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CIRAD

CIRAD: Center International Research for
the Development
CIRAD es un centro francés de investigacion que cumpla

con los paises del Sur, a las cuestiones internacional de la
agricultura y el desarraollo.

3 departamentos cientificos:
« Sistemas Biologicos (BIOS),

e el funcionamiento del sistema de Produccion
Tropical y Sistemas de Procesamiento
(PERSYST),

 Medio Ambiente y Sociedad (ES).
1 36 unidades de investigacion
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CIRAD

UMR Qualisud : Unidad mixta de investigacion
Cualidad de los productos del sur

El desarrollo de un enfoque integrado para la produccion
masterizado y sostenible de alimentos de cualidades
organolépticas, sanitaria y la nutricion optima.

Las actividades de investigacion se llevan a cabo en 3 equipos:

e Determinantes de cualidades organoléepticas y nutricionales de
los productos frescos y procesados.

e Control de los contaminantes en la cadena alimentar a.

* Procesos de separacion y procesamiento de alimentos y bio-
estabilizacion.
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El Café

Planta perenne de la familia Rubiaceae,
genero Coffea

La planta del café requiere un clima
caliente y himedo de las regiones
tropicales y subtropicales

Los paises con mayor produccion son:
Brasil, seguido por Vietham y Colombia.
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Cafe y Contaminante

0 Productos Quimicos

e Los residuos de pesticidas resultantes de la
utilizacion de pesticidas

e Hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAP)

0 Mycotoxinas
— Ocratoxinas (OTA)
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Café y Ochratoxine A (OTA)

OTA es la principal micotoxina encontrado en el
cafe.

Metabolito secundario producido por varias
especies toxigénicas de Aspergillus y Penicillium.

0 OH OTA
=) Toxicidad : \ 7
v" Nefrotoxica, "CH,
v Carcindgeno, o
\ J\ J
v’ Inmunosupresores, Y Y

v’ Teratogénico Fenilalanina + isocumarina
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Q Aspergillus carbonarius y A.westerdijkiae son las

especies toxigenicas mas frecuentemente implicados en
la contaminacion del café.

OTAYy café

0 Aspergillus ochraceus y Aspergillus Niger, son otras

especies que contribuyen a la contaminacion de café
OTA.

a La presencia de OTA en los granos de café depende de
las condiciones de cosecha, de post-cosecha,
almacenamiento y transporte.
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OTAYy cafe

* Legislacion europea (Reglamento de la Comision Europea,
1881/2006) ha establecido un nivel maximo para la OTA:
O café tostado (5,0 ug / kg) Fo
O café instantaneo (10,0 ug / kg)

4

» Segun la FAO (2006) el café tostado estandar puede causar
una tasa de rechazo medio de las exportaciones a partir de 7% a

18%. l

Impacto significativo en las economias de los paises productores

8



- %Mompelller —
‘ cirad soiAgro U/ 1] UMes
Institut des Régions Chaudes Université Montpellier 1 ﬂﬂ!iﬁ?ﬁ&?ﬁ’%

Q}luﬁiﬁiw[

Problema

» A.ochraceus y A. westerdijkiae estan relacionada con la
presencia de ocratoxina A (OTA) en especies de café.

» Desde el aino 2004, sobre la base de datos moleculares y
morfoldgicos, Frisvad et al propone, A. westerdijkiae como un
nuevo taxon de A.ochraceus especies (muy cerca
genomicamente y fenotipicamente).

» 84% cepas anteriormente reconocida en A.ochraceus se
encuentran es en A.westerdijkiae

» A.westerdijkiae es mas ocratoxigenicas que A.ochraceus
(30 000 mas en nuestros estudios)

-
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Problema

« Estas dos especies se han diferenciado sélo recientemente,

e Primers de ADN

« Hasta ahora no son especificos de especie (Primers ITS),
Amplificacion por PCR una regién gendmica del mismo tamafo pero no podemos separar con un gel agarosa

» O bien son demasiado especificos (primer Beta tubuline), y en este caso, amplifica
selectivamente el ADN de una sola especie.

