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RESUMEN

Hoy en dia la importancia de la identificacion y cuantificaciéon de la flora fungica
en los productos alimenticios es basica para el manejo del control de la calidad
asi como la prevencion de enfermedades producidas por estos mismos.

Este trabajo se elabord con la finalidad de identificar la flora fungica presente en
cacahuate, pimienta y pistaches. La identificacion se realizo basandose en las
caracteristicas micro y macroscoépicas de los hongos asi como con el sistema
Biolog fueron los métodos utilizados para la identificacion de estas especies.

Se encontré que la flora fungica mayoritaria es debida a actinomicetes. El 20%
de las muestras de cacahuate presenta contaminacion por Aspergillus, el 10%
de las muestras de pistache presento contaminacién por Cladosporum herbarum
y otro 10% por Penicillium verrucosum. La pimienta negra presenta un 10% de
contaminacion por Penicillium solitum, hongo no micotoxigenico. Algunas de las

especies presentes son de hongos micotoxigenicos.






1 INTRODUCCION

Los alimentos son la base de la salud humana, estos contienen carbohidratos,
proteinas, vitaminas, minerales etc. pero también pueden contener contaminantes
naturales como son los hongos y las bacterias.

En este trabajo, el contenido de hongos es importante pues ellos no sélo estropean
los alimentos y alteran sus caracteres organolépticos sino que también pueden
producir micotoxinas que son sustancias cuya actividad cancerigena esta
ampliamente probada.

Existen diversos estudios en otros paises, enfocados a determinar la diversidad
fungica y contenido de micotoxinas de diversos alimentos incluyendo pistaches y
cacahuates. En pimienta so6lo se han realizado estudios para conocer su contenido
de micotoxinas; sin embargo, en México solo existe informacién para maiz forrajero
y para consumo humano pero no para los productos que aqui se analizan. El
cacahuate y el pistache se han utilizado siempre como alimentos recreativos y la
pimienta forma parte de la mayoria de los platillos tradicionales de la cocina
Mexicana.

Los cacahuates (Arachis hypogaea) y los pistaches (Pistacia vera) pueden
consumirse directamente o se pueden tostar, salar e incluir en diversas recetas. La
produccion anual de cacahuate en México es de cerca de 95000 toneladas mientras
que el consumo humano es de 93000 toneladas, considerando el mismo periodo.
Sin embargo, los cacahuates se convierten en aceite, mantequilla y otros productos,
por lo que se requiere de la importacion de aproximadamente 96000 toneladas mas.
Por otro lado, la produccion anual de pistache en México es de 30 toneladas

mientras que se consumen 7270 toneladas, por lo que la mayoria del pistache
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consumido tiene que ser importado (Food Balance Sheet, 2007). Las leyes
mexicanas (NOM-188-SSA1-2002) solo contemplan la presencia de mohos y
aflatoxinas en cereales, por lo que se puede considerar que la importaciéon de este
tipo de productos no utiliza parametros de calidad suficientes. En el caso de la
pimienta, se sabe que solo se consume en México el 2.2% de la produccion vy el
resto se exporta. Aun asi, tampoco se cuenta con normas que regulen la calidad
micotoxigenica de esta especia.

El Estado de Michoacan se localiza en la region centro-oeste de México, en la costa
del Pacifico de pais. Su superficie es de 59,864 Km? lo que representa el 3% del
area total del Territorio nacional (Gobierno del Estado de Michoacan, 2006). Posee
una gran variedad de climas que van de caliente y himedo hasta semifrio con una
temporada de secas en invierno y una temporada de fuertes lluvias en verano
(INEGI, 2006). Esta variedad de climas permite que los productos agricolas puedan
contaminarse facilmente por hongos y que esto pueda ocasionar la presencia de
micotoxinas en ellos.

Ultimamente se ha registrado un aumento considerable de las enfermedades
cardiovasculares y por este motivo, los investigadores se han dado a la tarea de
buscar estilos de vida y dietas mas sanas. Se ha comprobado que la dieta
mediterranea por su alto contenido en fibra, entre otras cosas, es muy util en la
prevencién de estos padecimientos (Fidanza, 2002). Esta dieta incluye a los
cacahuates y pistaches ademas de ir sazonada con pimienta negra. De ahi la
importancia de asegurarse que los alimentos que se consumen son inocuos o que
al menos no contienen hongos micotoxigénicos.

Los trabajos que han analizado la flora fungica en alimentos basan la identificacién
de los hongos en base a sus caracteristicas microscépicas y macroscoépicas (Abdel-

Gawad and Zohri,1993; Lozada, 1995; Pacin et al, 2002). En algunos otros, se han
4



llevado a cabo utilizando técnicas de biologia molecular (Sanchez-Rangel et al,
2005; Jurado et al, 2006). La identificacion de hongos en base a sus caracteristicas
metabdlicas usando el sistema Biolog ha sido muy poco utilizada porque dicho
sistema es mas bien utilizado en la tipificacion de bacterias. Asi que en este trabajo
se propone el uso del sistema Biolog para identificar la flora fungica presente en las
muestras de pistaches, cacahuate y pimienta negra y de esta manera conocer si

tales muestras contienen o no hongos micotoxinigénicos



2 MARCO TEORICO

2.1 PISTACHO (Pistacia vera)

Figura 2.1 Fruto del
Pistacho
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El arbol de pistacho pertenece a la familia de las Anacardiaceas y procede de Iran
antes Persia. Su domesticacion tuvo lugar hace menos de 2000 afos y los
mercaderes lo introdujeron en todo el oriente medio y en la zona del mediterraneo
(Lopez, 2005). El fruto llegd a California en manos de los inmigrantes del medio
oriente a finales del siglo XIX. Actualmente las principales zonas productoras se
encuentran ubicadas en el oriente medio, América del Norte y Europa. Iran es el
mayor productor de pistacho en el mundo asi como Alemania es el mayor

importador. (FAO/OMSPNUMAS, 1999, Lépez, 2005)

El pistacho es un arbol frutal deciduo (todas sus hojas se caen en un determinado
periodo). Su fruta es adropada (fruta de hueso) semiseca, que consiste en una
Unica semilla (almendra) y un revestimiento de la semilla (tegumento), encerrado en
un endocarpio (cascara) huesuda y delgada que esta rodeada por el mesocarpio y
el epicarpio (corteza). Su recoleccion es de Septiembre a Noviembre

(FAO/OMSPNUMAS,1999).



El arbol de pistache se destaca por la minima cantidad de agua que requiere,
equivalente a la que puede acumularse durante el sereno de la noche, es capaz de
sobrevivir y dar fruto en situaciones adversas, intolerables para la mayor parte de
los arboles frutales. Tiene un extenso periodo de productividad, que llega a los 200

afos en promedio (Lépez, 2005;Vargas 2005).

Figura 2.2 Arbol del
Pistacho

Los arboles de pistache no requieren plaguicidas y solo necesitan mantenimiento
basico, por lo que sus costos de produccion y reproducciéon son muy bajos (Vidaia,
2003).

Cada arbol de pistache, al tercer afio de vida, genera mil 300 litros de oxigeno
anuales, lo que contribuye a disminuir el sobrecalentamiento de la tierra.
Actualmente México importa entre 50 mil y 100 mil toneladas anuales de pistacho

para satisfacer la demanda nacional (Vidana, 2003).

El cultivo del pistache también es un fruto de elecciéon debido a los 30 nutrientes y
proteinas que contiene, lo que lo hace idoneo para formar parte de la dieta regular
de la poblacion. En la india, por ejemplo, se utiliza como sustituto de carne por su

alto contenido proteico (Vidafa, 2003).



2.1.1 Valor nutritivo

Es un fruto oleaginoso y de crujiente textura que no contiene colesterol y grasas

saturadas, pero si contiene grasas poli saturadas que ayudan al cuerpo a absorber

las vitaminas A, D, E y Ky reducir los riesgos de infarto. Aparte de ser una buena

fuente de energia (Lopez, 2005).

El fruto del pistacho es rico en proteinas, aceite, vitaminas A y B y tienen un alto

contenido fibra, potasio, fosforo, calcio y aminoacidos, ademas de no tener

colesterol., como ya se menciond. El pistache tiene un alto nivel en fibra incluso

mayor que el de las pasas y pan de trigo como se puede apreciar en la tabla 2.1.

Tabla 2.1 Valor Nutrimental
por 100g de materia seca.

Kcal. Calorias 642
Grasas(%) 51
Proteinas(%) 17
Carbohidratos(%) 16
Minerales(%) 3
Agua(%) 4
Energia(cal) 64
Fibra(%) 10
Vitamina A (U.I) 230
Vitamina B (mg) 14
Vitamina B1(mg) 0.67

Destaca su contenido en acido félico ya que 100 g de pistacho (crudo) aportan el

mismo contenido en vitamina B9 (acido folico) que 100 g de pan blanco. Los

pistachos son el fruto seco con mas vitamina A. Su alto nivel proteico es muy




importante. Consumidos en exceso, al igual que los cacahuetes o mani, pueden ser

indigestos.

