencia de los mohos en los diferentes municipios.

De acuerdo a la caracterizacion fenotipica, los géneros de mayor presencia
corresponden a Fusarium spp. con un 35 %, Penicillium spp. con un 25 % y
Geotrichum spp. con un 22 %. No obstante, de los géneros Aspergillus spp. y Mucor
spp. exhibieron menor presencia con un 15 % y 3 %, respectivamente, indicando
que también estan asociados a los cultivos de café del departamento Norte de
Santander.

El uso especifico de medios de cultivo para el crecimiento y su posterior
caracterizacion muestran diferencias marcadas tanto en la macroscopia, como en
la microscopia. Dichas diferencias permiten la identificacion exitosa del género de
cada uno de los aislamientos y son una herramienta complementaria en las técnicas
de identificaciobn molecular.

Las diferentes variables fisicoquimicas (pH, Aw y porcentaje de humedad)
condicionan el crecimiento y proliferacion de los hongos en el grano de café, dicho
comportamiento juega un papel importante en las condiciones medioambientales
requeridas por estos hongos, ya que este tipo de café contiene un alto porcentaje
de humedad y valores de Aw, ademas, los valores de pH son Optimos para el
crecimiento de los mismos, y esto hace que el café tipo cereza sea mas susceptible
a la colonizacién de mohos tanto toxigénicos como los que no tienen este potencial.

Con base a los analisis de varianza por procedencia, a los resultados de los grupos
homogéneos de las pruebas de mdultiples rangos y al analisis discriminante y de
cluster, se logro determinar que existen diferencias estadisticamente significativas
y similitudes entre los municipios muestreados, estableciendo de esta manera dos
grandes grupos correlacionados entre si, uno correspondié a Arboledas, Cucutilla'y
Salazar y el otro, al restante de los municipios, todo esto, de acuerdo a las variables
fisicoquimicas.
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Se demostro que el 100 % de los aislamientos caracteristicos de Aspergillus spp.,
aislados de los diferentes municipios, no tienen la facultad de producir aflatoxinas,
lo cual indica que este tipo de café no representa un riesgo para la salud de los
consumidores en asociacion a este tipo de toxina y que el café cultivado no presenta
entre su microbiota autoctona, cepas aflatoxigénicas, sin embargo, la corroboracion
de tales resultados resultaria factible.

El empleo de medios de cultivo para la determinacion de aflatoxinas, resulta ser una
herramienta rapida, facil, sencilla y econémica para tal fin; esto se ha demostrado
gracias al frecuente uso de esta metodologia y a los resultados confiables que se
han obtenido. Asi mismo, el uso de dos métodos diferentes pero considerados como
medios de cultivo, convalidan los resultados que se alcanzan entre si, ya que la
respuesta del color rosa de las colonias cuando es sometida a vapores amoniacales
permite la rapida identificacién de cepas productoras de aflatoxinas con la utilizacion
de la iluminacion UV.

La identificacidn molecular mediante el uso de las regiones ITS1 e ITS2, permitid
confirmar la identidad de cuatro (4) de los cinco (5) géneros determinados por la
caracterizacion fenotipica, correspondiendo a los géneros Aspergillus spp.,
Fusarium spp., Geotrichum spp. y Penicillium spp. Sin embargo, dos (2) de estos
aislamientos pudieron ser identificados a nivel de especie, como lo es Aspergillus
flavus y Geotrichum candidum, mientras que Fusarium spp. y Penicillium spp. so6lo
se identificaron hasta el taxén de género, indicando de esta forma, que los
marcadores moleculares empleados, no aportaron la suficiente informacion para
alcanzar el objetivo.
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8. RECOMENDACIONES

Como se menciona anteriormente, este estudio se realizd en 8 municipios del
departamento Norte de Santander, con el objetivo de determinar la presencia de los
hongos asociados al café tipo cereza, sin embargo, seria conveniente realizar un
muestreo mayor por procedencia y en todos los municipios del departamento que
cultivan este fruto.

Realizar la identificacion molecular del total de las cepas que fueron aisladas a partir
del café tipo cereza, con el fin de establecer la identidad de los aislamientos y de
esta manera conocer con mayor profundidad la microbiota autéctona y su presencia.

