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RESUMEN

Durante la etapa de cultivo y proceso postcosecha, el café esta expuesto a maltiples
factores de deterioro. Estos factores son los responsables de la contaminacion fungica en
los frutos y granos de café, siendo el género Aspergillus y Penicillium fuente productoras
de aflatoxina (AFLA) y ocratoxina A (OTA) las cuales son toxinas carcindgenas,
nefrotdxicas, teratogénicas, hepatotoxicas y pueden afectar negativamente a la salud
humana. La presencia de estas toxinas en el café es indeseable porque pueden ser una
barrera para la exportacion. En este sentido, se evalu6 la micobiota de los granos de café
procedentes de la provincia de Rodriguez de Mendoza - Amazonas (Peru) y la incidencia
de hongos con potencial toxigenico. En la investigacidn se encontrd baja incidencia (hasta
7, 19, 34% de infeccidn) en las muestras de café organico y convencional por los géneros
Aspergillus, Penicillium, Fusarium y alta incidencia (83, 90, 100 % de infeccion) por
otros géneros de hongos filamentosos (Cladosporium, Pestalotias, Rhizopus,
Colletotrichum, entre otros) que fueron identificados por sus caracteristicas bioldgicas.
Las principales especies identificadas fueron A. versicolor, P. brevicompactum Dierckx,
P. aurantiogriseum Dierckx, P. fellutanum Biourge, P. viridicatum Westling y P. solitum
Westling. También fueron identificadas colonias de P. verrucosum y A. westerdijkiae,
dos aislados posiblemente toxigénicos, los cuales presentaron fluorescencia en medio

agar coco (CAM) bajo luz ultravioleta.

Palabras claves: micotoxinas, Penicillium, Aspergillus, ocratoxina A
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ABSTRACT

During the cultivation stage and post-harvest process, coffee is exposed to multiple
deterioration factors. These factors are responsible for fungal contamination in coffee
cherries and beans, with the Aspergillus and Penicillium genera being sources of aflatoxin
(AFLA) and ochratoxin A (OTA), which are carcinogenic, nephrotoxic, teratogenic,
hepatotoxic toxins and can affect negatively human health. The presence of these toxins
in coffee is undesirable because they can be an exportation barrier. In this sense, the
mycobiota of coffee from the province of Rodriguez de Mendoza - Amazonas (Peru) and
the incidence of toxigenic potential fungi were evaluated. In the investigation, a low
incidence was found (up to 7, 19, 34% of infection) in the samples of organic and
conventional coffee by the genera Aspergillus, Penicillium, Fusarium and a high
incidence (83, 90, 100% of infection) by other genera of coffee. filamentous fungi
(Cladosporium, Pestalotias, Rhizopus, Colletotrichum, among others) that were
identified by their biological characteristics. The main species identified were A.
versicolor, P. brevicompactum Dierckx, P. aurantiogrisesum Dierckx, P. fellutanum
Biourge, P. viridicatum Westling, and P. solitum Westling. Colonies of P. verrucosum
and A. westerdijkiae, two possibly toxigenic isolates, were also identified, which showed

fluorescence in coconut agar medium (CAM) under ultraviolet light.

Keywords: mycotoxins, Penicillium, Aspergillus, ochratoxin A
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I.  INTRODUCCION

Las micotoxinas son metabolitos secundarios producidos por hongos filamentosos que
comunmente contaminan una amplia gama de cultivos como cereales, nueces, hierbas,
especias, frutas o semillas oleaginosas. Algunas micotoxinas son altamente toxicas o
cancerigenas (Bessaire et al., 2019), siendo Aspergillus uno de los tres géneros de hongos
mas importantes en el deterioro de alimentos y responsable por la produccion de
micotoxinas, habiendo otros géneros de hongos productores de micotoxinas como
Fusarium y Penicillium (Taniwaki et al.,, 2018). Las micotoxinas se producen
naturalmente (Paterson et al., 2014), pero la infeccion puede tener lugar antes de la
cosecha o posteriormente, durante el secado y almacenamiento del café. Estos hongos
tienen la capacidad de infectar las plantas durante el crecimiento sin dafiar la planta misma
la cual proporciona un mecanismo listo para infectar a los granos antes de la cosecha
(Taniwaki et al., 2018)

Las especies de Aspergillus producen micotoxinas importantes, en particular las
aflatoxinas (AFLA), producidas por A. flavus y A. parasiticus. La ocratoxina A (OTA) es
producida por varias especies de Aspergillus, en particular A. carbonarius, A.
westerdijkiae y A. steynii. Estas especies son responsables de la produccion de OTA en
climas maés céalidos. También puede ser producida por el P. verrucosum en productos
basicos de las zonas templadas frias, especialmente en cereales (Pitt & Hocking, 2009),
siendo toxinas nefrotdxicas, inmunosupresoras, teratogénicas, hepatotdxicas y
cancerigenas (Castellanos-Onorio et al., 2011; lamanaka et al., 2014; Joosten et al., 2001;
Kuntawee & Akarapisan, 2015; Taniwaki, 2005). Estas moléculas son estables y
dificilmente son degradadas bajo condiciones de coccidn, tostado y fermentacién (Boudra
et al., 1995).

Las cerezas y los granos de café estan sujetos a la contaminacion y consecuente a la
colonizacion por microorganismos durante las diferentes etapas de desarrollo, durante el
cultivo, cosecha, procesamiento, transporte y almacenamiento (Noonim et al., 2008; Silva
et al., 2008). Las malas practicas de procesamiento como recoger las cerezas caidas del
suelo durante la cosecha, lavar mal el pergamino del café, la superficie del ambiente de
secado, la rehumectacion por la lluvia durante el proceso de secado, asi como almacenar

café parcialmente seco durante largos periodos que pueden favorecer en el crecimiento
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de hongos en café afectando la calidad y seguridad del producto final debido a la
produccion de micotoxinas (Noonim et al., 2008; Winston et al., 2005).

La produccion de OTA en los granos de café depende de muchos factores como la
temperatura, humedad y las condiciones de manipulacion (Yao et al., 2015) y ha sido
reportado la produccion de OTA en café y sus derivados, desde climas templados a

tropicales (Kuntawee & Akarapisan, 2015).

La presencia de OTA en el café es indeseable porque es una barrera al comercio,
afectando las economias de los paises productores (Suarez-Quiroz et al., 2004) ademas
que el café es una de las bebidas mundialmente consumidas y su contribucién a la ingesta
dietética individual de OTA podria ser relativamente alta (Castellanos-Onorio et al.,
2011). En este sentido, la legislacion de la Union Europea establece un nivel maximo de
OTA en café tostado (5.0 pg kg?) y café instantaneo (10.0 pg. kg™) (Comision Europea,
2006).

La colonizacion de hongos toxigénicos y la formacion de OTA en el café viene siendo
estudiada por varios autores. Encontrando incidencia promedio de 78% de colonizacion
con Aspergillus seccion Circumdati con A. westerdijkiae y A. melleus como especie
predominante. Aspergillus pp. de seccion Nigri se encontraron en el 75% en granos de
café cultivados en dos regiones de Tailandia (Maman et al., 2021; Noonim et al., 2008).
Mediante siembra directa Suarez-Quiroz et al., (2004) hall6 niveles de contaminacion de
80, 72 'y 92% en café pergamino, cereza y seco; y 20, 34 y 15% para café verde. Ademas
Aguilar-Alvarez et al. (2021) revel6 que mediante el analisis estadistico que la
prevalencia de OTA depende de la variedad, tipo y procesamiento (p < 0.05) y que no se
observaron diferencias significativas entre el café organico y el -cultivado

convencionalmente.

La finalidad del presente trabajo fue evaluar la incidencia de hongos con potencial
toxigénico e identificar la micobiota en las diferentes etapas del procesamiento de los

granos de café de la provincia de Rodriguez de Mendoza, Amazonas.

21



Il. MATERIAL Y METODOS

2.1. Lugar de estudio

El aislamiento de hongos y la determinacion del potencial toxigénico de los aislados, fue
realizada en el area de la Clinica Fitopatologica, que funciona en las instalaciones del
Laboratorio de Fitopatologia y Entomologia del Instituto de Investigacion para el
Desarrollo Sustentable de Ceja de Selva (INDES-CES) de la UNTRM-A.