2.1.2 Contaminacion de pistache.

La rotura de la corteza se denomina “apertura prematura” (de 60 a 20 dias antes de
la recoleccion) y es un fendmeno natural que es importante por que en este periodo
se puede producir la contaminaciéon por hongos. (MYC-CONF, 1999) Las especies
que atacan a los pistachos generalmente son del género Aspergillus.

La ruptura expone a la almendra a esporas fungicas transportadas por el viento o a
insectos que pueden acarrear esporas fungicas con sus cuerpos. (MYC-CONF,

1999).

2.2 PIMIENTA NEGRA (Peper nigrum)

Figura 2.3 Fruto Pimienta
Negra

Nombre comun aplicado a un pequefio arbol de las antillas de la familia de las
Mirtaceas, su fruto es una baya llamada pimienta de Jamaica. Alcanza hasta 9 m
de altura y tiene hojas aromaticas, lustrosas, de color verde y cimas de flores Esta
planta tiene no solo aplicaciones indudablemente culinarias sino que también se
utiliza en medicina. Combate eficazmente las hemorragias de las varices o del
varicocele, del higado, vejiga o matriz. Se le atribuyen propiedades vaso —

constrictoras. Cura las hemorroides (Nakatani, 1992).



Figura 2.4 Arbol
de Pimienta

Entre sus componentes figuran aceites esenciales, ericolina, materias
nitrogenadas y otras sustancias. Ademas tiene propiedades como antioxidante
natural (Martins et al, 1998). También se le han atribuido propiedades

beneficiosas frente al cancer (Concon et al, 1979).

La pimienta es una planta perenne, nativa de la India, pais que en la actualidad es
uno de los mayores productores de esta especia. En América Latina el principal

productor es Brasil y el pais que mas la importa es Estados Unidos.

El mayor productor mundial anual es India, con una produccién de 57 mil
toneladas, mas de la mitad de las cuales se consumen en el mercado interno.
Le siguen en importancia Indonesia (mas de 52 mil toneladas), Brasil (cerca de
46 mil ton.), Malasia (19 mil ton.), Viet Nam (casi 18 mil ton.) China (17,5 mil

ton.) y Sri Lanka.(17 mil ton.).

En México esta especia ya se usaba antes de la llegada de los espanoles. En la
época prehispanica los pueblos indigenas de México usaban los frutos, a los
que llamaban xocoxochitl, para sazonar sus comidas, en combinacion con

especias, cultivos y frutas de su tierra natal.(Comision Nacional Forestal, 2005)
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A partir del siglo XIX, los estados de Veracruz, Chiapas y Tabasco se
convirtieron en los principales productores y, recientemente, Oaxaca, Campeche

y Puebla. (SAGARPA, 2006)

PRODUCCION DE PIMIENTA EN MEXICO
(Toneladas)

Estade | 2000 | 2001 | 2002 | 2003
Veracruz 4,034| 4,184 4,492| 4,602

Tabasco 703 43 431 83
Chiapas 138 171 120 a7
Puebla 14 16 20 20
Craxaca 4 4 4 4

TOTAL 4,897 5018 5117
QR e

DISTRIBUCION DE LA PRODCCION DE PIMIENTA EN MEXICO
2003

5,596

P _Daxaca
0.35% /0.08%

\. o _Veracruz
., o F A Ba.23v%

Chiapas .~
1.55%

Tabasco
15.79%

Entre 1990 y 2003 la produccion total mexicana de pimienta negra aumento de
868 a 4980 toneladas. La mayor parte de la produccion es exportada a América
del Sur, los Estados Unidos, Europa (Holanda, Alemania y Francia) y Medio
Oriente, y so6lo 2.2 por ciento se consume en México. En el afio 2003 el valor
total de las exportaciones de pimienta alcanzé los 130 millones de pesos. El
consumo de pimienta en el 2006 fue de 39 gramos por habitante (SAGARPA,

2006)
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Pimienta Total por 100gr
Contenido energético 331,6kcal
PROTEINAS 10,99
Tabla 2.2 Valor Nutrimental de la
Pimienta
GRASAS 3.29
CARBOHIDRATOS 64.89
SODIO 44 mg
POTASIO 1260 mg
VITAMINA C 21mg
VITAMINA A 25 mcg
CALCIO 437 mg

La pimienta es un cultivo de la zona tropical huimeda y se adapta a altitudes
inferiores a 1.000 msnm; los mejores resultados se obtienen en altitudes inferiores a
600 msnm. Requiere un clima caliente y humedo, con precipitaciones anuales entre
1.500 a 2.500 mm, bien distribuida durante el afio, ya que no soporta periodos
prolongados de sequia. La temperatura anual media 6ptima varia entre 25 y 30°C y

la humedad entre 60-93%.

Prefiere los suelos de origen aluvial, sueltos y con buen drenaje, por lo que los
suelos arcillosos pesados e impermeables no son recomendados. Se recomienda
un pH de 5,5, a 6,5 con buen contenido de materia organica. Deben ser suelos de
excelente fertilidad natural. La siembra se recomienda realizarla en el inicio de las

lluvias (mayo-junio). (Martins et al, 1998)
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2.3 CACAHUATE

(Arachis hypogaea)

Figura 2.5 Fruto cacahuate

Mani, nombre comun de una planta anual propia de zonas calidas y de las semillas
que produce. El cacahuate es originario de Sudamérica, probablemente de Brasil.
Los pueblos indigenas americanos lo cultivan desde la antigedad. Se conoce
también como cacahuate, voz nahuatl. Esta leguminosa alcanza unos 75 cm. de
altura y hasta 1,2 m de extensién. Unos tipos desarrollan un porte erguido y
compacto, mientras que otros, llamados rastreros, se extienden sobre el terreno. El
cacahuate tiene la peculiaridad de que, una vez fecundada la flor, el receptaculo
alargado gira hacia abajo desde la base del pedunculo floral y entierra el apice del

ovario en el suelo, donde se desarrolla el fruto (Microsoft Encarta, 2005).

Figura 2.6 Planta de
Cacahuate

El cacahuate necesita sol, una estacion vegetativa calida de 120 a 140 dias y
precipitacion moderada. Prefiere los suelos arenosos bien drenados; los suelos

pardos suelen tefiir la cascara. (Microsoft Encarta, 2005)

13



El cacahuate es nutritivo y energético como se muestra en la Tabla 2.3. La semilla
contiene entre un 40 y un 50% de grasas y entre un 20 y un 30% de proteinas y
constituye una fuente excelente de vitaminas del grupo B. Se consume crudo,
salado, tostado, en forma de crema y de muchas otras formas. El aceite de
cacahuete se considera una grasa vegetal de calidad utilizada para cocinar y

aderezar ensaladas. (Microsoft Encarta, 2005, Mazzani, 1994)

Los cacahuates asi como la mantequilla de cacahuate tienen alto contenido
proteico. Cuando se comparan los cacahuates con algunos otros alimentos, los
cacahuates tienen mas proteinas que muchas verduras o nueces. Esto es de
especial importancia para los nifios, vegetarianos y gente que su dieta es libre de

carne (Awad et al, 2000).

Kilocalorias 1669
Fibra 29 Tabla 2.3 Valor
Proteina 79 nutrimental del
Grasa 149 cacahuate
Grasa Saturada 29
Grasa Insaturada 129

El cacahuate posee una de las semillas mas susceptibles a la infeccién por hongos
y a la contaminacion con micotoxinas de todas las plantas cultivadas. Su formacion
dentro de los frutos enterrados hace que permanezca mucho tiempo en contacto
con la microflora del suelo por lo que es altamente vulnerable de ser infectado por

una o mas especies de hongos. (Mazzani, 1994)

La presencia de hongos y micotoxinas en las semillas del cacahuate es conocida

desde 1960 hasta tiempos modernos, un serio problema para la produccion e
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industrializacion de esta leguminosa en todas las partes del mundo donde se

cultiva. (Mazzani, 1994,Mazzani, 1992)

Los hongos ocasionan cambios profundos de las propiedades organolépticas y
nutritivas de granos y semillas, matan su embrién y las contaminan muchas veces
con micotoxinas generando ademas un problema de salud publica. Entre las 200 o
mas especies de hongos capaces de colonizar semillas de mani, se destacan
Aspergillus flavus y Aspergillus terreus; ambos son contaminantes comunes del

cacahuate en México (Diener, 1973, Mazzani, 1994).

El problema de la presencia de hongos y micotoxinas en granos y semillas fue
considerado por muchos afos como el resultado de un manejo inadecuado de éstos
durante la poscosecha, especialmente en el almacenamiento (Lopez, 1995). Sin
embargo, ha sido demostrado que el problema se origina durante el desarrollo de la
planta en el campo, relacionado directamente con factores como el "stress" por

sequia y la susceptibilidad del genotipo sembrado (Mazzani, 1994).