Se recomienda que para proximas investigaciones donde se empleen medios de
cultivo para la deteccion de aflatoxinas, se realice una comparacion y corroboracion
de los resultados, mediante técnicas analiticas e inmunoldgicas, ya que estos
andlisis contienen limites de deteccion y son mas sensibles para la cuantificacion,
ademas de poder especificar el tipo de micotoxina, que los métodos culturales no
permiten.

Con la finalidad de advertir sobre la seguridad e inocuidad del café que se produce
en el departamento Norte de Santander y en general en Colombia, se sugiere que,
para futuras investigaciones, se realice una deteccion y determinacién de un mayor
namero de micotoxinas (aflatoxinas, OTA, fumonisinas, desoxinivalenol, nivalenol,
zearalenona, entre otras), ademas de realizar estos hallazgos no soélo en la primera
etapa de beneficio del café, sino en cada una de sus etapas.

Como nos ha demostrado esta investigacion, la utilidad de las regiones ITS1 e ITS2
para establecer la identidad de las especies, ha sido moderadamente airoso, por tal
motivo, el uso de otros marcadores moleculares o del andlisis multilocus, permitiria
solventar el bajo nivel de utilidad de los marcadores utilizados y establecer con
acierto la identidad de las especies aisladas.
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10.ANEXOS

Anexo 1. Valores promedio de variables fisicoquimicas (pH, porcentaje de humedad
y actividad de agua)
CODIGO PROCEDENCIA pH Aw HUMEDAD

X001 Cucutilla 408 0,96 66,86 %
X002 Cucutilla 448 090 67,68 %
X003 Cucutilla 4,19 0,96 68,98 %
X004 Cucutilla 448 097 67,37 %
X005 Cucutilla 510 0,96 69,60 %
X006 Cucutilla 4,18 0,91 68,70%
X007 Cucutilla 4,19 0,93 70,46 %
X008 Ragonvalia 854 0,89 78,56 %
X009 Ragonvalia 7,76 0,92 73,40 %
X010 Ragonvalia 8,22 0,93 88,07%
X011 Ragonvalia 459 089 73,14%
X012 Ragonvalia 856 092 71,48 %
X013 Ragonvalia 8,43 0,93 80,44 %
X014 Arboledas 461 090 71,76 %
X015 Arboledas 563 092 72,69%
X016 Arboledas 440 091 74,04%
X017 Arboledas 4,14 091 7321%
X018 Chinécota 826 0,91 7325%
X019 Chinécota 9,14 0,92 71,10%
X020 Chinacota 894 0,90 71,33%
X021 Ragonvalia 8,86 0,93 70,98 %
X022 Bochalema 899 0,94 68,40%
X023 Bochalema 9,15 095 67,43%
X024 Bochalema 9,15 0,95 65,26%
X025 Bochalema 8,48 0,93 61,44%

X026 Bochalema 8,85 0,95 66,08 %
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X027
X028
X029
X030
X031
X032
X033
X034
X035
X036
X037
X038
X039
X040
X041
X042
X043
X044

Toledo

Toledo

Toledo

Toledo

Toledo

Salazar
Salazar
Salazar
Salazar
Salazar
Salazar
Salazar
Durania
Durania
Durania
Durania
Durania

Durania

8,62
8,86
9,23
9,23
8,61
8,79
9,26
6,11
6,85
5,51
6,01
5,57
9,18
9,31
9,33
9,38
9,49
9,29

0,96
0,97
0,97
0,97
0,97
0,94
0,95
0,95
0,94
0,95
0,93
0,95
0,97
0,96
0,96
0,96
0,96
0,96

70,90 %
67,71 %
66,60 %
57,71 %
63,54 %
67,38 %
79,01 %
72,37 %
62,60 %
78,29 %
72,99 %
76,49 %
85,51 %
75,83 %
62,77 %
88,78 %
71,68 %
86,43 %
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Anexo 2. Composicion de los medios usados para la caracterizacion macroscopica
y microscépica de Aspergillus spp. y Penicillium spp.