2.2. Procedimiento

2.2.1.Muestreo de los frutos y granos de café

La recoleccién de muestras de frutos y granos de café se realiz6 en la provincia de
Rodriguez de Mendoza a través de la Cooperativa Agraria Rodriguez de Mendoza
(COOPARM). Las muestras de frutos y granos de café organico se recolectaron en el
caserio de Cochamal en los meses mayo y julio del afio 2021. Las muestras de frutos y
granos de café convencional fueron colectadas del caserio de Shucush en los meses de

mayo y noviembre del afio 2021.

Se colectaron muestras de 4 etapas de la cadena productiva del café utilizando el método
aleatorio simple: (1) 700 g de frutos verdes, (2) 500 g de frutos maduros, (3) 400 g de
granos en la etapa de secado y (4) 400 g de granos almacenados. Estas muestras se

utilizaron para el aislamiento de los hongos.

Cada una de las muestras fueron dispuestas en bolsas de polietileno (7x10 cm) con cierre
hermético y transportadas en una caja de poliestireno de 60x40x40 cm, la cual contenia
gel pack congelados para mantener las muestras frescas hasta llegar al laboratorio. Las

muestras se porcionaron y almacenaron bajo congelacion (-18 °C), hasta su evaluacion.
2.2.2. Siembra directa de las muestras

Las cerezas de café y pergamino con mucilago tienen un alto contenido de humedad y se
contaminan facilmente (Maman et al., 2021), asi como la manipulacion también puede
contaminar las muestras, por lo que se desinfestaron superficialmente por inmersion en
solucion de hipoclorito de sodio al 0.4% durante 1 min (2 min en caso de los frutos verdes

y maduros).
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Las muestras de los frutos de café fueron sembradas en 2 placas de Petri (15 cm de
didmetro) con 15 granos en cada placa y los granos de café se colocaron en 1 placa (15
cm de diametro) con 30 granos por placa conteniendo agar dicloran 18% glicerol. Las
placas fueron incubadas a 25 °C durante 5 dias. Las colonias que aparecieron sobre los
frutos y granos se examin0 visualmente en un estereoscopio SteREO Discovery.V8, las
particulas con presencia de colonias fueron contabilizadas y los resultados fueron
expresados en porcentaje de granos infectados (numero de frutos/granos contaminados
dividido por el nimero de frutos/granos sembrados y multiplicado por 100) (Pitt &
Hocking, 2009).

2.2.3. Aislamiento e identificacion de las colonias fungicas

Las colonias fungicas se aislaron individualmente en tubos de microcentrifuga de
polipropileno conteniendo 250 pl de agar semiliquido. Cada colonia flangica fue
identificada a través de protocolos especificos para cada género establecidos por Pitt &
Hocking (2009). Los aislados fueron sembrados en placas de Petri con medios CYA,
MEA en tres puntos equidistantes del centro, del borde de la placa y entre si; en G25N
dos colonias por placa e incubadas a 25 °C durante 7 dias. Ademas, como controles se
inoculé en medio CYA dos colonias por placa y se incub6 a5 °C y 37 °C durante 7 dias
(Figura 1).

Figural
Diagrama adaptado de la metodologia de Pitt y Hocking (2009)

Nota. my (microorganismo 1) y my (microorganismo 2)
Las caracteristicas macromorfologicas, tales como la tasa de crecimiento de las colonias,

textura, grado de esporulacion, color del micelio, esporulacién, pigmentos solubles,
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exudados, reverso de la colonia, produccion de esclerocios, clamidosporas y cleistotecios,
fueron registrados. Ademas, el didmetro de cada una de las colonias fue medido

diariamente con vernier, hasta antes que las colonias se sobrepongan.

Las caracteristicas micromorfoldgicas (Figura 2), tales como forma de los conidios, color
del estipe y dimension, forma y textura del estipe, vesiculas, métulas, fialides, conidios,
clamidosporas, cleistotecios, ascos y ascosporas fueron observadas y fotografiadas con la

ayuda de un microscopio de luz Primo Star ZEIZZ (Samson et al., 2014).

Figura 2
Caracteristicas micromorfologicas de hongos de los géneros Penicillium (a) y
Aspergillus (b)
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Las evaluaciones de caracteristicas macro y micromorfolégicas se realizaron de las
colonias incubadas a 25 °C. Las otras dos temperaturas se usaron para la primera fase de
caracterizacion y el uso de las claves dicotomicas de Pitt & Hocking (2009). Para la
visualizacién de las estructuras microscopicas se realizaron montajes de las colonias
fangicas en laminas portaobjeto con acido lactico, que es un buen fluido de montajes
microscopicos y permite ver el color natural de la estructura de los aislados, y alcohol
70% para dispersar las esporas y prevenir burbujas cubriendo con laminillas cubreobjeto.
Existe una amplia variedad de colorantes para trabajos micolégicos, pero la mayoria de
ellos requiere mucho tiempo de preparacion o tarda en actuar sobre las paredes y esporas
de los hongos que resultan ser resistentes a los tintes; la fucsina acida es el colorante mas
eficaz para su uso en micologia alimentaria (Pitt & Hocking, 2009), por ese motivo, para

pigmentar la estructura de algunas colonias fangicas se usé la fucsina acida.
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Adicionalmente se realizd la técnica del microcultivo descrita por (Alfenas & Mafia,
2007) para las colonias fangicas que no fue posible observar estructuras limpias, claras y
completas en los montajes realizados. Para realizar el microcultivo, fueron utilizadas
placas de Petri que contenian papel toalla cubriendo el fondo de la placa, ambos
esterilizados. Sobre el papel, fueron colocadas varillas de vidrio en forma triangular. El
papel toalla se humedeci6 con agua estéril y, sobre las varillas fue colocada la ldmina
portaobjeto. Un cubo de medio MEA, de aproximadamente 1 x 1 cm, fue depositado
sobre la lamina portaobjeto. La siembra del aislado se realizé en los cuatro lados del cubo
y, en seguida, la laminilla cubreobjeto fue colocada sobre el cubo de medio. La placa fue
tapada, rotulada y sellada con film plastico. Para auxiliar en la identificacion de los
microorganismos también fueron utilizados medios diferenciadores, como AFPA (Agar
Aspergillus flavus y parasiticus) y CY20S (Agar Czapek extracto de levadura con 20%
de sacarosa) para colonias del género Aspergillus, CREAD (Agar creatina sacarosa
dicloran) y DRYES (Agar dicloran rosa de bengala extracto de levadura sacarosa) para

colonias del género Penicillium.
2.2.4.Determinacion de AFLA y OTA en medio agar coco (CAM)

Como una forma répida para la determinacion de produccion de extrolitos, se
seleccionaron aislados del género Penicillium y Aspergillus ya que son géneros
reportados como posiblemente toxigénicos. Las colonias fueron inoculadas en el centro
de la placa con medio CAM e incubadas a 30 °C por 5 dias, acorde con lo descrito por
Kuntawee & Akarapisan (2015) y Lin & Dianese (1976). Después de este periodo, las
placas fueron observadas y fotografiadas bajo luz ultravioleta a una longitud de onda de
366 nm. Las cepas que llegaron a presentar un color azul fluorescente en el halo de la

colonia, indic6 que es productora de OTA.
2.3. Analisis de datos

Como los datos del experimento fueron esencialmente de conteo, por la naturaleza de los
factores o variables nominales que han sido utilizados, como el tratamiento, el tipo de
sistema y la respuesta (presencia o ausencia de hongos), se utilizd la prueba estadistica
chi-cuadrado de Cochran-Mantel-Haenszel, que es exclusivamente para datos de conteo.
Todos los resultados fueron analizados con el paquete estadistico del software R (R
Development Core Team, 2020).
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I11. RESULTADOS

3.1. Codificacion de los aislados

La codificacion de las colonias aisladas se hizo de la siguiente manera:
P: primera colecta

S: segunda colecta

O: café orgéanico

C: café convencional

V: frutos verdes

M: frutos maduros

S: granos secando

A: granos almacenados

00: nimero secuencial
3.2. Contaminacion fungica de los frutos y granos de café

Durante el afio 2021 se colectaron muestras de la cadena productiva de café organico y
convencional: dos estados de madurez, frutos verdes y frutos maduros; dos etapas de
produccion, granos secando y granos almacenados de la provincia de Rodriguez de
Mendoza — Amazonas, y se estudié la micobiota presente con enfoque en hongos

potencialmente toxigénicos.