2.3.1 El cacahuate en México

Se cultiva en 26 estados del pais, en una superficie de alrededor de 90,000
hectareas. Se producen anualmente 130,000 toneladas. Destacan por su
importancia los estados de Oaxaca, Puebla, Chihuahua, Sinaloa, Chiapas vy
Guerrero, que contribuyen con mas del 80 por ciento de la produccion nacional

(SAGARPA, 2006).
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2.3.2 Dificultades de comercializacién

Pese a que la siembra y produccion nacional se ha mantenido estable, de 1998 a la
fecha muchos estados productores, especialmente los que se encuentran mas
alejados de los grandes centros de consumo, enfrentan crecientes dificultades para

su comercializacion. (SAGARPA, 2006)

El precario equilibrio de la balanza produccién-consumo de cacahuate fue
trastocado por las crecientes importaciones, derrumbando no sélo el precio en el
mercado nacional, sino dificultando severamente, y en muchos casos impidiendo, la

colocacion comercial de las cosechas.(SAGARPA, 2006)

2.4 HONGOS

Los hongos son microorganismos eucarioticos no fotosintéticos que poseen paredes
celulares rigidas, incluyen desde organismos unicelulares a organismos pluricelulares
macroscoépicos (Koneman, 1999). Son organismos muy abundantes y ubicuos en la
naturaleza; constituyen uno de los cinco reinos de los seres vivos, el reino Fungi
(Eumicotas), cuyo origen es polifilético (Whitaker, 1969), del periodo Precambriano (1
billon de afios atras) (Cook, 1979) (Awad, 2000). Tal reino esta clasificado actualmente
en Zigomicetes (clase Zygomycetes), Ascomicetes (clase Ascomycetes), Hongos
imperfectos (clase Deuteromycetes), Basidiomicetes (clase Basidiomycetes) vy

Quitridiomicetes (clase Chtridiomycetes).
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Tienen una gran diversidad de formas y tamafos y pueden vivir en los sustratos y
condiciones ambientales muy variadas; aprovechan elementos nutritivos muy
simples. Son organismos heterétrofos y se alimentan por absorcion. Carecen de
clorofila, y por eso no son fotosintéticos y por lo tanto requieren una fuente externa
de carbono, por lo que son clasificados como saprofitos (toman sus nutrientes de
materia organica muerta o en descomposicion), parasitos (se nutren de materia
viva como plantas, animales y humanos (Lopez et al, 1995) y simbidticos (unidos a
otro vegetal al que micorrizan ampliando la red capilar, lo que le aporta agua y
nutrientes). Su fuente primordial de nutrientes es a base de CO,H,0, sales de
nitrégeno y de carbohidratos (glucosa, sacarosa y maltosa). Pueden sintetizar
proteinas que le son necesarias para su crecimiento y reproduccién. Almacenan
acidos grasos, acilgliceroles y glucégeno en vacuolas. Pueden subsistir en rangos
de pH muy amplios, la mayoria viven en medios ligeramente acidos, entre 6.0 y 6.5.
La temperatura mas adecuada para su desarrollo es de 25-28° C, sin embargo,
algunos se encuentran viables a temperaturas de congelacion y otros resisten hasta
55° C. La mayor parte de los hongos son aerobios, aunque algunos se desarrollan
en tensiones altas de CO,. La humedad relativa, también es importante para su
desarrollo y fructificacion; la humedad relativa de 60-80 % favorece el desarrollo de

la mayoria de los hongos filamentosos.

Existen dos tipos de células fungicas, las somaticas, que contienen nucleos muy
pequefos y su proceso de divisién es a base de mitosis ordinaria, el segundo tipo
de células son las reproductoras con nucleos mas grandes y division celular a base
de meiosis; la célula puede ser uni o multinucleada (Arauz, 1998). En el citoplasma

se encuentran varios organelos como mitocondrias, ribosomas, lisosomas, reticulo
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endoplasmico, microfibrillas, nucleo, aparato de Golgi, etc. (Figura 1) (Bonifaz,

1998).

Figura 2.7 Ultraestructura de la célula fangica.

PA: polo apical; VA: vesicula apical; N: nulcleo; n: nucleolo di: dictiosomas; Mi:
mitocondria; REP: reticulo endoplasmico, r: ribosomas; li: liposoma; gl: pared
celular; mN: membrana nuclear; Va: vacuola; L: lisosoma; pC: pared celular;
mC: membrana citoplasmatica; s: septum; cW: cuerpo de Woronin.

Su pared celular y membrana estan formadas por varias capas. La pared celular
esta compuesta de un 80-90% de polisacaridos, siendo el mas importante la Quitina

(N-acetil-D-glucosamida) (Figura 2), unida por puentes glucosidicos 3 1-4.

CH,OH |
B(1-4)

H HN—lJ’.ll-|—CH3 H HN-C-CH, H HN-CLCH, H HN-C-CH,
0 o] ;

| Figura 2.8 Quitina (N-acetiI-D-qucosamida)|

Es altamente insoluble en agua y en solventes organicos debido a los enlaces de

hidrégeno que presenta la molécula. La quitina se vuelve soluble en acidos
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minerales diluidos cuando pierde el acetilo del grupo acetilamino, convirtiéndose en
quitosana.

Pueden estar presentes otros polimeros polisacaridos como mananos (polimeros a-
1,6 ramificados de manosa), celulosa (polimero (-1,4 de glucosa), galactanos
(polimeros de galactosamida) y quitosan en algunos tipos de hongos, ademas de
proteinas, lipidos, polifosfatos asi como iones inorganicos actuando estos como
material cementante. Estos compuestos dan rigidez a la pared celular y son de

importancia en la taxonomia y propiedades antigénicas (Lopez et al, 1995).

La membrana celular basal esta bien organizada y tiene gran cantidad de esteroles
que son Ergosterol y Zymosterol. El ergosterol es un lipido en el cual actuan la
mayor parte de los farmacos antimicoticos, es el esterol que predomina en las
células fungicas. Da fluidez e integridad a la membrana, permite la funcion
apropiada de muchas enzimas unidas a ellas, favorece la funcién de la quitina

sintetasa, permite el crecimiento y divisién celular (Arauz, 1998).

HO

Ergosterol Zymosterol

La unidad microscépica fundamental de un hongo es la estructura filiforme
denominada hifa (Figura 3). Generalmente miden de 3 a 8 ym de didmetro y su
longitud es variable. Las hifas que estan subdivididas en células individuales por
paredes transversales o tabiques se denominan tabicadas (septadas) y las que no
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tienen paredes son no tabicadas (cenociticas o aseptadas), estas pueden ser en
espiral, nodosas, pectinadas, en candelabro favico, en raquetas, hifas unicelulares

(levaduriformes), pseudhifas y vesiculosas (Bonifaz, 1998).

Jﬁ/—é%

‘;@' ~_~_:m
Figura 2.9. Tipos de hifas: a) septadas; b) cenociticas; c) en espiral; d)

nodosas; e) pectinadas; f) en candelabro favico; g) en raqueta; h)
hifas unicelulares; i) seudohifas; j) vesiculosas.

Micologia Médica. Procedimientos para el diagnostico de laboratorio.
] ﬁj O

O oY

i

Varias hifas se combinan para formar la masa de desarrollo conocida como micelio.
Por su funcion el micelio se clasifica en: micelio vegetativo (también llamado de
nutricion, se encarga de la absorcidon y transformacion de nutrientes), y micelio
reproductivo o aéreo (la porcion que se proyecta por encima del sustrato, se
encarga de soportar las estructuras y formas de reproduccion). Por su forma se
clasifica en: filamentoso (propio de los hongos mohos o filamentos), y unicelular
(propio de las levaduras). Por el diametro de las hifas se divide en: macrosifonado
(diametro mayor a 1 um, lo presentan la mayor parte de los hongos filamentosos), y
microsifonado (didametro menor a 1 pm, caracteristico de actinomicetos). De
acuerdo a la ausencia o presencia de pigmento: micelio hialino el cual carece de
pigmento, y micelio pigmentado, posee pigmento, sobre todo melanico y lo
presentan hongos dematiaceos o fuliginosos. De acuerdo a la presencia o ausencia
de divisiones o tabiques de las hifas: septado o cenocitico.

Al conjunto de micelio organizado y compacto se le conoce como plectenquima y
se divide en dos grupos: prosénquima que es un tejido de hifas paralelas y laxas,

del cual existen dos tipos, estroma, formado por un tejido similar al de un colchdn
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que tiene fructificaciones y esclerocio o esclerote, que se forma cuando hay
condiciones adversas, es una estructura de resistencia compuesta por un cuerpo
duro que puede pasar largos periodos de tiempo en latencia y germinar hasta que
las condiciones sean favorables. El segundo tipo de tejido es el
pseudoprosenquima, constituido por células compactas, apretadas y bien

organizadas (Arauz, 1998).

2.4.1 Reproduccion de los hongos

Fase sexual y asexual

A excepcion de los Deuteromicetes, los cuales no tienen fase sexual conocida, la
mayoria de los hongos poseen una fase asexual y una fase sexual en su ciclo de
vida. La fase asexual involucra crecimiento vegetativo y en muchos casos la
produccién de esporas asexuales (conidias). La fase sexual involucra los procesos
de plasmogamia, cariogamia y meiosis, y la formacion de esporas sexuales con
recombinacion de material genético. Existen especies de hongos en las que el
micelio es autocompatible, y por tanto pueden llevar a cabo la reproduccién sexual
con un solo tipo de micelio. Estas especies se denominan homotalicas. Por el
contrario, las especies heterotéalicas requieren de la unién de nucleos provenientes

de hifas diferentes compatibles (Brock et al, 1999).