Solucion Czapek concentrada - (Pitt, 1979)

NaNO3 30g
KCI 59
MgS0O4 7H20 549
FeSO4 7H20 01lg
Agua destilada 100 ml
Solucion elementos traza
CuS04$5H20 05¢9
ZnS04$7H20 01lg
Agua destilada 100 ml

CYA - (Pitt, 1979)
Solucién Czapek

concentrada toml
sacarosa 3049
Extracto de levadura 5¢
K2HPO4 1g
Solucién de elementos traza iml
Agar bacteriolégico 20 g
Agua destilada 1000 ml
MEA - (Samson et al. 2010)
Extracto de malta - agar 509
Solucién metales traza 1lg
Agua destilada 1000 ml

Fuente: Visagie et al,. 2014.
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Anexo 3. Composicion de los medios usados para la caracterizacion macroscopica
y microscépica de Fusarium spp.
Spezieller Nahrstoffarmer Agar (SNA).

KH2PO4 1g
KNO3 19
MgS0O4 7H20 0,59
KCI 05¢9
Glucose 0,29
Sucrose 0,29
Agar 2049
Agua destilada 1000 ml
Carnation Leaf-Piece Agar (CLA)
Agar * 209
Trozos de hojas de clavel -
Agua destilada 1000 ml

Fuente: Leslie et al., 2006.

* Se realizo un cambio de agar-agar por agar PDA, con su respectiva cantidad
descrita para un litro de medio de cultivo segun la casa comercial OXOID. -: se
adicionan trozos de hoja de clavel considerando que todas las placas de Petri
contengan el residuo vegetal por todas las partes.
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Anexo 4. Composicion de los medios usados para la metodologia de vapores
amoniacales.

Agar leche de coco (ALC)

Leche de coco 100 ml
Agar 29
Agua destilada 100 ml
Papa Dextrosa Agar (PDA)
Extracto de patata 49
Glucosa 209
Agar 15¢9
Agua destilada 1000 ml
Medio comercial (OXOID) 399
Yeast Extact Sucrose (YES)
Extracto de lavadura 20 g
Sacarosa 150 g
Agar 209
Agua destilada 1000 ml

Fuente: Heenan et al.,1998; Saito et al., 1999.
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Anexo 5. Composicion de los medios usados para la metodologia de emision de
fluorescencia.

Agar extracto de coco (AEC)

Extracto de coco 100 ml
Agar 29
Agua destilada 100 ml
Agar coco rallado (ACR)
Coco rallado comercial 100 g
Agar 60
Agua destilada 300 ml

Fuente: Cotty, 1988; Dyer et al., 1994.Heenan et al.,1998.
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Anexo 6. Secuencias ensambladas (consenso) utilizadas en la herramienta BLAST.

Aislamiento

Secuencia consenso

X010-2

5" GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGGTCTCCGTTGGTGAACCAGCGGAGGGATCAT
TACCGAGTTTACAACTCCCAAACCCCTGTGAACATACCTTAATGTTGCCTCGGCG
GATCAGCCCGCGCCCCGTAAAACGGGACGGCCCGCCAGAGGACCCAAACTCTA
ATGTTTCTTATTGTAACTTCTGAGTAAAACAAACAAATAAATCAAAACTTTCAACA
ACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCAAAATGCGATAAGTAA
TGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGC
TGGTATTCCGGCGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTCAAGCCCCCG
GGTTTGGTGTTGGGGATCGGCTCTGCCTTCTGGCGGTGCCGCCCCCGAAATAC
ATTGGCGGTCTCGCTGCAGCCTCCATTGCGTAGTAGCTAACACCTCGCAACTGG
AACGCGGCGCGGCCATGCCGTAAAACCCCAACTTCTGAATGTTGACCTCGGATC
AGGTAGGAATACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAA 3