De acuerdo a la Tabla 1 y Figura 3, en las muestras de frutos verdes de la segunda colecta
hubo un 5% de infeccion por los géneros Aspergillus y Fusarium. En los frutos maduros
se encontrd 5% de infeccidn por el género Aspergillus en la primera colecta, mientras que
en la segunda colecta 5% del género Fusarium. Para los granos secando de la primera
colecta se registro la presencia de los géneros Aspergillus, Penicillium y Fusarium en
niveles de infeccidn de 2, 3y 10%, respectivamente. No obstante, para la segunda colecta
se registro niveles de 19 y 34% de infeccion para los géneros Penicillium y Fusarium.
Finalmente, en las muestras de granos de café almacenados de la primera colecta se
encontré 2 y 16% de infeccion por los géneros Penicillium y Fusarium y solo el 4% de
infeccion por el género Fusarium en la segunda colecta. De esta forma, todas las muestras
de café organico evaluadas estaban cominmente infectadas por el género Fusariumy por

otros géneros de hongos filamentosos que no fueron especificados. Los frutos verdes,
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frutos maduros y granos secando estaban infectados por el género Aspergillus y los frutos

maduros, granos secando y granos almacenados infectados por el género Penicillium.

Tabla 1
Porcentaje de infeccion fangica de los frutos y granos de café orgénico de la provincia
de Rodriguez de Mendoza — Amazonas de la primera y segunda colecta

Géneros aislados POV SOV POM SOM POS SOS POA SOA

Aspergillus NA 5 5 - 2 - - -
Penicillium NA - - - 3 19 2 -
Fusarium NA 5 - 5 10 34 16 4

Otros géneros NA 90 95 95 85 51 81 96

Al realizar el analisis de datos, el p-valor nos otorga la informacion de la existencia (p-
valor < 0.05) o no (p-valor > 0.05) de asociacion entre el tratamiento evaluado (etapas de
procesamiento de café) y la presencia de especies de hongos siendo controlada o no por
la variable sistema (Organico y Convencional). Por otro lado, la razon de probabilidades
0 razon de posibilidades (Common odds ratio) evalta la relacion entre las variables
nominales indicando si las chances de aparecimiento de los géneros flngicos son iguales
en las dos colectas (valor = 1), si la chance de encontrar los géneros identificados es
mayor en la primera colecta (valor > 1) o si la chance de que los géneros fungicos
aparezcan es mayor en la colecta 2 que en la colecta 1 (valor < 1). Con base en eso, para
frutos verdes (p-valor=0.2458) no existe asociacion entre tratamiento y presencia de
hongos siendo independientes dentro de cada sistema de produccion y hay una mayor
chance de encontrar hongos en la segunda colecta que en la primera (razén de
probabilidades comun = 0). Para frutos maduros (p-valor = 2.2e-16), existe asociacion
entre tratamiento y presencia de hongos, siendo controlada por la variable sistema de
produccion y existe una mayor probabilidad de encontrar hongos en la segunda etapa
(razon de probabilidades = 0.0878776). En el caso de los granos secando (p-valor =
7.456e-13) y granos almacenados (p-valor = 1.803e-05), existe asociacién entre
tratamiento y presencia de hongos, siendo controlada por la variable sistema de
produccion (Organico y Convencional) y hay una mayor chance de encontrar hongos en
la primera colecta que en la segunda (razon de probabilidades comun = 36.71429 y
2.398601 para granos secando y almacenados, respectivamente). Ademas, el p-valor

menor que 0.05 (p-valor = 9.471e-11 y p-valor = 2.2e-16) indica que el tratamiento y el
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sistema utilizado en la produccion de café controlan el aparecimiento de los géneros

fangicos estudiados en la primera y segunda colecta.

Figura 3
Porcentaje de infeccion fangica de los frutos y granos de café orgénico de la provincia
de Rodriguez de Mendoza — Amazonas de la primera y segunda colecta
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De manera similar, las cuatro muestras de café convencional presentaron infeccidn por
hongos filamentosos de otros géneros no identificados; los frutos maduros, granos
secando y granos almacenados infectados por los géneros Aspergillus y Fusarium; y, los

granos almacenados infectados por el género Penicillium.

Los frutos verdes de las dos colectas mostraron 100% de infeccidn por otros géneros, las
muestras de frutos maduros en la primera colecta presentaron 7% de infeccion por el
género Aspergillus y, 11 y 17% de infeccién por el género Fusarium en la primera y
segunda colecta, respectivamente. Para los granos secando se encontrd 10% de infeccion
por el género Fusarium en la primera colecta y 5% de infeccion por los géneros
Aspergillus y Fusarium en la segunda colecta. En las muestras de granos almacenados de
la primera colecta se encontr6 el 2, 12 y 10% de infeccion por los géneros Aspergillus,
Penicillium y Fusarium, respectivamente. Toda esta informacion se puede observar en la

Tabla 2 y Figura 4.
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Tabla 2

Porcentaje de infeccion fangica de los frutos y granos de café convencional de la

provincia de Rodriguez de Mendoza — Amazonas de la primera y segunda colecta
Géneros aislados PCV SCV PCM SCM PCS SCS PCA SCA

Aspergillus - - 7 - - 5 2 -
Penicillium - - - - - - 12 -
Fusarium - - 11 17 10 5 10 -

Otros géneros 100 100 82 83 90 90 76 100

Figura 4
Porcentaje de infeccion fungica de los frutos y granos de café convencional de la

provincia de Rodriguez de Mendoza — Amazonas de la primera y segunda colecta
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3.3. Morfologia e identificacion de las colonias

Todas las colonias aisladas fueron caracterizadas e identificadas utilizando la clave
dicotémica general de Pitt y Hocking (2009) descrita en la Figura 8, principalmente en
base a sus caracteristicas macro y microscopicas. Las claves especificas para los géneros

Aspergillus y Penicillium se encuentran en la Figura 9 y Figura 10, respectivamente.

La descripcion de las caracteristicas macro y microscopicas de los hongos potencialmente
toxigénicos se muestra en la Tabla 3 y las imagenes de sus caracteristicas macroscopicas

y microscopicas en las Figuras 5y 6, respectivamente.
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Tabla 3
Descripcion de las caracteristicas macro y microscépicas de los hongos potencialmente

toxigénicos identificados

Cadigo Caracteristicas macroscépicas y microscopicas

P. verrucosum

Colonias en CYA de 27.58 mm de didmetro, aterciopeladas, muy sulcadas;

micelio blanco; formacién de conidios claro a moderado, verde grisaceo;

produce exudado claro abundantemente; inverso amarillo. MEA de 21.58

mm de diametro, densas y velutinosas, centralmente flocosas; micelio

blanco a verde opaco; produccion de conidios moderada; reverso marron

5 palido opaco. Colonias en G25N de 19.77 mm de diametro, sulcadas,
PeA velutinosas a algo flocosas; micelio blanco a verde grisaceo; reverso de

palido a amarillo.

Conidioforos nacidos de hifas subsuperficiales o superficiales, estipes con
paredes finas; penicilli biverticilado; rami 1-2 por estipe de 21.46 pm de
largo; métulas de 9.85 pum de largo con paredes suaves; fialides
ampuliforme de 7.32 pum de largo; conidios generalmente esféricos, de 2.36

pm de didmetro, con paredes lisas, sostenidos en cadenas desordenadas.

A. westerdijkiae

Colonias en CYA con 49.13 mm de didmetro, sulcadas, micelio blanco
discreto a amarillo palido tornandose anaranjado opaco; con esclerocios;
inverso color amarillo mostaza con textura arrugada. Colonias en MEA con
53.23 mm de didmetro, con buena esporulacion, aterciopelada, de color
amarillo palido, esclerocios escasamente formados, cubiertos por un estado
PCA19 conidial en tonos anaranjados; inverso con borde amarillo mostaza con
textura espiral. Colonias en G25N de 38.99 mm de diametro, sulcadas,
velutinosas a algo flocosas; micelio blanco a tonos amarillo naranja; reverso

de palido a amarillo con textura arrugada.

Las cabezas conidiales se irradian y se dividen en columnas; estipes con
paredes asperas, incoloras a pigmentadas de amarillo; vesiculas de globosas

a espatuladas de 27.84 um de didmetro; métulas y fialides que cubren toda
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Cddigo Caracteristicas macroscopicas y microscopicas

la vesicula; conidios globosos, esféricos finamente rugosos de 2.85 um de

diametro.

Figura 5
P. verrucosum (PCA2), A. westerdijkiae (PCA19) colonias en medios CYA y MEA
después de 7 dias de incubacién a 25°C; anverso (a, c, €, g); reverso (b, d, f, h)

CYA MEA

Figura 6
P. verrucosum (PCA2), A. westerdijkiae (PCA19) después de 7 dias a 25 °C; penicilli (a)
con barra de 20 umy cabeza conidial (b) con barra de 30 um; conidios de P. verrucosum

(c) y de A. westerdijkiae (d) con barras de 10 um
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Las caracteristicas y descripciones macroscopicas y microscopicas de los demas aislados

se encuentran en los Anexos.