Los tipos de esporas sexuales (Figura 2.10) son: a) zigosporas, b) oosporas, ¢)

ascosporas y c) basidiosporas.
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Figura 2.10. Tipos de esporas sexuales. a)
zigosporas; b) oosporas; c) ascosporas; d)
basidiosporas.

Micoloaia Médica. Procedimientos nara el

Zigosporas: Se forman por la unién de dos hifas sexualmente diferenciadas,
donadoras (+) y receptoras (-), aunque morfolégicamente iguales (homotalicas), una
vez que se lleva a cabo la union se inicia el fenémeno de plasmogenia, de donde se
forma un huevo o zigospora, del que posterior a la meiosis nace el nuevo hongo.

Reproduccién propia de mucorales (Mucor, Rhizopues, Absidia).

Oosporas: Si las células reproductivas fusionantes provienen de dos células

diferentes, que suelen ser de segmentos de hifas separados.

Ascosporas: Esporas que resultan de la meiosis y se forman a partir de una bolsa
0 asca que produce un numero determinado y caracteristico de esporas
(Saccharomyces, Hansenula, Pichia). Dependiendo de la forma de las ascas o
estructuras estromaticas, se dividen en cuatro tipos: ascostromas o ascas

desnudas, apotecios, cleistotecios y peritecios.

Basidiosporas: Propias de las setas u hongos macroscoépicos, son estructuras
unicelulares y haploides, se forman de una bolsa o basidio, contenido en un cuerpo
fructifero llamado basidiocarpo, del basidio nacen estigmas que producen las

basidiosporas.
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La forma sexuada de un hongo se conoce como teleoforma, en contraposicion al
término anamorfa, que se refiere a las diferentes formas o estructuras
reproductivas asexuadas producidas por los hongos imperfectos (fidlides, anillos,

cadenas ramificadas y similares) (Lépez et al, 1995).

La reproduccion asexual o imperfecta, se presenta un sinnumero de veces, en un
mismo hongo, contrario a la reproduccion sexuada, que es una sola vez. Sin
embargo las estructuras de reproduccion asexual si bien son numerosas, tienen una
menor capacidad de adaptacion si se comparan con las estructuras sexuales. En la
reproduccion asexual se reconoce la reproduccion vegetativa y reproduccion

aérea.

En la reproduccion vegetativa existen tres tipos de esporas o conidias que pueden

originarse directamente a partir del micelio vegetativo:

Blastoconidias: son formas brotantes caracteristicas producidas por levaduras.
Con frecuencia en el lugar del que se desprende la conidia queda una cicatriz de
brotacién. Se forman por gemacion, pueden ser Unicas como en el caso de C.

albicans o multiples como P. brasiliensis.

Clamidoconidias: se forman a partir de células preexistentes de las hifas, que se
engrosan y suelen agrandarse. Pueden encontrarse dentro de las hifas
(intercalantes), o a lo largo de sus lados (sésiles) o en su extremo (terminales). Son
propias de los hongos mohos. No se consideran formas de reproduccion sino de

resistencia, por que generalmente nacen en condiciones adversas; y
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Artroconidias: las cuales se forman de la fragmentacion de las hifas. Al alcanzar la
madurez, estas conidias se liberan por lisis de las células adyacente de la hifa. Este
tipo de esporulacion es caracteristica de la forma filamentosa del Coccidioides

immitis y especies de Geotrichum (Arauz, 1998).

En la reproduccion aérea existen cuerpos de fructificacion especializados que se
originan de las hifas y se extienden hacia la superficie del micelio, dando origen a
una variedad de esporas o conidias. Los cuerpos de fructificacion pueden formar
sacos cerrados denominados esporangios, que son estructuras membranosas en
forma de bolsa o saco, en cuyo contenido se albergan y producen esporas
denominadas esporangiosporas, cuando éstas alcanzan su madurez la membrana
se debilita y rompe, por lo que son liberadas (Mucor, Rhizopus). El segmento
especializado de la hifa que sostiene o mantiene al esporangio se denomina
esporangioforo. Este tipo de esporulaciéon es caracteristico de Zygomicetes.
Muchos otros hongos producen cuerpos de fructificacion elaborados que dan
origen a esporas producidas en la superficie, a los cuales se les aplica el término
conidia (polvo) (Lépez et al 1995), estas estructuras especializadas son
esterigmas, vesiculas y conidioforos. Los esterigmas son una pequefa ramificacion
o estructura hifal que puede estar unida al conidiéforo; de estas nacen las esporas
(Penicillium, Aspergillus); Los conidiéforos son una prolongacion del talo que
soporta a las conidias. Las vesiculas, son una prolongacion del conidiéforo de forma

bulbosa o burbuja.

El conidiéforo puede dividirse en segmentos secundarios, productores de esporas,

denominados fidlides. Una fialide es una célula conidiégena que produce conidias a
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partir de un punto localizado En el extremo, que no aumenta de espesor o longitud
durante la conidiogénesis. Esta propiedad de ramificarse en fidlides es
caracteristica de los cuerpos de fructificacion digitiformes de las especies de
Penicillium, esta estructura nace del micelio en forma de botella y que internamente
produce las esporas asexuales, espulsandolas cuando estas alcanzan su madurez

(Arauz, 1998).

Las conidias (Figura 2.11) pueden organizarse en forma aislada, en largas cadenas
0 en cumulos densamente unidos. Las conidias pequefias unicelulares, que en
general se originan directamente de los lados de las hifas o estan unidas por un
conidiéforo capilar, se denominan microconidias, se presentan de diferentes
formas y se encuentran en muchos hongos mohos o filamentosos. Las
macroconidias son multicelulares, mucho mas grandes que las microconidias y
adoptan gran variedad de formas y tamanos (H. capsulaum, Fusarium, Microsporum
y Epidermophyton). Una macroconidia multicelular que esta dividida por tabiques
transversales y longitudinales que le otorgan un aspecto en mosaico, es un
dictiosporo (o muriforme, por que recuerda a una pared de piedra). El término
aleurdsporo se refiere a una conidia, generalmente una macroconidia, que por
definicion estd unida a las hifas por medio de una célula de sostén que se
fragmenta cuando es liberada (Microsporum canis, Trichophyton) (Lépez et al,
1995).

Cuando las conidias forman cadenas, el proceso por el que se produce por el
vértice de una conidia, de tal manera que la célula mas antigua se encuentra en la
base, se denomina acropeto; la esporulacion basipeta se refiere al proceso por el
cual las nuevas conidias se forman en la base de la cadena, empujando a todas las

de la cadena hacia delante, de forma que la mas antigua se forma en el extremo.
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Figura 2.11 Tipos de conidios: a) microconidios; b) macroconidios; c)
artroconidios; d) clamidoconidios; e) blastoconidios; f) dictoconidios g)
fialoconidios; h) aneloconidios; i) aleurioconidios.

Micoloaia Médica. Procedimientos para el diaanéstico de laboratorio

Hay dos tipos de conidias blasticas y talicas (Figura 2.12), en las blasticas hay un
proceso de neoformacion por sintesis y lisis de material y a partir de una porcion de
la célula conidiogénica hay un agrandamiento del primordio. Posteriormente se
forma el septo que va a delimitar el nuevo conidio. En la formacion de las conidias
talicas, participa la célula conidiggena completa, dandose un proceso de

transformacion de material.

Primordio

Figura 2.12. Tipos de conidio segun su origen. a) conidio
blastico; el septo se forma después de iniciado el
> proceso de conidiogénesis; b) conidio talico; el septo se
b = Seplol forma antes del proceso de conidiogénesis.

Micologia Médica. Procedimientos para el diagndstico de
laboratorio.

Sepio

b}

El septo se forma antes del proceso de formacion y la separacion del nuevo conidio
se da por rexolisis (con referencia a la secesion conidial, ruptura circunstancial de
la pared celular por debajo del septo basal de la conidia; la ruptura puede resultar
por tensién mecanica, actividad litica o enzimatica), o esquizodlisis (proceso
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enzimatico de separacion conidial, conidio-célula conidiégena o conidio-conidia a

través de la fisién de un septo doble).

Las conidias blasticas (Figura 2.13) pueden ser holoblasticas (si en el proceso de

formacion del conidio participan todas las capas de la pared de la célula

conidiégena), o enteroblasticas (si solo participa la capa interna de la pared).

a

b

Figura 2.13. Tipos de conidios blasticos. a) conidio
holoblastico; en el proceso de formacién del nuevo
conidio, participan las dos capas de la pared de la célula
conidiégena; b) conidio enteroblastico; en el proceso de
formacion del nuevo conidio participa solamente la capa
interna de la pared de la célula conidiégena.

Micologia Médica. Procedimientos para el diagnéstico de
laboratorio.

A la vez, las conidias talicas (Figura 2.14) pueden ser halotalicas, haloartricas y

enteroartricas.

a

o

Figura 2.14. Tipos de conidios talicos. a) conidio holotélico;
participan las dos capas de la célula conidiégena; b) conidio
enteroartrico; solamente participa la capa interna de la pared de
la célula conididgena; los fragmentos se separan, generalmente
por rexolisis; c) conidio holoartrico; donde participan las dos
capas de la pared de la célula conidiégena y se separan por
esquizdlisis.

Micologia Médica. Procedimientos para el diagnéstico de laboratorio.