X007-1

5"AACAAGGTTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTACCGAGTGAGGGCC
CTCTGGGTCCAACCTCCCCACCCGTGTTTATTTTACCTTGTTGCTTCGGCGGGC
CCGCCTTAACTGGCCGCCGGGGGGCTTACGCCCCCGGGCCCGLGLCLCCGCCGA
AGACACCCTCGAACTCTGTCTGAAGATTGAAGTCTGAGTGAAAATATAAATTATT
TAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCCGGCATCGATGAAGAACGCAGCGA
AATGCGATACGTAATGTGAATTGCAAATTCAGTGAATCATCGAGTCTTTGAACGC
ACATTGCGCCCCCTGGTATTCCGGGGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTGCTG
CCCTCAAGCCCGGCTTGNTGTGTTGGGCCCCGTCCCCCGATCTCCGGGGGACG
GGCCCGAAAGGCAGCGGCGGCACCGCGTCCGGTCCTCGAGCGTATGGGGCTT
TGTCACCCGCTCTGTAGGCCCGGCCGGCGCTTGCCGATCAACCCAAATTTTTNA
TCCAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGGGATACCCGCTGAAC TTAAGCATATC3'

X001

5 GGAAAGTAAAAAAGCTCGTAACAAGGTTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGAT
CATTAAGAATTGATAATATTTGTGAAATTTACACAGCAAACAATAATCATAYAATC
AAAACAAAAATAATCAAAACTTTTAACAATGGATCTCTTGGTTCTCGTATCGATGA
AGAACGCAGCGAAACGCGATATTTCTTGTGAATTGCAGAAGTGAATCATCAGTTT
TTGAACGCACATTGCACTTTGGGGTATCCCCCAAAGTATACTTGTTTGAGCGTTG
TTTCTCTCTTGGAATTGCATTGCTTTTCTAAAATTTCGAATCAAATTCGTTTGAAAA
ACAACACTATTCAACCTCAGATCAAGTAGGATTACCCGCTGAACTTAAGCATATC
ATAAGCCGGGAGGAAAAZ

X013-4

5'AAAAAAAGTAACAAGGTTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTACCGAG
TGTAGGGTTCCTAGCGAGCCCAACCTNCCCACCCGTGTTTACTGTACCTTAGTT
GCTTCGGCGGGCCCGCCATTCATGGCCGCCGGGGGCTCTCAGLCCLCLCGGGLLC
GCGCCCGCCGGAGACACCACGAACTCTGTCTGATCTAGTGAAGTCTGAGTTGAT
TGTATCGCAATCAGTTAAAACTTTCAACAATGGATCTCTTGGTTCCGGCATCGAT
GAAGAACGCAGCGAAATGCGATAACTAGTGTGAATTGCAGAATTCCGTGAATCA
TCGAGTCTTTGAACGCACATTGCGCCCCCTGGTATTCCGGGGGGCATGCCTGT
CCGAGCGTCATTGCTGCCCATCAAGCACGGCTTGTGTGTTGGGTCGTCGTCCC
CTCTCCGGGGGGGACGGGCCCCAAAGGCAGCGGCGGCACCGCGTCCGATCCT
CGAGCGTATGGGGCTTTGTCACCCGCTCTGTAGGCCCGGCCGGCGCTTGCCGA
ACGCAAATCAATCTTTTTCCAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGGGATACCCGCTG
AACTTAAGCATATCATATAATZ
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Anexo 7. Resultado de la comparacion de la secuencia problema (X010-2) contra
la base de datos UNITE y Warcup fungal RDP, respectivamente.

unrt

community

Searching for homologs of sequence NoName
Please wait...

Database(s) used: UNITE (fungi) + INSD | = GenBank, EMBL, DDBJ) + Envir.
BLASTN 2.2.29+

Reference: Stephen F. Altschul, Thomas L. Madden, Alejandro A.
Schaffer, Jinghui Zhang, 2heng Zhang, Webb Miller, and Dawvid J.

Lipman (1997), "Gapped BLAST and PSI-BLAST: a new generation of
protein database search programs”, Wucleic Acids Res. 25:3380-3402.