Las fotos macroscopicas de aislados del género Aspergillus de muestras organicas y
convencional obtenidos en la primera colecta estan presentadas en la Figura 11 y sus
estructuras microscopicas en la Figura 12. Las descripciones macro y microscépicas en
la Tabla 4. Las fotos macroscopicas de los aislados del género Penicillium de ambas
formas de cultivo estdn demostradas en las Figuras 13 y 14. Las fotos de sus estructuras
microscopicas estan en las Figuras 15y 16 y, sus descripciones macro y microscopicas,
en la Tabla 5.

Para la colecta 2, las fotos macroscopicas de los aislados del género Aspergillus de
muestras organicas y convencionales son presentadas en la Figura 17. Fotos de sus
estructuras microscopicas estdn en la Figura 18 y sus descripciones macro y

microscopicas pueden ser observadas en la Tabla 6.

En la Figura 19 estd una representacion de las colonias de Penicillium, aisladas de la
segunda colecta solamente de café organico, sembradas en medio diferenciador CREAD,
en la cual se muestran colonias que producen grandes cantidades de acido, poco acido y
las que no producen acido. La produccion de &cido puede ser verificada por el cambio de
color del medio de cultivo, de morado a amarillo, por la conversion del azlcar del medio
a acido por el microorganismo, cambiando el pH del medio de cultivo a &cido. El cambio
de color se da por la presencia de la pdrpura de bromocresol, un indicador de pH. El
medio con valores de pH proximos a 7 tiene color morado y cambios de pH del medio a
valores menores que 6 hace con que el medio se vuelva amarillo (Veldzquez-Gurrola &
Ramos-Alegria, 2015). En la Figura 20 estan las fotos macroscépicas de aislados del
género Penicillium que producen acido y sus estructuras microscopicas estan en la Figura
21. Las imagenes macroscopicas de aislados del género Penicillium que producen poco
acido estan en la Figura 22 y sus estructuras microscépicas en la Figura 23. La Figura 24
muestra las imagenes macroscopicas de aislados del género Penicillium que no producen
acido. Las fotos de sus estructuras microscépicas estan en la Figura 25 y sus descripciones

macro y microscopicas en la Tabla 7.

En las muestras de café organico se identificaron Aspergillus de la seccion Versicolor

especie A. versicolor y Aspergillus spp. Penicillium del subgénero Penicillium especies
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P. aurantiogriseum Dierckx, P. brevicompactum Dierckx, P. viridicatum Westling y
Penicillium spp. Del mismo modo, en las muestras de café convencional se identifico
Aspergillus de la seccidén Circumdati especie A. westerdijkiae, seccion Versicolor especie
A. versicolor y Aspergillus spp. y Penicillium del subgénero Penicillium especies P.
solitum Westling y P. verrucosum Dierckx, Penicillium del subgénero Furcatum especies
P. fellutanum Biourge y Penicillium spp. (Figura 9 y 10).

3.4. Deteccién de OTA en medio CAM

De todos los aislados evaluados en medio CAM se detectaron dos aislados posiblemente
productoras de OTA. P. verrucosum y A. westerdijkiae debido a que presentd un halo de
fluorescencia coronando las colonias; los aislados identificados como P. pinophilumy A.
versicolor y los demés no identificados no presentaron fluorescencia (Figura 7).

Figura 7

Aislados que fluorescen (PCA2, PCA19) y que no fluorescen (SOS30, SCS12) en medio
CAM examinado bajo luz ultravioleta de 366 nm. PCA2: P. verrucosum; SOS30: P.
pinophilum; PCA19: A. westerdijkiae; CSC12: A. versicolor. Colonias evaluadas
después de 5 dias a 30 °C

CAM Anvers Reverso

SOS3

PCAI




IV. DISCUSION

La humedad es un factor que contribuye a la contaminacion por hongos en el café y las
condiciones meteoroldgicas intervienen en el aumento de la humedad si es que no se
controla bien los parametros de secado y almacenamiento. El contenido de humedad
después del secado debe ser menor al 11% para que los problemas de contaminacion sean
minimos (Maman et al., 2021). Ademas, se sabe que los granos de café tienen una pulpa
espesa Yy si el proceso de secado pudiera ser mas rapido y efectivo, se podria prevenir la
invasion de hongos, lo que resultaria en una menor contaminacion por OTA (Noonim et
al., 2008).

Magan & Lacey (1984) estudiaron la colonizacion de granos de café por Cladosporium
cladosporioides, Fusarium culmorum, especies de Aspergillus, Penicillium
brevicompactum y P. roqueforti y observaron que las dos primeras especies estaban
presentes en el campo y las dos ultimas especies eran colonizadoras de granos secos de
café durante el almacenamiento. Los géneros Aspergillus, Penicillium, Fusarium y
Cladosporium son conocidos como contaminantes naturales del café y estan presentes
desde el campo hasta el almacén (Nakajima et al., 1997; Pereira Galvdo et al., 2005; Silva
et al., 2000) datos que coinciden con el presente trabajo y explican los porcentajes de
infeccion (incidencia) en las muestras de café organico y convencional por los géneros
Fusarium (4 a 34%), Penicillium (2 a 19%), Aspergillus (2 a 7%) y otros géneros de
hongos filamentosos no especificados en los resultados (Cladosporium, Pestalotias,
Rhizopus, Colletotrichum, entre otros). Asi mismo, Nega, (2014) aisl6 e identificd
patdgenos fungicos asociados al tipo de almacenamiento en frio de semillas de café y de
las especies encontradas Aspergillus spp. tuvo la mayor frecuencia de ocurrencia
(49.375%), seguida por Penicillium spp. (11.875%), Fusarium spp. (5.625%) y especies
no identificadas (0.626%).

Silva et al. (2008) investigaron la incidencia y distribucion de hongos filamentosos
durante la fermentacion, secado y almacenamiento de granos de café y reportaron
microorganismos del género Pestalotias (4), Cladosporium (26), Fusarium (34),
Penicillium (81) y Aspergillus (112). Couto et al. (2014) y Rezende et al. (2013)
compararon los sistemas de cultivo de café organico y convencional y encontraron que
los géneros mas identificados fueron Fusarium, Aspergillus y Penicillium, ademas de

esos generos, también encontraron Cladosporium, Rhizopus, Mucor, Trichoderma,
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Colletotrichum y Alternaria; de los cuales, el género Aspergillus seccion Circumdati
representd el 49.35%, seguido por la seccion Nigri (47.26%) y seccién Flavio (3.37%).
Por su parte, lamanaka et al. (2014) y Vilela et al. (2010) estudiaron la micobiota en los
granos de café y encontraron incidencia de hongos siendo que las principales especies
aisladas fueron A. tubingensis, A. versicolor, Aspergillus seccion Nigri, A. westerdijikiae,
Aspergillus sp. P. decumbens, P. brevicompactum, Penicillium sp. nov. (P. crustosum),

Cladosporium cladosporioides y Fusarium latericio.

Estos hechos fueron confirmados en el presente estudio ya que en las muestras de café
orgénico se identificaron Aspergillus de la seccion Versicolor especie A. versicolor (1),
Aspergillus spp. (7), Penicillium del subgénero Penicillium especies P. aurantiogriseum
Dierckx (1) y P. brevicompactum Dierckx (6), P. viridicatum Westling (2) y Penicillium
spp. (3). En las muestras de café convencional se encontr6 Aspergillus de la seccién
Circumdati especie A. westerdijkiae (1), seccion Versicolor especie A. versicolor (1) y
Aspergillus spp. (2), Penicillium del subgénero Penicillium especies P. solitum Westling
(1) y P. verrucosum Dierckx (1), Penicillium subgénero Furcatum especies P. fellutanum
Biourge (1) y Penicillium spp. (2). Existiendo diferencia cuantitativa, mas no diferencia
cualitativa en los géneros identificados en los dos sistemas de cultivo del café.

La ocratoxina A (OTA; CAS303-47-9) es un sélido cristalino blanco con intensa
fluorescencia ultravioleta (UV), verde en acido y azul en condiciones alcalinas, debido a
un anillo de lactona cerrado o abierto, respectivamente (Pitt, 2014). La ocratoxina A
produce enfermedades nefrotoxicas cronicas que afecta la funcion renal en todas las
especies animales analizadas y también tiene efectos inmunosupresores, teratogénicos y

genotoxicos en animales y posiblemente en humanos (Pitt & Hocking, 2009).