Tomando en cuenta la posicién de la conidia (Figura 2.15), respecto a la célula

conidiégena, puede ser del tipo Terminal (cuando el conidio se origina en el

extremo distal de una hifa); basipeta (cuando el conidio mas joven se localiza en la

base de una cadena de conidios); acropeta (cuando el conidio mas joven se
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localiza en el extremo distal de una cadena de conidios); y sincronégena (varios

conidios se desarrollan al mismo tiempo a partir de la célula conididgena).

Figura 2.15. Clasificacién de los conidios en relacion con la célula
conididgena: a) terminal; b) intercalar; c) basipeta; d) acropeta; e)
sincronégena.

Micologia Médica. Procedimientos para el diagnostico de laboratorio.

Segun el orden de distribucion del conidio en relacion con otros conidios (Figura
2.16) puede ser: solitario (se origina de manera aislada), en cadena (los conidios
estan colocados y unidos uno después del otro) y botrioso (se originan varios
conidios al mismo tiempo a partir de la misma célula conidiégena en diferentes

puntos).

Figura 2.16. Clasificacion de los conidios de acuerdo con su posicién con

respecto a otros conidios. a) solitario; b) catenuado; c) botrioso.
i ia Médica. Pr imientos para el di: 6stico de laboratorio.

Segun las modificaciones de tamafio que sufre la célula conidiogénica (Figura 2.17)

en el proceso de la conidiogénesis, esta puede ser determinada (el tamafo de la
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célula conidibgena no se modifica), proliferativa (cuando después de haber
producido un conidio, la célula conidiégena sufre un alargamiento antes de originar
un nuevo conido, este proceso puede ser de tipo simpudial, percurrente o
basauxico) y retrogresiva (cuando la célula conidiégena sufre una disminucién de

tamano después de la produccion de cada conidio).

Figura 2.17. Clasificacion de las células conidiégenas de acuerdo con la
modificacion de tamafio o de forma que sufren durante la conidiogénesis. a)
determinada; b) proliferativa; b.1) simpodial; b.2) basauxica; b.3) percurrente;
» c) retrogresiva.

Madira Py i nara al Actirn do

Las células conidiégenas (Figura 2.18) pueden tener ciertas caracteristicas
especiales de tipo morfoldgico y pueden ser porégenas (cuando el punto de origen
del nuevo conidio es muy estrecho en comparacion con el diametro del conidio),
fialidicas (cuando la célula conididgena presenta una forma de florero o botella y en
su extremo distal se puede observar una estructura llamada callarete), anelidicas
(cuando la célula conidiogénica tiene forma tubular y en su extremo distal se
observa la formacién de una cicatriz en forma de anillo) y simpodiales (cuando son
el resultado del crecimiento continuo de la célula conidiogénica después de producir

cada conidio; este proceso da resultado a una célula de forma y tamafio irregular).

La mayoria de los conidios se forman de manera aislada directamente de la hifa, o

bien a partir de un conidiéforo, el cual es generalmente una estructura alargada que
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se forma por la transformacion de la hifa y en cuyo extremo se producen los
conidios. Los conidios pueden estar contenidos en una estructura llamada cuerpos
fructiferos, como son los picnidios, acérvulos, esporodoquios y synemas

(Bonifaz, 1998).

Figura 2.18. Tipos especiales de células conidiégenas. a) porégenas; b)
fialidicas; c) anelidicas; d) simpodiales.
i ia Médica. Pr imientos para el di: 6stico de laboratorio.

2.4.2 Clasificacion de los hongos

a Phylum Chytridiomycota
Dentro del reino Fungi, los Chytridiomycetes (Figura 2.19) son los Unicos que

producen células méviles en su ciclo de vida, aunque con un solo flagelo posterior

en forma de latigo.

Figura 2.19. Phylum Crytridiomycota.

Fuente: http://iwww.biologia.edu.ar/fungi/fungiclas.htm
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b Phylum Zygomycota
Entre los Zygomycetes quiza los mas conocidos sean algunos representantes del
orden Mucorales como Mucor o Rhizopus.
Estan caracterizados por un micelio aseptado, cenocitico, con septos en la base de
las estructuras reproductoras o septos secundarios. El nombre del grupo proviene
de la presencia en parte de su ciclo de una zigospora caracteristica. Pero en todo el

grupo también es muy importante la reproduccion asexual.

¢ Phylum Ascomycota
Los Ascomycetes estan caracterizados por la presencia en su ciclo de vida (Figura
2.19), de una célula fértil, llamada célula ascégena, denominada asco, que

producira endégenamente 8 ascosporas (tipicamente).

Tricogina
Anteridio
Ascogonio Flasmegamia

5 : \ ; -
. i .
Desarrolio.
de hifas
gD F
L ¥

Ascosporas
Serminando

Figura 2.20. Ciclo reproductivo de Ascomicetes.
Fuente: http:/ /www.biologia.edu.ar/fungi/fungiclas.htm

Los representantes de este grupo practicamente se encuentran poblando todo tipo

de habitat, y pueden presentar cualquier tipo de forma de nutricion.
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d Phylum Basidiomycota

Incluye a los hongos de mayor complejidad morfoldgica, entre los que figuran las
conocidas setas, yesqueros, cuescos de lobo, hongos gelatinosos, royas, carbones,
etc. Su papel en la naturaleza es esencial, ya que degradan la materia organica
muerta o en descomposicion; por ejemplo, entre los yesqueros se encuentran
especies capaces de degradar la lignina. Otros, como royas y carbones, son
peligrosos fitoparasitos. Por otro lado, el micelio de muchas setas forma
ectomicorrizas con arboles; su papel para la supervivencia de los bosques es
esencial. Finalmente, muchos de estos hongos son cultivados para obtener setas
comestibles (Lactarius indigo, Pleurotus ostreatus), o bien son recolectados en el
campo.

La caracteristica comun a los basidiomicetos es la presencia de basidios, células
especializadas que tras la cariogamia y la meiosis producen 4 (a veces mas o
menos) basidiésporas en su parte exterior.

El ciclo vital (Figura 2.20) de un basidiomiceto tipico es simple. Aunque hay
especies levaduriformes, lo mas corriente es que las basididsporas (haploides)

germinen y den lugar a un micelio primario, monocariético.
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Figura 2.21. Ciclo reproductivo de Basidiomicetos.
.edu.s s/ infra d iencias/ reinof

Fuente: http://www.fepade.edu.sv/cra/institutos/infravenz/docs/ ciencias/ reinofunji.pd f

Los basidiomicetos producen una amplia gama de productos naturales que abarca
desde componentes estructurales con actividad antitumoral e inmunoldgica hasta
agentes antimicrobianos, antifingicos, antivirales, citostaticos, enzimas, reguladores
de crecimiento y aromas; tales componentes son polisacaridos, glicoproteinas y
acidos nucléicos de los que se derivan sesquiterpenos, diterpenos, acetilenos,

glicolipidos, policetonas, nucléosidos y sales de diazonio.

Los basidiomicetos Constituyen una clase de hongos, representada por mas de
30000 especies, cuyo metabolismo y capacidad de produccién ha sido apenas

investigada .

e Phylum Deuteromycota
La subdivision Deuteromycotina comprende una gran cantidad de especies de
hongos (unas 1500) en las que la reproduccion se realiza solamente por

mecanismos asexuales o ara sexuales. Debido a que los deuteromicetes
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aparentemente carecen de una fase de reproduccion sexual, también llamada
“perfecta”, por lo comin son denominados “hongos imperfectos” o, técnicamente,

“Fungi Imperfecti”. (Constantine, 2004)

La inmensa mayoria de los hongos deuteromicetes es terrestre, aunque hay
muchos acuaticos tanto marinos como dulce acuicola. La mayor parte de ellos son
saprobios o parasitos débiles en plantas. Muchos son de gran importancia por
parasitar y causar enfermedades severas de plantas, animales y seres humanos.
Para el hombre son de gran trascendencia las actividades quimicas de estos
hongos, algunos de los cuales son utilizados en la produccion industrial de diversas

sustancias, incluyendo los antibiéticos. (Teofilo, 1990)

ESTRUCTURAS SOMATICAS

Con la excepcion de un talo unicelular o seudomicelial de los organismos incluidos
en los Blastomycetes, es decir, las levaduras imperfectas, los Deuteromycotina
forma un micelio bien desarrollado, septado y ramificado, con los compartimentos o
células generalmente multinucleados. Los septos en las hifas en la mayoria de las
especies son con un poro central que permite el paso de nucleos y organelos

citoplasmicos de un compartimiento a otro. (Teofilo, 1990)

ESTRUCTURAS REPRODUCTIVAS

Se reproducen por medio de esporas especiales conocidas como conidios. Un
conidio es una espora asexual, no movil, usualmente formada en el apice o en la
parte lateral de la célula fértil especializada llamada célula conidiogena.

Dentro de los hongos imperfectos existe una inmensa variedad de tipos de conidios.

Estos, que segun las especies adoptan casi todas las formas imaginables, pueden
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ser esféricos, ovoides, elipsoidales, alongados, cilindricos, filiformes, espirados,
estrellados o de otras formas. Ademas pueden ser unicelulares u multicelulares, con
septos transversales unicamente o con septos longitudinales ademas de los

transversales.