Database: datafunite full blastn.fas
527,240 seguences; 515,440,443 total letters

Query= HoName

Length=577
Score E

Sequences producing significant alignments: {Bits)} WValue
7 Gibberella avenacea 1041 0.0

2 Ophiocordyceps sinensis 1041 0.0

9 Gibberella avenacea 1041 0.0
Nectriaceae 1041 0.0

Hectriaceae 1041 0.0

Hectriaceae 1041 0.0

Hectriaceae 1041 0.0

Hectriaceae 1041 0.0

Hectriaceae 1041 0.0

Hectriaceae 1041 0.0

Hectriaceae 1041 0.0

Fusarium 1041 0.0

Fusarium 1041 0.0

Fusarium 1041 0.0

Fusarium 1041 0.0

Rectriaceae 1041 0.0

SRR TR

Classifier :: Hierarchy View

Classifier:  RDP Naive Bayesian rRNA Classifier Version 2.11, September 2015
Taxonomical Hierarchy:  Warcup Fungal ITS trainset 2
Query File: classifier_seq_upload9056834540041191997.FASTA
Query Submit Date:

Display depth: [ auto % Confidence threshold: [ so% # Refresh
domain % Library
Fungi 100.0

norank Root (1 sequences) [show assignment detail for Root only ] download entire hierarchy as text file
» » domain Fungi (1)
» » » phylum Ascomycota (1)
» » » » subphylum Pezizomycotina (1)
» » » » » class Sordariomycetes (1)
» m» » » » » subclass Hypocreomycetidae (1)
» » » » » » » order Hypocreales (1)
- . family Mectriaceae (1)
» w » = o» o= » » » genus Gibberella (1)
R - unclassified_Gibberella (1)
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Anexo 8. Resultado de la comparacion de la secuencia problema (X007-1) contra
la base de datos UNITE y Warcup fungal RDP, respectivamente.

unrt

community

Searching for homologs of sequence NoName
Please wait...

Database{s) used: UMITE (fungi) + INSD ( = GenBank, EMBL, DDBJ) + Envir.
BLASTN 2.2.29+

Reference: Stephen F. Altschul, Thomas L. Madden, Alejandro A.
Schaffer, Jinghui Zhang, Zheng Zhang, Webb Miller, and David J.

Lipman (1997), "Gapped BLAST and PSI-BLAST: a new generation of
protein database search programs"”, Hucleilc Acids Res. 25:3380-3402.

Database: datafunite_full blastn.fas
927,240 sequences; 515,440,443 total letters

Query= NoName

Length=585
Score E
Segquences producing significant alignments: (Bits} Value
Penicillium 1040 0.0
Penicillium 1032 0.0
Penicillium soclitum 1031 0.0
solitum 1031 0.0
solitum 1031 0.0
solitum 1031 0.0
solitum 1031 0.0
m commune 1031 0.0
m commune 1031 0.0
expansum 1031 0.0
m commune 1031 0.0
1031 0.0
1031 0.0
1031 0.0
1031 0.0
solitum 1031 0.0

Classifier :: Hierarchy View

Classifier:  RDP Naive Bayesian rRNA Classifier Version 2.11, September 2015
Taxonomical Hierarchy:  Warcup Fungal ITS trainset 2
Query File: classifier_seq_upload6476479124696312716.FASTA
Query Submit Date:

Display depth: | a0 2 Confidence threshold: | so% 4 Refresh
domain % Library
Fungi 100.0

norank Root (1 sequences) [show assignment detail for Root only ] download entire hierarchy as text file
= » domain Fungi (1)
= » » phylum Ascomycota (1)
» » » » subphylum Pezizomycotina (1)
» » » » » Class Eurotiomycetes (1)
» » » » » » subclass Eurotiomycetidae (1)
= » » » » » » prder Eurotiales (1)
w ow ow owow ow» ow» » family Trichocomaceae (1)
»owowow o o»o» s ow genus Eupenicillium (1)
»ow o » unclassified_Eupenicillium (1)
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Anexo 9. Resultado de la comparacion de la secuencia problema (X001) contra la
base de datos UNITE y Warcup fungal RDP., respectivamente.

unrt

community

Searching for homologs of sequence NoMame
Please wait...

Database(s) used: UNITE (fungi) + INSD ( = GenBank, EMBL, DDBJ) + Envir.
BLRSTN 2.2.29+

Reference: Stephen F. Altschul, Thomas L. Madden, Alejandro &.
Schaffer, Jinghui Zhang, Z2heng Zhang, Webb Miller, and Dawid J.

Lipman (1397}, "CGapped BLAST and PSI-BLAST: a new generation of
protein database search programs”, Hucleic Acids Res. 25:3380-3402.