En este trabajo se encontré dos aislados productores de OTA, identificados por los
métodos biologicos como P. verrucosum y A. westerdijkiae. Noonim et al. (2008)
reportaron que los hongos productores de OTA aislados del café arabica de Chiang Mai,
Tailandia, pertenecian a la seccion Circumdati de la especie A. westerdijkiae, A. melleus,
y A. steynii. Vesonder et al. (1973) identificaron P. verrucosum (en ese tiempo conocido
como P. viridicatum 1) como Gnico productor de OTA en cereales de Canada y USA.
También Lund & Frisvad (2003) encontraron P. verrucosum como fuente de produccién
de OTA en trigo y cebada de Europa. Estas informaciones apoyan al resultado de la

fluorescencia en el agar coco encontrado en la presente investigacion.
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A pesar de que en la presente investigacion se ha enfocado en las toxinas AFLA y OTA,
porque son de importancia prioritaria, una cuestion pendiente es la identificacion mas
detallada de los aislados utilizando abordajes adicionales como los analisis filogenéticos
basados en secuenciaciones de mas de un gen y el uso de mas medios selectivos y
diferenciales. Eso seria relevante porque permitiria inferir el riesgo de contaminacion del
café con otras toxinas como la esterigmatocistina que es producida por Aspergillus
versicolor (Bennett & Klich, 2003) y que no es posible identificar con el método de
fluorescencia en el medio CAM. Una segunda cuestion que podria ser explorada en
trabajos futuros es la identificacién més precisa de las toxinas producidas por los aislados
toxigénicos. Por ejemplo, la técnica del agar plug por la cromatografia en capa delgada
(TLC) que permite identificar si la toxina producida es AFLA u OTA. Estos son solo
algunos caminos posibles en la investigacion de toxicologia flngica que podrian ser

seguidos y que permitirian llenar el gran vacio de conocimientos de esta area.
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V. CONCLUSIONES

En la investigacion se encontrd baja incidencia (hasta 7, 19, 34% de infeccion) en las
muestras de café organico y convencional por los géneros Aspergillus, Penicillium,
Fusarium y alta incidencia (83, 90, 100 % de infeccion) por otros géneros de hongos
filamentosos (Cladosporium, Pestalotias, Rhizopus, Colletotrichum, entre otros) que

fueron identificados por sus caracteristicas bioldgicas.

Por sus caracteristicas bioldgicas las principales especies identificadas fueron A.
versicolor, P. brevicompactum Dierckx, P. aurantiogrisesum Dierckx, P. fellutanum

Biourge, P. viridicatum Westling y P. solitum Westling.

Se logré identificar dos aislados toxigénicos en granos almacenados de café
convencional, P. verrucosum y A. westerdijkiae, que mostraron fluorescencia en medio
agar coco (CAM) bajo luz ultravioleta siendo considerados posibles productores de OTA.
En este sentido, la presencia de estos microorganismos ofrece un riesgo de contaminacion

por OTA en el café evaluado.
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VI. RECOMENDACIONES

Para prevenir la invasion por hongos en el proceso del café y disminuir la produccion de
micotoxinas se debe realizar las buenas practicas agricolas, buenas préacticas de
manipulacion, los pozos de fermentacion deben ser cuidados para no ser fuente de
indculo, el tiempo y la superficie del local de secado, la humedad y la temperatura de
almacenamiento y transporte.
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ANEXOS

Figura 8
Clave dicotémica general adaptado de Pitt & Hocking, (2009) pag. 55

POMS6, POS5, PCM23, PCM24, PCA19, POS2; POS3, POA17, POA18, PCAZ2,
PCA3, PCA7,PCA9, PCAl11, PCA12; SOV4, SOV23, SOV24, SOS23, SCS12;
SOM3, SOS5, SOS6, SOS11, SOS12, SOS13, SOS14, SOS15, SOS18, SOS19,
SOS21, SOS26, SOS30, SOS31, SOS32, SOS33, SOS34

Sin crecimiento en ningun Crecimiento en uno o

medio estandar en 7 dias. mas medios estandar.

Colonias de levaduras, reconocibles en Crecimiento  filamentoso,
aislamiento o en cultivo, es decir, colonias superior a 10 mm de
blandas, que no superen los 10 mm de didmetro en uno 0 mas
diametro en cualquier medio estandar. medios estandar.

Crecimiento en CYA y/o MEA Crecimiento en G25N mas

mas rapido que en G25N. rapido que en CYA y MEA.
Hifas con frecuencia y Hifas que carecen de
notoriamente tabicadas. tabiques o tabiques raras.
No hay esporas maduras Esporas maduras
presentes en 7 dias. presentes en 7 dias.
Esporas (conidios) de menos de 10 Esporas (conidios) de varios
pm de largo, llevadas en cadenas en tamarios, que se presentan solas o
células fértiles agrupadas (fialides), solitarias, o si estdn en cadenas,
en estipes bien definidos. entonces cadenas no en agregados.
Fialides o métula y fialides Fialides transmitidos por penicilli, es Capitulo 7 -
soportados por hinchazones mas o decir, en estipes no hinchados con o "Penicillium
menos esféricos en los apices del sin  métula 'y ramificaciones [ v géneros
estipe. intermedias. relacionados"
Conidio azul o verde, fialides Conidios de varios colores, fialides el
producidas  sucesivamente en y/o métulas producidas Capitulo 8 -
vesiculas, vesiculas de menos de simultaneamente  en  vesiculas, |-» AsPergillusy
10 um de didmetro, estrias vesiculas de més de 10 mm de sus-
generalmente septadas. diametro, estrias no separadas. teleomorfos
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Figura 9

Clave general del género Aspergillus adaptado de Pitt & Hocking, (2009) pag. 277

POMG, POS5, PCM23, PCM24, PCA19;
SOV4, SOV23, SOV24, SOS23. SCS12

Clave para las especies de
Aspergillus y los teleomorfos.

Género Asperqillus

Seccién no identificada

Aspergillus  spp. (POMSG,

POS5, PCM23, PCM24, A.
SOV4, SOV23, SOV24) (PCA19)

Circumdati

Seccidén Seccién Versicolor

A. versicolor (Vuill))
westerdijkiae Tirab. (SOS23, SCS12)

Figura 10

Clave general del género Penicillium adaptado de Pitt & Hocking, (2009) pag. 194

SOS 33, SOS 34

PCA2, PCAS, PCA7, PCA9, PCAll, PCA12; SOM3,
SOS5, SOS6, SOS11, SOS12, SOS13, SOS14, SOS15,
SOS18, SOS19, SOS21, SOS26, SOS30, SOS31, SOS32,

Género Penicillium Link

Subgénero
Furcatum

P.  fellutanum
Biourge (PCA9)

Subgénero Penicillium

Penicillium spp. (POAL17, PCA7, PCA12,
SOS32, SOS34)

P. aurantiogriseum Dierckx (POS2)

P. brevicompactum Dierckx (POS3,
SOS11, SOS12, SOS13, SOS14, SOS15)

P. solitum Westling (PCA11)
P. verrucosum Dierckx (PCA2)
P. viridicatum Westling (SOS5, SOS6)
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Colecta 1

Figura 11
Aspergillus spp. (POM6, POS5, PCM23, PCM24) después de 7 dias de incubacién a
25°C; anverso (a, ¢, e, g, I, k, m, 0); reverso (b, d, f, h, j, I, n, p)

CYA | MEA

PCM2
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Figura 12
Género Aspergillus (POM6, PCM23, POS5, PCM24) después de 7 dias a 25°C; cabeza
conidial (a; b, e; ¢; d) con barras de 30 um; conidios de PCM23 (e) y PCM24 coloreada

con fucsina &cida (f) con barras de 10 um

Tabla 4
Descripcién macroscopica y microscopica de colonias del género Aspergillus aisladas

de la colecta 1

Cadigo Caracteristicas macroscépicas y microscopicas

Aspergillus sp.

Colonias en CYA de 43.66 mm de diametro, flocosas, micelio blanco a
amarillo palido; reverso amarillo palido rugosa. Colonias en MEA de 76.45
mm de didmetro, bajas, produccion de conidios esparcidos radialmente
verde oliva opaco; reverso mismas caracteristicas, pero coloracion mas
tenue. Colonias en G25N de 35.28 mm de diametro, densas, flocosas,

POM®6
produccion de conidios abundantes, color amarillo verdoso; reverso palido.