* En nuestro estudio hemos utilizado las propiedades de la PCR-DGGE para
diferenciar A.westerdijkiae de A.ochraceus con uno unico pares de
cebadores de ADN (Primers ITS)

10
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Metodologia

Muestra

JIUEN

1) Extraccion ADN

2) Amplificacion PCR con
primers ITS

3) DGGE permite la separacion de diferentes
amplicons ADN
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Principio PCR-DGGE
Amplicons de doble cadena del mismo tamano
Pero diferentes secuencias
ADN doble cadena ImmT + | 2GC-Clamp
EIeCtrOforeSiS qel DO|iaCI’i|amida Concentracidon mas baja de los
. L] ] agentes
ADN menos ricos desnaturalizacion
en GC unssanenschiiferssunseas
v ' Aumentacion del
T OO reras
. | gradiente lineal de
Dm agentes
| )
desnaturalizantes
ADN los mas ricos en GC —
v v Mas alta

concentracion en los agentes
desnaturalizacion

una banda = una cepa

12
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Metodologia

- Comparar distancias de migracion diferentes cepas:

» 2 cepas de Aspergillus westerdijkiae referencia
» 1 cepa de Aspergillus ochraceus referencia

» 6 cepas de Aspergillus ochraceus o westerdijkiae

13
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Resultados — Separacion PCR -DGGE
A A
Woow
C A A Cepa A.ochraceus de referencia

CEPAS » Cepas 1,3,4,5,6:
5 5 4 488 99 18 misma distancia de

6 migracion que cepas
abababababa Awesterdikiaede
& - leferencias

» Cepa 2:

distancia de migracion
diferentes / A.westerdijkiae
y de A.ochraceus

Cepas A.westerdijkiae de referencias
14
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Resultados— Secuenciacion

Confirmado por secuenciacion vy el alineamiento :

» 100% Identidad de secuencias (200 pb) : cepas 1,3,4,5,6 con les 2 cepas de
referencias A.westerdijkiae

e Cepa?2:
* 95% Identidad de secuencias (200 pb) avec Awe

* 96,5% ldentidad de secuencias (200 pb) avec Ao

» En comparacion con el nivel de produccion de OTA mas cerca de
A.westerdijkiae

» Especies diferentes de A.westerdijkiae et A.ochraceus?

15
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* Es posible diferenciar las dos especies por PCR-DGGE

» Esto se confirmo por secuenciacion y la alineacion de
secuencias

» Esto se correlaciona con los niveles de produccion de OTA

» Es posible de cuantificar?

19
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Resultados- Linealidad de la metodologia

Gel DGGE que representa diferentes cantidades de ADN de cepas puras y

mezcladas de A.ochraceus et A.westerdijkiae

A.ochraceus

A. westerduk:ae

H‘j,-

Los 2 especies
mezcladas
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A.ochraceus
cuantidad ADN en ng

25

10

250 125 25 125 5

Analisis de la imagen (Image Quant©): la medicion del volumen de las bandas

Bandas Volumen: superficie de la banda multiplicada por la intensidad (pixels)
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Resultados- Linealidad de la metodologia

Regresion entre la cantidad de ADN de A.westerdijkiae y el volumen de las
bandas de DGGE
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Resultados- repetibilidad de la metodologia

Mezcla de los 2 A.westerdijkiae

especie A
it

| Y
‘A.ochraceus

Andlisis de la imagen:
A.westerdijkiae: 93,5% de repetibilidad solo, 91,8% mezcladas

A.ochraceus : 93,2% de repetibilidad solo, 92,3% mezcladas

18
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Conclusiones

» Es posible diferenciar las dos especies por PCR-DGGE

* El método es lineal con un coeficiente de regresion de
R2=0,978

 El método es repetible> 90%: A.westerdijkiae y A.ochraceus
(cepas puras o0 mezcladas)

» Latécnica permite "cuantificar" las dos cepas por separado en co-cultivos

20
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Otros estudios

1 Biodiversidad de los 2 cepas A.westerdijkiae y A.ochraceus

(diferencias de migracion)

1 Se utiliza para supervisar la competicion entre estas dos cepas
. Identificacion y cuantificacion

21
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Gracias por su atencion