Database: datafunite full blastn.fas
927,240 sequences; 515,440,443 total letters

Query= Hobame

Length=404

Score E
Sequences producing significant alignments: {Bits) Value
Dipodascaceae 684 0.0

Dipodascaceae 6B4 0.0

Dipodascaceae &84 0.0

Dipodascaceae &B4 0.0

Dipodascaceae &84 0.0

Dipodascus gectrichum &B1 0.0

Dipodaseus geotrichum £79 0.0

Dipodascaceae &79 0.0

Dipodascaceae &79 0.0

Dipodascaceae 679 0.0

Dipodascaceae 679 0.0

Dipodascaceae 679 0.0

Dipodascaceae 579 0.0

Dipodascaceae 79 0.0

Dipodascaceae 79 0.0

Dipodascaceae 79 0.0

Classifier :: Hierarchy View
Classifier:  RDP Naive Bayesian rRNA Classifier Version 2.11, September 2015
Taxonomical Hierarchy: Warcup Fungal ITS trainset 2
Query File: classifier_seq_upload3901357151904447272.FASTA
Query Submit Date:
Display depth: [ aute # Confidence threshold: [ aox 3 Refresh
domain % Library
Fungi 100.0
norank Root (1 sequences) [show assignment detail for Root only ] download entire hierarchy as text file

» = domain Fungi (1)

» phylum Ascomycota (1)

- subphylum Saccharomycotina (1)

» class Saccharomycetes (1)

» subclass Saccharomycetidae (1)

» w» w» » » » » Order Saccharomycetales (1)

» w o» o» ow» o» ow» » family Dipodascaceae (1)

»ow owowo»o»ow o »o» genus Geotrichum (1)
womowowowowow o o»ow Unclassified_Geotrichum (1)
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Anexo 10. Resultado de la comparacion de la secuencia problema (X013-4)
contra la base de datos UNITE y Warcup fungal RDP, respectivamente.

unrt

community

Searching for homologs of sequence NoName

Database(s) used: UMITE (fungi)} + INSD ( = GenBank, EMBL, DDBJ) + Envir.

BLASTHN Z.2.29+

Reference: Stephen F. Altschul, Thomas L. Madden, Alejandro A.
Schaffer, Jinghui Ehang, Zheng Zhang, Webb Miller, and Dawid J.
Lipman (1997), "Gapped BLAST and PSI-BLAST: a new generation of
protein database search programs”, Wucleic Rcids Res. 25:3389-3402.

Database: datafunite full blastn.fas
527,240 seguences; 515,440,443 total letters

Query= HNoName

Length=607
Score E

Segquences producing significant alignments: ({Bits)] Walue
Aspergillus 1074 0.0
Aspergillus flawus 1068 0.0
Aspergillus flawvus 1068 0.0
Aspergillus 1068 0.0
Aspergillus flawvus 1068 0.0
Aspergillus flawus 1067 0.0
Aspergillus flawvus 1067 0.0
Aspergillus flawvus 1067 0.0
Aspergillus flawvus 1067 0.0
Aspergillus flawus 1067 0.0
Aspergillus flawus 1067 0.0
Aspergillus flawvus 1067 0.0
Aspergillus flawvus 1067 0.0
Aspergillus flawus 1067 0.0
Aspergillus flawus 1067 0.0
Aspergillus flawvus 1067 0.0

Please wait...

Classifier :: Hierarchy View

Classifier:  RDP Naive Bayesian rRNA Classifier Version 2.11, September 2015

Taxonomical Hierarchy: 'Warcup Fungal ITS trainset 2

Query File: classifier_seq_upload468221697917987280.FASTA

Query Submit Date:

Display depth: [ aute # Confidence threshold: [ ao% # Refresh
domain % Library
Fungi 100.0
norank Root (1 sequences) [show assignment detail for Root only ] download entire hierarchy as text file

domain Fungi (1)
» phylum Ascomycota (1)
» » subphylum Pezizomycotina (1)
- class Eurotiomycetes (1)
» » » » subclass Eurotiomycetidae (1)
» » » » » prder Eurotiales (1)
- = = family Trichocomaceae (1)
- genus Petromyces (1)
» omowowowowow o» species Aspergillus flavus (1)
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