Conidioforos nacidos del micelio aéreo, estipes con paredes delgadas,
incoloras y lisas, que se agrandan terminalmente hasta convertirse en
vesiculas piriformes; vesiculas de 37.81 um de diametro, fértiles en toda la
cabeza conidial; conidios subesferoidales a elipsoidales, de 4.38 um de

largo, de paredes lisas, que nacen radiados a la cabeza conidial.

POSS Aspergillus sp.
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Cadigo

Caracteristicas macroscépicas y microscopicas

Colonias en CYA de 66.44 mm de didmetro, con micelio blanco
subsuperficial, coronado por una capa de conididéforos cerca de los bordes,
cabezas conidiales individuales visibles a simple vista, que cubren las areas
centrales de color negro azabache; reverso incoloro. Colonias en MEA de
66.00 mm de didmetro, similares a las de CYA, pero menos densas; micelio
subsuperficial discreto; cabezas conidiales visibles sobre toda la colonia,
negro azabache; reverso sin color. Colonias en G25N de 26.39 mm de
didmetro, de superficie blanca con micelio subsuperficial coronado por

cabezas conidiales negras escasas; reverso sin color.

Conidioforos nacidos de hifas superficiales o subterraneas, con paredes
gruesas y lisas, incoloras de 12.59 um de ancho; vesiculas esféricas u

achatadas de 45.74 um de diametro; fialides muy juntas; conidios esféricos.

PCM23

Aspergillus sp.

Colonias en CYA de 73.50 mm de didmetro, flocosas, produccion de
micelio blanco superficial con conidiéforos y cabezas conidiales negras en
la parte central y en los bordes; reverso amarillo palido. Colonias en MEA
de 59.06 mm de didmetro, densas; micelio subsuperficial discreto; cabezas
conidiales visibles sobre toda la colonia, negro; reverso sin color. Colonias
en G25N de 29.28 mm de diametro, de superficie blanca con micelio con

cabezas conidiales negras escasas; reverso sin color.

Conididforos nacidos de hifas superficiales, con paredes gruesas y lisas,
incoloras; vesiculas esféricas u achatadas de 44.66 pum de didmetro; fialides

muy juntas; conidios esféricos de 3.88 um de largo.

PCM24

Aspergillus sp.

Colonias en CYA de 24.05 mm de didmetro, flocosas, sulcadas, produccion
de micelio superficial palido; reverso amarillo palido. Colonias en MEA de
67.54 mm de diametro, flocosas; micelio blanco torndndose a amarillo

superficial discreto; cabezas conidiales escasas; reverso sin color. Colonias
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Cddigo Caracteristicas macroscopicas y microscopicas

en G25N de 27.77 mm de diametro, de superficie blanca con micelio con

cabezas conidiales negras escasas; reverso sin color.

Conidioforos nacidos de hifas superficiales, con paredes gruesas y lisas,
incoloras; vesiculas esféricas u achatadas de 34.10 um de diametro; fialides
juntas, lisas y pequefias; conidios esféricos a esferoidales de 4.05 pum de

largo.

Figura 13

P. aurantiogriseum (POS2), P. brevicompactum (POS3), subgénero Penicillium
(POAL7) después de 7 dias de incubacion a 25°C; anverso (a, ¢, e, g, i, k); reverso (b, d,
f,hj, 1)
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Figura 14
Subgénero Penicillium (PCA7, PCA12), P. fellutanum (PCA9), P. solitum (PCA11l)

después de 7 dias de incubacion a 25°C; anverso (a, ¢, €, g, i, k, m, 0); reverso (b, d, f, h,

j:1,n, p)

CYA MEA

PCA 11
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Figura 15
P. aurantiogriseum (a, b), P. brevicompactum (c, d) subgénero Penicillium (e, f),

subgénero biverticillium (g, h) después de 7 dias a 25°C; penicilos sin colorante (a, b, c,

d) penicilos con colorante fucsina acida (e, f, g, h) con barras de 20 um

Figura 16

Subgénero Penicillium PCA7 (a, b, ¢, d, ) y PCA12 (j), P. fellutanum (f, g, h), P. solitum
(i) después de 7 dias a 25°C; penicilos sin colorante (a, b, c, d, e, h, i, j) penicilos con
fucsina &cida (f, g) con barras de 20 um, conidios de subgénero Penicillium PCA7 () y

PCA12 (k), P. fellutanum (m) con barras de 10 um




Tabla 5
Descripcion macroscépica y microscdpica de colonias del género Penicillium aisladas

de la colecta 1

Cadigo Caracteristicas macroscopicas y microscopicas

P. aurantiogriseum Dierckx

Colonias en CYA de 32.91 mm de didmetro, moderadamente profundas,
de textura suave micelio blanco en los bordes, generalmente discreto;
produccion de conidios de moderada a abundante, de color turquesa
grisaceo a verde opaco; reverso naranja claro. Colonias en MEA de 35.12
mm de diametro, planas; micelio subsuperficial; produccion de conidios
generalmente de moderada a intensa, de color turquesa grisaceo a verde
POS2 opaco; reverso palido. Colonias en G25N de 24.19 mm de didmetro,

densas de textura granular; reverso palido.

Conidioforos nacidos solos o en fasciculos, principalmente de hifas
subsuperficiales, estipes de 37.96 um de largo, con paredes lisas a
finamente rugosas, con penicilos terminales biverticilados; fialides
ampuliformes de 8.11 um de largo; conidios esféricos a subesferoidales
de 2.71 um de largo, con paredes lisas, sostenidos en columnas largas y

bien definidas.

P. brevicompactum Dierckx

Colonias en CYA de 22.59 mm de diametro, radialmente sulcadas,
moderadamente profundas, densas; micelio blanco en los bordes;
formacion de conidios de color verde claro a moderado; el reverso es de
color amarillento. Colonias en MEA de 22.67 mm de diametro, planas,
sulcadas radialmente, velutinosas; micelio blanco; produccion de
POS3 conidios moderada de color verde opaco a verde oscuro; reverso palido.
Colonias en G25N de 13.27 mm de diametro, planas con textura granula;

reverso palido.

Conididforos nacidos del micelio de la superficie, estipes generalmente
de paredes lisas de 25.41 um de longitud, con penicilos terverticilados;

ramas cortas y anchas; métulas en grupos divergentes, cortas y anchas, de
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12.54 um de largo; fialides en verticilos divergentes, ampuliformes, de
8.22 um de largo; conidios elipsoidales, de 2.24 um de largo, con paredes

lisas, sostenidos en cadenas divergentes y desordenadas.

POA17

Penicillium sp.

Colonias en CYA de 19.50 mm de didmetro, radialmente sulcadas,
moderadamente profundas, densas, textura velutinosa; micelio blanco;
formacion de conidios de color verde grisaceo; reverso palido. Colonias
en MEA de 23.80 mm de diametro, planas, velutinosas; micelio blanco;
conidios abundantes de color verde oscuro; reverso palido. Colonias en
G25N de 7.34 mm de diametro, profundas, conidios de color verde claro;

reverso palido.

Conididforos nacidos del micelio de la superficie, estipes delgados y lisos,
de 47.09 um de largo, con penicilos monoverticilados e biverticilados
angostos y compactos; métulas cortas y divergentes de 13.00 um de largo;
fialides en verticilos juntos y ampuliformes, de 8.40 um de largo; conidios
elipsoidales, de 2.62 um de largo, sostenidos en cadenas divergentes y

desordenadas.

PCA7

Penicillium sp.

Colonias en CYA de 19.84 mm de didmetro, radialmente sulcadas,
moderadamente profundas, densas, textura velutinosa; micelio blanco;
formacidn de conidios azul verdoso; reverso pélido. Colonias en MEA de
22.20 mm de didmetro, planas, velutinosas; micelio blanco; conidios
abundantes de color verde opaco a verde oscuro; reverso palido. Colonias
en G25N de 16.48 mm de didmetro, planas, textura granular, conidios de

color verde claro a moderado; reverso palido.

Conidiéforos nacidos del micelio de la superficie, estipes delgados con
paredes lisas de 31.62 pum de largo, con penicilos biverticilados; métulas
en grupos divergentes de 12.66 um de largo; fialides en verticilos
ampuliformes de 9.08 um de largo; conidios elipsoidales, de 2.57 um de

largo, sostenidos en cadenas divergentes y desordenadas.
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PCA9

P. fellutanum Biourge

Colonias en CYA de 19.54 mm de diametro, muy densas, radialmente
sulcadas, velutinosas; micelio blanco visible solo en los margenes;
formacion de conidios claros a pesados, de color gris palido a verde
oscuro; presenta exudado incoloro; reverso palido. Colonias en MEA de
18.72 mm de diametro, bajas y densas, velutinosas con un area central
flocosa; conidios moderadamente abundantes; colores similares a las
colonias en CYA. Colonias en G25N de 17.02 mm de didmetro,

crecimiento bajo y denso; reverso amarillo palido.

