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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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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

La produccion mundial de café: 8 millones de
toneladas (2011)

Los paises con mayor produccion son: Brasil, seguido
_por Vletnam_y Colombia.

Coffea arabica y Coffea canephora utilizados en la
preparacion de la bebida

» Coffea arabica (70% de la produccion mundial) se
considera los cafés de lujo, con sus aromas, su
tersura y suavidad

» Coffea canephora (30% de la produccion mundial):
conocido por su fuerza agricola (Robusta)
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El Café
Tratamiento post cosecha via humeda

Cosecha - Café Cereza

Café verde

Despulpage

Desmucilaginacion entonces secado

& Café pergamino

Q—

Café despulpado
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El Café
» Tratamiento post cosechavia seca

] " Café Verde
Cosecha - Café Cereza Secado

' Descascarar

Café con Cascara
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Objectivos

» Mejorar el conocimiento sobre la dinamica de las
poblaciones microbianas durante el procesamiento post-
cosecha de café utilizando un método molecular (PCR-DGGE)

> Establecer la relacion entre la dinamica de la poblacion
microbiana del cafée y las diferentes etapas de tratamiento post-
cosecha por PCR-DGGE

» Diferenciar las zonas geograficas con una huella molecular
de las poblaciones microbianas
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Metodologia

 PCR-DGGE (Denaturing Gel Gradient Electrophoresis) :
Gradiente desnaturalizante Gel electroforesis

» Perfil DGGE

» Analiza de imagen

> Perfiles difieren en el niumero y la posicion de las bandas

» Calcular el numero de bandas en comuUn entre cada muestra:
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Coeficiente de similitud de DICE : Winjisdshoigiios
Spice™ 100*2* Npg / (Na+Np) . T
» Matriz binaria
» Analisis estadistico (ACP et Andlisis de similitud)

(Dlien/Dmax)*100

120
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Metodologia

Muestra café

1) Extraccion ADN Totales
ADN microbiano (levaduras, hongos,
bacterias)

2) Amplificacion
PCR de regiones

variable del ADN
ribosomal con
primers universal

26S levaduras_

28S hongos
16S bacterias_

I 3) DGGE permite la separaciéon de diferentes
] ampliconf ADN
|
I
 I—
—/
—/

bacterias

JUTEN

JUUHNN

Hongos

levaduras

Huella genética especifica de la

poblacion microbiana en la muestra 9
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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

10
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Diferenciacion de tratamientos post-cosecha

Muestreo
e 3 fincas de México, 3 tratamientos diferentes :
v Via hiumida mecanica

v" Via himida con fermentacién con agua

v" Via seca
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Resultados - Perfil DGGE

—————. = .

Ejemplo : Via humida mecanica

Campo .
Proceso ‘ Hongos ‘ | Levaduras | Bacterias
Secado
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Resultados - Perfil DGGE

cme,_ Eiemplo: Via himida fermentacion con agua
2% T Hongos Levaduras Bacterias

13
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Ejemplo : Via seca
Hongos Levaduras Bacterias

--HHHHF

o Ili :
1 7| 1

TIEMPO DE SECADO 14
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Resultados - Dinamica de los especies

Bacterias

En general, el nUmero de especies

N\ con via humida mecanica

/7 con fermentacién con agua

Nombre d'especes séparées par PCR-
DGGE
[y
5,

10 /7 durante el proceso via seca

5

(1]

Cereza Proceso Café verde
16 —m—

o Hongos — o Levaduras
b4 12 N §_ 1 /-\.
g _A @ 12
g / x-”x/\ & w 10 \/
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0 ' ’ ’ Cereza Proceso Café verde

Cereza Proceso Café verde

15
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Metodologia

» Perfil DGGE

» Analiza de imagen

> Perfiles difieren en el nimero y la posicion de las bandas

» Calcular el nimero de bandas en comun entre cada muestra;:
Coeficiente de similitud de DICE :

Spice™ 100*2* Npg / (Na+Np)

> Matriz binaria

Dendrogramme de 25 Obs.
Moy. non pond. grpes associés
Percent disagreement

AGBIP1-P

AAAAAA

'] 7 - /' = " AGB1P3-P

» Analisis estadistico (ACP et Andlisis de similitud) -
AGBSP5-P

AGB2P1-P

AGB2P2-P

PPPPPPPP

PPPPPPPP

PPPPPPPP

0 20 40 60 80 100 120

(Dlien/Dmax)*100
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Resultados — Analisis estadisticas
Via humida mecanica (Hongos)
| s Group average
; Cereza
% [ Jumo
Jumom mucilage
Café
Café desmucilaginado
. despulpado Café
despulpado
desmucilagipado Ca;‘-é o
at Pergamino
Pergamino Pergamino
i ! Cafénvergi:ﬂ
e L | et 100 80 60 40
Fact 1 56.2% o Similarity