Los conidioforos que también pueden o no ser morfolégicamente semejantes a las
hifas somaticas, son hifas simples o ramificadas que se originan de las hifas
somaticas, pero con una o mas células conidiogenas que tiene la funciéon especial

de producir conidios.(Teofilo, 1990)

E.1 SINEMA
También conocido como coremio, consiste en un paquete de conidioforos erectos,
generalmente unidos en la base y parte de su longitud. En algunas especies, el
crecimiento del sinema es indeterminado y los conidios pueden ser producidos
lateralmente a todo lo largo de los conidioforos del sinema, asi como también es su
parte apical; en otras especies el crecimiento es determinado el apice del enema es
parte fértil y los conidios se originan de las células conidiogenas localizadas en las
puntas de las ramas de los conidioforos. La parte basal de un sinema es
generalmente estéril. Dependiendo de la especie los sinemas pueden tener
conidios secos o conidios embebidos en mucilago formando una gota en el

apice.(Constantine, 2004)

E.2 ESPORODOQUIO
En un esporodoquio, los conidioforos se originan de un estroma central pulvinado,
es decir, en forma de cojin, formando paquetes erectos generalmente mas cortos

que los de un sinema. En sustratos naturales los conidioforos generalmente
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irumpen a través de la corteza o de la epidermis, de manera que la parte
estromatica del esporodoquio, que puede ser escasa 0 muy extensa, se encuentra

inmersa, mientras que la parte fértil esta expuesta.(Teofilo, 1990)

E.3 ACERVULO
Es un esporoforo compuesto, tipicamente plano o en forma de plato, de donde
crecen conidioforos generalmente cortos que producen conidios embebidos en
mucilago de diversos colores segun la especie. Los conidioforos forman una
empalizada y crecen a partir de una masa de hifas mas o menos estromatica que en
condiciones naturales es producida bajo la cuticula o bajo la epidermis de hojas,

tallos o frutos de plantas que sirven de hospedantes.(Teofilo, 1990)

E.4 PICNIDIO
Es una fructificacion que, segun las especies, es globosa o en forma de botella, a
veces completamente cerrada, y que al madurar se rompe irregularmente, o puede
tener un ostiolo a través del cual liberan las esporas; puede poseer una papila o un

cuello largo en la punta del cual se encuentra el ostiolo.

2.5 CLASIFICACION DE DEUTEROMYCOTA

Los fungi imperfecti se dividen en cuatro 6rdenes:

Moniliales: Conidioforos formados individualmente, o en un esporodoquio o en un
sinema, pero nunca en un acervulo o en un picnidio

Malenconiales. Conidioforos producidos en un acervulo.

Sphaeropsidales. Conidioforosproducidos en un picnidio.

Mycelia sterilia. Sin conidioforos ni conidios
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2.5.1 Clase Hyphomycetes

Es la clase de deuteromycetes con mayor numero de especies, aproximadamente
10 000, y tienen una gran importancia directa e indirecta para el hombre. Los
Hyphomycetes producen sus conidios en conididforos solitarios o en conidiéforos

agrupados en sinemas o en esporodoquios. (Moore-Landecker, )

a Orden moniliales
Es un grupo muy grande, que comprende mas de 7000 especies de hongos,
muchas de ellas de inmensa importancia para el hombre, ya sea como patdgenas
de plantas, animales y el hombre, como hongos utilizados en la industria , 0 como
participantes de fendmenos biolégicos y ecologicos muy interesantes que suceden
en el suelo, unos como saprobios y otros como parasitos o depredadores de

pequeinos animales.

Los Moniliales se dividen en familias Agonomycetaceae, Moniliaceae, Dematiaceae,
Stilbellaceae y Tuberculariaceae (de las cuales solo se mencionaran las

encontradas en este experimento) Moniliaceae y Dematiaceae.(Herrera, 1990)

b Familia Moniliaceae.
Esta es la familia con mayor nimero de especies entre los Moniliales. Incluyen todo
los hongos imperfectos que producen sus conidios en conidioforos hialianos, o
directamente de hifas hialianas no diferenciadas en conidioforos; los conidioforos y
conidios son hialinos o de colores claros. La mayoria de las especies son

saprobias, pero muchas otras son patégenas del hombre.
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b.1. Aspergillus

Figura 2.22 estructura
Asperaillus

A esta familia pertenecen las numerosas especies de Aspergillus, de gran
importancia para el hombre. Del género Aspergillus han sido descritas unas 200
especies y una gran cantidad de variedades. Los conioforos de Aspergillus terminan
en un hinchamiento llamado vesicula, a partir de la cual nace en su superficie una
hilera de fialides o una de metulas y sobre estas una hioera de fialides productoras
de conidios tipo fialosporas, es decir conidios blasticos generados en sucesion
basipeda. A la vesicula junto con las cadenas de conidios se les conoce como
cabeza conidial. A. flavus es un ejemplo de cabeza conidial biseriada; A. clavatus
representa una especie con cabeza conidial uniseriada. El genero Aspergillus es de
las especies que presentan una mayor distribucion geografica, encontrandose
desde las regiones articas hasta el Ecuador. Los aspergilos son de los hongos mas
omnivoros que existen, capaces de asimilar como alimento una enorme variedad de
sustancias. Debido al gran numero de enzimas que pueden producir para

degradarlas. (Herrera, 1990, Moore-Landecker)
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| Figura 2.23 Fialides y Conidios de Aspergillus

Los dos requisitos principales que deben tener los diferentes sustratos para que se
desarrollen estos hongos son la presencia de algun tipo de materia organica y un
poco de humedad; si ambos factores estan presentes, los aspergilos pueden crecer
casi en cualquier sustancia. Hay especies de Aspergillus, asi como A. clavatus, A.
repens, A. glaucus, A. Niger, A. flavus, A obhraceus, A. candidus, A. fumigatus y A.
restrictus, entre otras, que comunmente se desarrollan en granos, semillas vy
alimentos para humanos provocando su descomposicion ademas de producir

sustancias toxicas, llamadas micotoxinas, que ocasionan diversos trastornos.

Debido a las grandes actividades enzimaticas de los aspergilos, varias especies son
utilizadas en diversos procesos industriales para la elaboracion comercial de
productos que abarcan desde acidos organicos hasta enzimas, antibidticos y
alimentos fermentados de varias clases, estos Ultimos en paises orientales (Moore-

Landecker, )
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b.2 Aspergillus fumigatus Fresenius

Posicion taxonomica

Phylum: Ascomycota

Clase: Euascomycetes

Orden: Euritiales

Familia: Trichocomaceae

Hongo filamentoso con coni6foros cortos (300 x 3-8um), de pared lisa, incoloros o
ligeramente verdosos, sin tabicar y sin ramificaciones. Nacen de una célula base
del micelio, ensanchado al final en una vesicula amplia, coronada de esterigmas en
forma de redoma. Esterigmas de una sola serie que nacen de la zona media de la
cupula vesicular y cubren particularmente la superficie da la vesicula. Conidios
verdes oscuros, unicelulares, redondos o seudo esféricos formando cadenas largas
que se ramifican y permanecen unidos formando columnas (200 a 400 um de
longitud).

Colonias de crecimiento rapido, planas, vellosas, compactas, blancas al comienzo,
toman rapidamente un color verde grisaceo, de aspecto aterciopelado y consistente.
La superficie muestra algunos pliegues y mechones vellosos blancos. Dorso
incoloro que, al envejecer, toma tintes amarillos o pardos. Su crecimiento es mas
rapido a 37 °C.

Aspergillis fumigatus es un saprobio cosmopolita es saprobio cosmopolita que se ha
aislado practicamente de cualquier tipo de sustrato, especialmente del suelo y
materiales organicos en descomposicion. A pesar de esta amplia distribucion, la
concentracion de esporas en la atmosfera es baja en comparacion con otros
alergenos aerotransportados, como Cladosporium herbarum o diferentes tipos de

polen. EIl polvo de las casa es un nicho ecolégico muy adecuado. La especie es

termotolerante y es capaz de crecer entre los 12 y los 57 °C. Es capaz de crecer en
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la atmosfera que contenga un 100% de N y tolera atmdsferas capndfilas(que
requiere de concentraciones elevadas de dioxido de carbono) in Vitro (10% de
CO,). También es capaz de soportar una pasterizacién a 63°C durante 25 min y
provoca un calentamiento del heno y el maiz alterado que alcanza una alta
temperatura (50°C). Este hongo produce un importante numero de metabolitos
especificos que poseen efectos antibidticos y téxicos, como esfingofingicas,
espinulosina, ferricrocina, festuclavina, filostina, fumagilina, fumiclavina,
fumifungina, fumigacina (o acido helvdlico), fumigatina, fumitoxinas, fumitremorgina,

fisigeno, gliotoxina, tripacidina, triptoquivalinas, verrucologeno.

Aspergillus fumigatus es un patdgeno humano muy importante y puede causar
enfermedades invasoras graves en personas inmunosuprimidas. La mortalidad es
muy elevada en las aspergilosis pulmonares necrotizantes o en las aspergilosis
diseminadas. Entre los factores que contribuyen a esta mortalidad elevada estan la
gravedad de la enfermedad subyacente (que suele cursar con neutropenia severa),
el diagnostico tardio y dificil de la infeccion y la variable respuesta al tratamiento
antifingico tradicional que consiste en anfotericina B intravenosa o itraconazol

intravenoso u oral.