Conidioforos nacidos de hifas aéreas, con penicilli definidos con 2
métulas de 11.81 um de longitud, a veces teniendo métulas de manera
aleatoria, con o sin fialides solitarias, dando la impresion de un penicilli
mono Y biverticilado nacidos perpendicularmente a las hifas fértiles, pero
siempre con al menos dos métulas terminales; estipes de paredes lisas de
17.60 pm de longitud, irregulares y a menudo indeterminada; fialides
ampuliformes, de 8.34 um de largo; conidios elipsoidales, de 3.11 um de
largo, con superficies finamente a claramente rugosas, sostenidos en

largas columnas irregulares.

PCAl1l

P. solitum Westling

Colonias en CYA de 21.26 mm de diametro, levemente sulcadas, densa,
con textura superficial velutinosa; micelio blanco visible solo en los
margenes; conidios generalmente producidas en abundancia, de color
verde azulado oscuro; exudado abundante y claro; reverso generalmente
palido. Colonias en MEA de 23 mm de didmetro, planas, bajas con textura
velutinosa; micelio grisaceo en los bordes; conidios abundantes,
coloreados como en CYA,; reverso palido. Colonias en G25N de 18.14
mm de diametro, muy parecidas a las colonias en CYA,; conidios verdes

oscuro; reverso incoloro.

Los conididforos nacen de hifas subsuperficiales, estipes cominmente de
20.19 pm de largo, pero de longitud indeterminada cuando estan en

fasciculos, con paredes lisas; penicilos terverticilados; fialides
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ampuliforme a cilindroidal de 9.49 um de largo; conidios esféricos a
subesferoidales de 3.09 um de didmetro, con paredes lisas a muy

finamente rugosas, sostenidos en cadenas desordenadas.

PCA12

Penicillium sp.

Colonias de 20.79 mm de diametro, sulcadas, micelio blanco en los
margenes; conidios moderados de color verde grisaceo; reverso amarillo
palido. Colonias en MEA de 22.72 mm de diametro, planas, flocosas y
granulosas; inverso palido. Colonias en G25N 18.14 mm de diametro,
micelio blanco en los bordes, conidios moderados de color verde oscuro

a amarillo en el centro; reverso palido.

Conidioforos nacidos de hifas aéreas, estipes de 17.19 pum de largo,
paredes rugosas, con penicilos terverticilados; métulas en verticilos de
10.33 um de largo; fialides de 6.77 um de largo; conidios subesferoidales

de 2.83 um, que se desarrollan en cadenas cortas desordenadas.
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Colecta 2

Figura 17
Género Aspergillus (SOV4, SOS23, SOS24), A. versicolor (Vuill.) Tirab. (S0S23, SCS12)
después de 7 dias de incubacion a 25°C; anverso (a, ¢, €, ¢, i, k, m, 0, q, S); reverso (b,

d1 fl hl jl Il nl p; r; t)

_ CYA MEA

SOV23

SOV24
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Figura 18

Género Aspergillus SOV4 (a), SOV23 (b) y SOV24 (d), A. versicolor (Vuill.) Tirab. (c; e,

f) después de 7 dias a 25°C; cabezas conidiales (a, b, c, d, e, e, f) con barras de 30 um;

conidios de SOV4 (g) con barras de 10 pum

Tabla 6

Descripcién macroscopica y microscopica de colonias del género Aspergillus aisladas

de la colecta 2

Cadigo Caracteristicas macroscépicas y microscopicas
Aspergillus sp.
sova Colonias en CYA de 42.22 mm de diametro, flocosas, produccion de micelio

superficial palido; reverso amarillo palido. Colonias en MEA de 49.88 mm

de didmetro, flocosas; micelio blanco superficial a subsuperficial; cabezas
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conidiales marrones visibles en la parte central de las colonias; reverso sin
color. Colonias en G25N de 33.47 mm de diametro, de superficie blanca con

micelio con cabezas conidiales negras escasas; reverso sin color.

Conidioforos nacidos de hifas superficiales, con paredes gruesas y paredes
levemente rugosas, incoloras; vesiculas esféricas u achatadas de 63.06 um de
diametro; fialides juntas de paredes rugosas; conidios esféricos a esferoidales

de 4.14 um de largo.

SOV23

Aspergillus sp.

Colonias en CYA de 24.78 mm de diametro, flocosas, produccion de micelio
blanco superficial con cabezas conidiales escasas; reverso amarillo palido.
Colonias en MEA de 54.26 mm de diametro, flocosas; micelio blanco
superficial a subsuperficial; cabezas conidiales marrones visibles en la parte
central de las colonias; reverso sin color. Colonias en G25N de 24.87 mm de
didmetro, de superficie blanca con micelio con cabezas conidiales negras

escasas; reverso sin color.

Conididforos nacidos de hifas superficiales, con paredes gruesas y rugosas,
incoloras; vesiculas esféricas de 63.06 um de didmetro; fialides muy juntas;
conidios esféricos de 4.14 um de diametro.

SOV24

Aspergillus sp.

Colonias en CYA de 64.46 mm de diametro, flocosas, produccién de micelio
blanco superficial con conidiéforos y cabezas conidiales negras discretas en
la parte central; reverso amarillo palido. Colonias en MEA de 64.62 mm de
didmetro, densas; micelio subsuperficial escasas; cabezas conidiales
marrones visibles sobre toda la colonia; reverso sin color. Colonias en G25N
de 29.28 mm de diametro, de superficie blanca con micelio con cabezas

conidiales negras escasas; reverso sin color.

Conididforos nacidos de hifas superficiales, con paredes gruesas y rugosas,
incoloras; vesiculas esféricas de 31.57 um de diametro; fialides muy juntas;

conidios esféricos de 4.03 um de diametro.
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SOS23

A. versicolor (Vuill.) Tirab.

Colonias en CYA de 15.94 mm de diametro, ligeramente sulcadas, densas;
micelio de blanco a beige; cabezas conidiales escasas, color verde grisaceo;
inversa mostaza fuerte. Colonias en MEA de 16.84 mm de diametro, bajas,
planas y densas; micelio de blanco a beige; cabezas conidiales color verde
opaco; inverso amarillo verdoso. Colonias en G25N de 20.41 mm de
didmetro, umbonadas, densas, de micelio blanco a amarillo claro; reverso

amarillo palido.

Conididforos nacidos de hifas superficiales o aéreas, estipes con paredes
gruesas; vesiculas variables, las mas grandes casi esférica, de 17.68 um de
didmetro, con métulas y fialides muy juntas; conidios esféricos, muy

pequefias, de 3.23 um de diametro, nacidas en cabezas radiadas.

SCS12

A. versicolor (Vuill.) Tirab.

Colonias en CYA de 22.79 mm de diametro, planas, densas; micelio de
blanco a verde grisaceo; cabezas conidiales densamente agrupadas, de color
verde grisaceo; inverso naranja palido. Colonias en MEA de 19.48 mm de
didmetro, bajas, densas, micelio de blanco a beige; cabezas conidiales
numerosos, radiantes, de color verde opaco; inverso marrén amarillo.
Colonias en G25N de 20.10 mm de diametro, planas, densas, de micelio

amarillo; reverso amarillo palido.