» Buena discriminacion de los diferentes etapas del tratamiento post cosecha

» Verdad por cada finca y cada tipo de microrganismos
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Fact. 2:41,16%
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Resultados

Projection des ind. sur le plan factoriel ( 1 x 2)
Observations avec la somme des cosinus carrés >= 0,00
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— Analisis estadisticas

Projection des ind. sur le plan factorel ( 1 x 2)
Cbservations avec la somme des cosinus carrés >= 0,00

2,0 20
! _Hongos i Levaduras
] o vs Via seca
1ot Via Humida Mecéanica | Y. 1.0 . =y vha
05 / | Viaseca e \ Via Himida Mecéanida
vha ! g \;S -

DD [ pese B i e " 3 o0
-0.5 : E: e
4ot Via Humida Fermenta@/,@ |
P g "1 Via Himida Fermentacion

' 15 —1
-2,0

=25 20 15 10 -05 no 05 10 15 = Activ

RACRECEN S T O 10 e e 45 2} 2025 20 a5 10 05 00 05 10 15 20 o ac
Cbservations avec la somme des cosinus carrés >= 0,00 L ive
1.5 Fact. 1:58,08%
Bacterias
] s Discrimination des Fincas:
0.5 \;s L, , . ;- e H
7 Via Humida Mecanica * En funcion de los tratamientos
oo P oo - sne - o e
Via seca . 7

a8l e En funcion de la zona
a0l 9
19 W e Los dos
181 Via Himida Fermentacion
2.0

25 20 -15 -10 05 00 05 10 15 20 25 5 Actve

Fact. 1:68.47% 18
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Diferenciacion de tipo de cualidad

* Venezuela
e estado de Portuguesa

e Biscucuy, Municipio de Sucre y Chabasquen,

Municipio de Jose Vicente de Unda, estado de
Portuguesa

19
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Metodologia

« 22 muestras de 12 fincas
«1tipo de tratamientos post cosecha: Via humida fermentacion con agua
» 2 cualidades de preparacion :

0 «grano de oro » (G.O)
O « convencional »(C).

» Perfil DGGE de café verde
» Analiza de imagen

 Analisis estadistico (ACP et Analisis de similitud)

20
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Resultados: Diferenciacion de tipo de cualidad

Group average

< 300

)0 90 80 70 6(

Similarity

Dos grupos distinto con mas de 35 % de diferencias

21
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Conclusiones

» Es posible monitorizar la calidad y cantidad de la biodiversidad
y la dinamica de las especies microbianas

* Es posible diferenciar entre diferentes fases en un tratamiento
post-cosecha

» Es posible diferenciar las fincas (tratamiento y / o areas
geograficas)

* Es posible diferenciar dos tipos de cualidad en una misma
zona

22
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Otros aplicaciones

Determination of coffee origin by using 28S rDNA fingerpr inting of fungal
communities by PCR-DGGE: Application to the Cameroonian ¢ offee.
International Journal of Biosciences, 2 (5) : 18-30. [20120625].
Nganou Donkeng N., Durand N., Tatsadjieu N.L., Meile J.C., El Sheikha A.,
Montet D., Mbufung C.M.. 2012. nt/uploads/IJB-V2No05-p18-30.pdf

Determination of cheese origin by using 16S rDNA fin gerprinting of
bacteria communities by PCR-DGGE: Preliminary appli  cation to
traditional Minas cheese. Food Control, Volume 30, Issue 1, March 2013,
Pages 1-6.

Edna F.Arcury, Aly F. EI Sheikha, Tomasz Rychlik, Isabelle Piro-Metayer

A biological bar code for determining the geographi cal origin of fruit by
using 28S rDNA fingerprinting of fungal communities by PCR-DGGE: An
application to physalis fruits from Egypt . 2011 . - p. 115-129 In : Food
biotechnology = ISSN 0890-5436. - (2011)vol.25:n°2.

El Sheikha Aly, Métayer Isabelle, Montet Didier

23
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Otros aplicaciones

* Diferenciacion de tratamientos post-
cosecha y/o de zonas geograficas con
PCR-DGGE sobre muestra de cacao

* Diferenciacion con PCR -DGGE de itinerario
técnico, organico y convencional (café y
banana).

24
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Gracias por su atencion