La alveolitis alérgica (pulmoén de granjero), el asma o la rinitis alérgica pueden
desarrollarse después de la exposicion a conidios de Aspergillus, como ocurre
cuando se trabaja con heno mohoso o como en los casos de estipatosis por inhalar
el polvo de las fibras de paja —Stipa tenacisima- que contienen Aspergillus
fumigatus y actinomicetes termofilos. Aspergillus fumigatus es también responsable
de muchos casos de aspergilosis broncopulmonar alérgica y aspergiloma, dos

condiciones clinicas en las que dicho hongo actua como colonizador bronquial y no
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un invasor tisular. En la aspergilosis broncopulmonar alérgica desencadena una
hipersensibilidad de tipo | ademas de contar con la acciéon ocupante de espacio del
crecimiento fungico. El aspergiloma es un crecimiento fungico miceliar en forma de
pelota en una caverna preformada dentro del parénquima pulmonar (muchas veces
postuberculosa). Ambas entidades clinicas pueden presentar signos radioldgicos

que ayudan en el diagnostico.(Hotta, 2002)

b.3 Penicillum,
Otro integrante de esta numerosa familia y de importancia en este trabajo son las
especies del genero Penicillum, tan diversas o mas que el genero Aspergillus.
También son de los hongos mas abundantes y de mayor distribucion geografica que
existen cuando menos 150 especies, muchas de las cuales tienen una morfologia
muy similar (Pianosla); tan omnivoros como Aspergillus los penicilios proliferan en
multitud de ambientes y se manifiestan en procesos biolégicos que afectan la vida

del hombre.

Los conidioforos de Penicillum se caracterizan por adoptar un cierto tipo de
ramificacion, dependiendo de las especies, y producen ramas, metulas y fialides
con cadenas de conidios secos; los conidios son de tipo fialoconidios o fialosporas,
y son generados blasticamente en sucesion basipeta. La morfologia de los
conidioforos es importante para diferenciar las especies (figura2.23); se considera
principalmente si los conidioforos son monoverticilados, biverticilados o
poliverticilados o terverticilado, y si la ramificacion es simétrica o asimétrica entre

otras caracteristicas.(Herrera, 1990)
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bivericilado

% terverticilado /-
monaverticllado :

Figura 2.24 Morfologia de los conidioforos de Penicillum |

Los filamentos o hifas alcanzan un diametro entre dos o tres micrémetros y tienen
septos con un poro central que no es visible al microscopio 6ptico. Las paredes del
estipite, las ramas o las métulas pueden ser lisas, rugosas o equinuladas. La pared
de las fidlides es siempre lisa. Las fidlides pueden tener forma de anfora o bien ser
casi cilindricas con la porcion apical en forma de cono. El tamafio maximo de las
fialides es de 15 mm y la parte terminal no supera los 3 mm de largo. Los conidios
son esféricos o elipsoidales, unicelulares, hialinos que en masa se ven de color
verde, verde azulado, verde aceituna o gris. La pared de los conidios es lisa o

rugosa segun las especies (Webster 1986).

El género Penicillium esta subdividido en grupos o subgéneros de acuerdo a la
morfologia de los pinceles aunque también se tiene en cuenta la velocidad de

crecimiento.

Otro aspecto en el que los penicilios son muy importantes es, desde luego, la
produccion industrial de antibidticos. Aunque hay varias especies de Penicillum
capaces de sintetizar penicilina, el antibiético mas famoso, con ciertas cepas

seleccionadas de P. notatum y P. chrysogenum son las que de manera eficiente y
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controlada son las que se utilizan para la produccion industrial de este antibiotico.
La griseofulvina es un antibidtico importante, relativamente nuevo, producido por P.
griseofulvum, que constituye una sustancia efectiva en el tratamiento de varias
dermatofitosis, como las tifias de la cabeza, de las ufias o de los pies. (Moore-

Landecker, )

C Familia Dematiacea.

Estos hongos se caracterizan por tener hifas y conidios de color oscuro, aunque hay
casos en que solo las hifas o los conidios en cuerpos fructiferos lo tienen. Los
hongos dematiaceos, al igual que los monilidceos tampoco producen sus conidios
en cuerpos fructiferos o esporoforos complejos. En cuanto a su modo de vida la
mayoria de las especies es saprobia, pero también hay parasitas de plantas,
animales y humanos. Los hongos del genero Alternaria presentan una distribucion
mundial. Varias de las especies viven como saprobias en una multitud de medios

distintos.

Otras especies comunes de Dematiaceos pertenecen a los generos Bipolaris,
Cercospora, Cladosporium, Curvularia, Drechslera, Helminthosporium, Curvularia,

Drechslera, Helminthosporium, Humicola, Nigrospora, Torula y Charala.

c.1l Cladosporium
Las especies de Cladosporium se encuentran entre las mas abundantes en la
naturaleza. Tipicamente producen conidios holoblasticos en cadenas con sucesion
acropeta, generalmente unicelulares, aunque también se forman los llamados
ramoconidios, con uno o dos septos; ambos tipos de conidios se reconocen

facilmente por las cicatrices polares(hilos) que aparecen como anillos oscuros, en
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vista frontal, o como bandas oscuras, en vista lateral. C. cladosporioides es una de

las especies de Cladosporium mas comunes

Fig. C.a.1 Cladosporum
herbarum, A conidia, B
conidioforo

Cladosporium herbarum

Descripcion morfologica

Hongo filamentoso con conidioforos(de hasta 250 x 3-6um) con cadenas
ramificadas de conidios elipsoides o cilindricos de extremos rodeados (5,5-13 x 3,8-
6um), formados por gemacion sucesiva del conidio anterior. (Aristegui, 2003)
Colonias de crecimiento lento, planas, finamente vellosas, aterciopeladas o
lampifas, de color verde oliva o pardo oliva, reverso negro oliva.

Los conidios de Cladosporium se encuentran frecuentemente en el aire libre en las
zonas templadas del planeta. Produce abundantes conidios que pueden
encontrarse en la atmosfera a lo largo del afio, con mayores concentraciones en las
ultimas semanas de verano y primeras de otofio, especialmente en las zonas

boscosas y en el centro de las ciudades. Coloniza frecuentemente hojas y plantas,
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especialmente gramineas, suelo y alimentos. Cuando se corta el césped o se
podan los arboles aumenta considerablemente el numero de conidios
aerotransportados a larga distancia. Las concentraciones de conidios por metro
cubico son hasta diez veces mayores que las de polen y se han llegado a contar
hasta 35000 conidios por metro cubico. La temperatura optima de crecimiento se
sitia entre 18 y 28 °C pero también pede crecer a temperaturas tan bajas como -
6°C. Este hongo se ha aislado en lugares tan diversos como tejados de paja,

depdsitos de combustible, cremas faciales, pinturas o ropa.

La concentracién de conidios en espacios cerrados es un reflejo de la elevada
concentracion de conidios en el exterior. (Aristegui, 2003)

Las enzimas producidas por Cladosporium herbarum has sido utilizadas en la
sintesis y transformacion de esteroides como la pregnenolona y la progesterona,
empleados como farmacos anticonceptivos. También se utiliza su cultivo en gran
escala para producir biomasa que sirve de materia prima en la industria
farmacéutica para la preparacion de extractos alergénicos estandarizados que son

utiles en el diagnostico y tratamiento de las alergias respiratorias. (Kungu, 2005)

ENFERMEDAD HUMANA

Cladosporium herbarum es el hongo que con mas frecuencia se encuentra en el
aire, es uno de los hongos alergénicos respiratorios mas importantes y se le ha
implicado en casos de asma y fiebre del heno.

La composicion antigénica de Cladosporium herbarum se ha estudiado en
profundidad y se ha observado que es muy variable entre los aislamientos
obtenidos de este hongo. Se conocen mas de 60 extractos antigénicos (Aristegui,

2003)
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No es un agente infeccioso importante pero, en climas calidos, puede producir
infecciones cutaneas, subcutaneas (feohifomicosis o cromomicosis) y queratitis.
Estas infecciones tienen un desarrollo lento y su tratamiento incluye la exeresis
quirargica de los tejidos afectados en combinacion con el empleo de anfotericina B.

(Kungu, 2005)

POSICION TAXONOMICA
Phylum: Ascomycota
Clase: Euascomycetes
Orden: Dothideales

Familia: Mycosphaerellaceae

2.6 ACTINOMICETES

Son bacterias filamentosas, que se presentan como filamentos muy ramificados,
como se muestra en la figura (c.2 ).

Producen esporas libres o en estructuras especializadas llamadas esporangios,
algunas esporas pueden ser moviles por flagelos, otras son inméviles. La mayoria
son aerobias, aunque existen algunas anaerobias facultativas u obligadas.
Quimioheterotréficas. Se encuentran libres en diferentes habitats, algunas son
patégenas del hombre, animales o plantas y otras hacen simbiosis con las plantas y

fijan nitrdgeno. Presentan especies saprofitas
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| Fig C.2. Diferencia morfologica entre: A Actinomicetes, B Hongos, C Bacterias |

GENERO

2.6.1 Nocardia

Actinomicetos con hifas aéreas, que pueden formar cadenas cortas de esporas, las
hifas sobre sustratos se fragmentan en formas bacilares o cocoides inméviles, son
aerobios, Gram positivos 0 Gram variables. Quimiorgandétrofos.