Conididforos nacidos de hifas superficiales o aéreas, estipes con paredes
gruesas; vesiculas variables, las mas grandes casi esférica, de 21.86 um de
didmetro, con métulas y fialides muy juntas; conidios esféricos, muy

pequefias, de 3.14 um de diametro, nacidas en cabezas radiadas.
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Figura 19
Colonias en medio CREAD después de 7 dias de incubacién a 25°C; anverso (a, ¢, d);
reverso (b, f, e); Penicillium sp. (SOS34) que produce bastante acido, P. brevicompactum

(PCA14) con poca produccion de acido, P. viridicatum (SOS5) que no produce acido

SOS34

PCA14

SCS5

Figura 20
Colonias de aislados productores de bastante &cido: Penicillium sp. (SOS34) incubadas

por 7 dias a 25°C; anverso (a, c); reverso (b, d)

CYA MEA
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Figura 21
Penicilo de Penicillium sp. (a) después de 7 dias a 25°C con barra de 20 um; conidios

(b) con barras de 10 um
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Figura 22

Colonias de aislados que producen poco é&cido: P. brevicompactum (SOS11, SOS12,
S0S13, SOS14, SOS15), subgénero Penicillium (SOS32) después de 7 dias de incubacién
a 25°C; anverso (a, ¢, e, ¢, i, k, m, 0, g, s, u, w); reverso (b, d, f, h,j, I, n, p, r, t, v, X)

A MEA

SOS11

SOS13

SOS14

SOS15

SOS32
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Figura 23

P. brevicompactum SOS11 (a), SOS12 (g), SOS13 (b), SOS14 (c, d), SOS15 (h, e, i, J, k,
1); subgénero Penicillium SOS32 (f); después de 7 dias a 25°C; penicilos (a, b, c, d, e, f,
g, h, 1, J, k, 1), penicilo con colorante fucsina acida (h) con barras de 20 um, conidios de
P. brevicompactum SOS11 (m), SOS12 (r), SOS13 (0), SOS15 (q), subgénero Penicillium
SOS32 (p) con barras de 10 um
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Figura 24
Colonias de aislados no productores de acido: P. viridicatum (SOS5, SOS6), después de

7 dias de incubacion a 25°C; anverso (a, c, e, g); reverso (b, d, f, h)

CYA MEA

Figura 25
P. viridicatum (a, b, c, d, e, f, g), después de 7 dias a 25°C; penicilos (a, b, ¢, d, €) con

barras de 20 um, conidios (f, g) de 10 pum
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Tabla 7
Descripcion macroscépica y microscdpica de colonias del género Penicillium aisladas

de la colecta 2

Cadigo Caracteristicas macroscopicas y microscopicas

P. viridicatum Westling

Colonias en CYA de 20.04 mm de diametro, radialmente sulcadas, densas,
velutinosas; micelio blanco discreto; produccion de conidios de moderada a
intensa, verde grisaceo; reverso en tonos amarillo palido. Colonias en MEA
de 28.50 mm de didmetro, planas, velutinosas a granulares y centralmente
flocosas; micelio blanco en los bordes; formacion de conidios moderada, de
colores verdosos similares a los de CYA; inverso marron amarillento.
505 Colonias en G25N de 14.13 mm de didmetro, planas, densas, granulares en

la superficie; produccion de conidios azul grisaceo; reverso palido.

Conidioforos nacidos de hifas superficiales, estipes de 27.88 um de largo,
con penicilos grandes adpresos, generalmente terverticilados; fialides
ampuliformes de 10.26 pum de largo; conidios subesferoidales a elipsoidales,
de 3.38 um de largo, con paredes lisas o finamente rugosas, sostenidos en

cadenas desordenadas.

P. brevicompactum Dierckx

Colonias en CYA de 23.28 mm de didmetro, radialmente sulcadas,
moderadamente profundas, densas, textura velutinosa;, micelio blanco;
formacion de conidios de color verde grisaceo; el reverso es palido. Colonias
en MEA de 22.64 mm de diametro, planas, velutinosas; micelio blanco;
conidios abundantes de color verde oscuro; reverso palido. Colonias en
S0512 G25N de 25.19 mm de diametro, planas o radialmente sulcadas, textura

granular, conidios de color verde claro; reverso palido.

Conididforos nacidos del micelio de la superficie, estipes anchos, de 46.13
pm de largo, con penicilos biverticilados anchos y compactos; métulas en
grupos divergentes, cortas y anchas, de 13.08 pum de largo; fialides en

verticilos divergentes, ampuliformes, de 7.30 pm de largo; conidios
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elipsoidales, de 3.29 um de largo, sostenidos en cadenas divergentes y

desordenadas.

SOS14

P. brevicompactum Dierckx

Colonias en CYA de 21.76 mm de diametro, radialmente sulcadas,
moderadamente profundas, densas, textura velutinosa; micelio blanco;
formacion de conidios de color verde claro a moderado; el reverso es palido.
Colonias en MEA de 21.76 mm de didmetro, planas, velutinosas; micelio
blanco; conidios abundantes de color verde opaco a verde oscuro; reverso
palido. Colonias en G25N de 18.75 mm de didmetro, planas o radialmente
sulcadas, textura granular, conidios de color verde claro a moderado; reverso

palido.

Conididforos nacidos del micelio de la superficie, estipes anchos, de 27.38
pm de largo, con penicilos terverticilados anchos y compactos; métulas en
grupos divergentes, cortas y anchas, de 15.11 um de largo; fialides en
verticilos divergentes, ampuliformes, de 7.86 um de largo; conidios
elipsoidales, de 3.24 um de largo, sostenidos en cadenas divergentes y

desordenadas.

SOS32

Penicillium sp.

Colonias en CYA de 21.09 mm de diametro, radialmente sulcadas, micelio
blanco discreto en los margenes; produccion moderada de conidios verde
grisaceo; reverso amarillo palido. Colonias en MEA de 28.60 mm de
diametro, planas, velutinosas a granulares y centralmente flocosas; micelio
blanco en los bordes; formacion de conidios abundantes verde claro; inverso
incoloro. Colonias en G25N de 20.06 mm de diametro, planas, densas,
granulares en la superficie; produccién de conidios azul grisaceo; reverso

palido.

Conididforos nacidos de hifas superficiales, estipes de 18.73 um de largo,

con penicilos biverticilado; métulas lisas de 10.42 um de largo; fialides
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ampuliformes de 7.69 um de largo; conidios esferoidales 2.54 um de largo

sostenidos en cadenas desordenadas.

Figura 26

Encuesta realizada a los productores de café de la provincia de Rodriguez de Mendoza

Datos de cada agricultor en el Campo

L. ;Cuintas hectdreas tiene de calé y cudl es la densidad de siembra?

2. ;Cudl es la variedad de calé cultivado?

3. Edad de la plantacidn (si tiene diferentes edades, indicar el drea)

4. Observar si la plantacion tiene malahierbas o no y preguntar al productor su impresion sobre este punto.

5. (Sirealiza fertilizacion orgdnica (abono) o con fertilizantes comerciales?

6. (Cuindo fue lailtima fertilizacion orgdnica (abono) o fertilizacion con productos comerciales?

7. Cuil es la frecuencia de abono/ fentilizacién?

8. ;Son realizadas andlisis de suelo?

9. (Cuiinto produce de café (productividad por afio o por campaiin)?

10, Preguntar mds o menos cudnto ganan por campaiia, para ter nocidn de la remabilidad.

11 (El café es cultivado con sombra? [ Qué tipo de sombra (especies de drboles que son utilizadas v cudl es la distancia entre los
drboles o densidad de siembra)?

12, Pendiente y localizacidn del drea de cultivo (Google Maps — coordenadas)

13, {Qué problemas sanitarios ticne em ¢l campo (broca u otros insectos, roya, ojo de pollo, cercospora, araficro, pie negro
(Roselinia), nemitodo)?

a. Indicar la intensidad de la enfermedad (alto o bajo)

14, ;Aplican fungicida, insecticida o cualquier ofro agroquimico?

15, ;Con que frecuencia y cudl fue la (iltima vez?

16, ¢ Quién esti contestando a todas las preguntas {padre de familia, hijo etc., o sea, cudl es ¢l perfil de la persona encuestada)?

17. ;Pertenecen a una cooperativa y a cudl cooperativa y/o a quién venden ¢l café?

18.  ;Cuil es la apreciacidn de la calidad de la plantacidn (creen que estd muy buena, estd regular o estd bajo, o sea, la apariencia de
las plantas, sombra ete)? Sacar fotos panordmicas.

19. ¢ Llovid esta dltima semana? (para saber las condiciones ambientales que fueron sometidas las muestriss que serd recolectadas)

20.  ;Hace cuantas horas estd fermentando el grano muestreado?

21, ;Hace cudnto tempo esti almacenado el grano muestreado?

22, Sacar foto de cada local de muestreo.

23, Verificar si tienen produccion animal, animales domésticos, aves etc.

24, Verificar la regidn alrededor (situacion geogrifica o en que parte del paisaje estd la plantacién — morro, parte baja, cerca de rios,
montanas eic.)

Incluir la coleta de muestra de suelo (para andlisis de caracterizacion, microbiolégica y de nematodos)

No preguntar solamente, ir a verificar las informaciones dadas por el agricultor

Preguntar al productor lo que estd haciendo falta y si podriamos apoyar en algo
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