Habitan en el suelo, aguas dulces y marinas y en animales.

N. hyrocarboxydans, N. petroleophila: tienen importancia industrial por

transformar el petréleo en proteinas.

N. asteroides: causa nocardiosis sistémica o nocardiosis pulmonar y neural en

humanos, siendo patégeno oportunista.
N. brasiliensis: causa micetomas en tejidos, patdgeno obligado.

N. otitidiscaviarum: infecciones cutaneas y subcutaneas
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2.6.2 Rhodococcus

Bacilos con ramificaciones, pueden formar micelios vegetativos. Dependiendo del
estado de su ciclo de vida, pueden tener forma cocacea, filamentosa o formar hifas.
Son Gram positivos, aerobios.
Ampliamente distribuidos en suelo, algunos saprdéfitos y algunos patdgenos de

animales incluyendo el hombre.

R. rhodochrous: especie tipo.

Géneros

Streptomycetaceae

2.6.3 Streptomyces

# Producen hifas vegetativas y micelios no fragmentados.

= Producen esporas inmoviles y una gran variedad de pigmentos.

s Productores de antibidticos y moduladores de la actividad de enzimas de
células eucariotas.

+ Son Gram positivos, aerobios y quimiorganotrofos.

= Reducen nitratos a nitritos, algunas especies pueden ser psicréfilas y otras
termdfilas.

= Ampliamente distribuidos en el suelo. Algunas especies son patégenas de

animales, humanos y plantas.

S. albus: especie tipo. No produce pigmentos. Pueden ser patdégenos para el

hombre

S. griseus: produce estreptomicina, activo contra muchas especies Gram

negativas.
S. rimosus: produce terramicina, activa contra Aspergillus niger.
S. venezuelae: produce cloramfenicol que tiene un amplio rango de accion.
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S. antibioticus, S. chattanoogensis: actividad antimicrobiana contra Candida

albicans y Saccharomyces cereviciae.

S. scabies: patégeno de vegetales, causa la sarna de la papa.

2.7 MICOTOXINAS

DEFINICION DE MICOTOXINAS

Las micotoxinas son compuestos ubicuos asi como metabolitos secundarios toxicos
producidos por ciertos hongos y que en pequefias cantidades producen afecciones

0 cambios en plantas, animales y humanos.

La humanidad se ha beneficiado de muchos de estos metabolitos como es el caso
de los antibidticos, pero a través de la historia ha sufrido diversas enfermedades por

la accién de diversos productos toxicos de los hongos que contaminan alimentos.

Estas sustancias pueden estar presentes en alimentos, sin que necesariamente
esté presente el hongo que las liber6 (Dalvi, 1991, Romero, 1999) Difieren mucho
en sus propiedades quimicas, bioldgicas y toxicoldgicas, estas se producen cuando
la fase de crecimiento llega a su etapa final y durante la fase estacionaria, estando a
menudo asociados con la diferenciacion y la esporulacion. (Willard, 1995, Gonzalez,

2006).

2.7.1 EFECTOS EN LA SALUD

Las micotoxinas conocidas, que normalmente se manifiestan al poco tiempo de la
ingestion de los alimentos contaminados, se originan por el consumo de productos
altamente enmohecidos, por la escasez de alimento o por el desconocimiento de las

posibles consecuencias. Actualmente las micotoxinas mas peligrosas para el
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hombre son producidas por los hongos del genero Aspergillus (aflatoxinas). Estas
se aislaron por primera vez de los hongos Apergillus flavus y Aspergilus parasiticus

(Gonzalez, 2006).

Estos compuestos se han implicado en la etiologia de numerosas enfermedades
humanas. Los 6rganos y sistemas mas afectados incluyen el sistema nervioso
central, sistema gastrointestinal, sistema inmune, higado, rifion y piel (Hsieh, 1988,

Willard, 1995).

2.8 SISTEMA BIOLOG

La informacion codificada del genoma de una célula es reflejada como rasgos
celulares o fenotipos, cuyo conocimiento es necesario para identificar los efectos de
mutaciones en el genoma y para determinar la funcion del gen. Una técnica
desarrollada para el andlisis de rasgos fenotipicos de la célula emplea el sistema
Biolog mediante la utilizacién de microarreglos fentipicos, y se basa en el
metabolismo del carbono, del nitrogeno, del fosforo y del azufre por el
microorganismo.

El sistema Biolog esta conformado por una microplaca de 95 pocillos que contienen
fuentes de carbono diferentes y utiliza violeta de tetrazolio como colorante para
detectar la respiracion celular; durante el metabolismo de nutrientes. En un
organismo existe flujo de electrones desde la fuente de carbono hacia NADH,
mediante la cadena de transporte de la célula, el NADH producido cede sus
electrones al tetrazolio y entonces se hace evidente la reacciéon mediante la

formacion de un color purpura en el pocillo (Druzhinina y colavoradores, 2006).
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3. JUSTIFICACIO

Conocer la flora fungica presente en alimentos tales como el pistache, el cacahuate
y la pimienta, es importante porque son alimentos de alto consumo, cuya
contaminacién no es monitoreada estrechamente como es el caso de los cereales,
incluyendo al maiz.

Los trabajos que han analizado la flora fungica en alimentos basan la identificacion
de los hongos en base a sus caracteristicas microscépicas y macroscopicas (Abdel-
Gawad and Zohri,1993; Lozada, 1995; Pacin et al, 2002). En algunos otros, se han
llevado a cabo utilizando técnicas de biologia molecular (Sanchez-Rangel et al,
2005; Jurado et al, 2006). La identificacion de hongos en base a sus caracteristicas
metabdlicas usando el sistema Biolog ha sido muy poco utilizada porque dicho
sistema es mas bien utilizado en la tipificacion de bacterias. Asi que en este trabajo
se propone el uso del sistema Biolog para identificar la flora fungica presente en las
muestras de pistaches, cacahuate y pimienta negra y de esta manera conocer si

tales muestras contienen o no hongos micotoxinigénicos
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo General

Determinar la composicion de la flora fungica presente en pistaches, cacahuates y

pimienta negra

4.2 Objetivos Especificos

Obtener muestras representativas de pistaches, cacahuates y pimienta negra del
Estado de Michoacan

= Determinar si existe contaminacion fungica en las muestras recolectadas.

s Aislar e identificar los hongos que logren crecer en las muestras

s Ultilizar al menos dos estrategias de identificacion de los hongos.

53



5. MATERIALES Y METODOS
5.1 Muestras
Las muestras se recolectaron en diferentes municipios del Estado de Michoacan tal
como se muestra en la Tabla 6.1. Se colocaron 100 g dentro de bolsa de cierre

hermético y se almacenaron en refrigeracion a 4°C hasta su procesamiento.

5.2 Medio de Cultivo
Se utilizd Agar Papa Dextrosa (PDA por sus siglas en Inglés) con el fin de conservar
el micelio de las cepas estudiadas. Se empled un medio de cultivo comercial (BD

BIOXON). El medio fue preparado de acuerdo a las instrucciones del fabricante.

5.3 Aislamiento de Muestras

Se tomaron tres ejemplares de cada tipo de muestra y se lavaron 3 veces con una
solucion de hipoclorito de sodio al 1%. Se enjuagaron con agua destilada estéril
hasta eliminar el aroma de hipoclorito. Se colocaron en cajas de Petri que
contenian medio PDA y se incubaron (LAB-LINE BIOTRONETE PLANT GROWTH
CHAMBER) por 15 dias a 28°C.

De las muestras que presentaron crecimiento de hongos se hicieron pases para de

esta manera aislar las colonias en PDA por otros 15 dias a 28°C.
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5.4 Identificacién de Colonias
5.4.1. Identificacion por Morfologia Colonial
Se hizo una primera identificacién por la morfologia colonial y por observacion

microscopica (Leyca CME ) de las estructuras fungicas.

5.4.2 Identificacion por Biolog

Fluido de Inoculacién.

Para inocular placas de Biolog* se utilizo el fluido especificado por el proveedor (FF
INOCULATING FLUID, BIOLOG, Hayward, CA 94545), el cual contiene: Tween 40,
0.23% y Gellan Gum (Phytagel). El fluido se prepar6 al 0.25% siguiendo las
especificaciones del proveedor: se hirvid un litro de agua destilada y se afadieron
2.5g de Gellan Gum y 0.3 g de tween 40. La soluciéon se mantuvo en agitacion
constante hasta que la solucion se torno clara, indicando con eso que los
componentes han sido debidamente disueltos.

Posteriormente se dejo que el fluido alcanzara una temperatura de 45°C y el liquido
se coloco en tubos de 20 X 50 con tapa de rosca, con un volumen de 16 mL en

cada tubo; finalmente, estos se esterilizaron a 121°C durante 15 minutos.

Utilizacién de fuentes de carbono mediante el sistema Biolog.

A. Obtencién del preinoculo
Las cepas se dejaron crecer en PDA a 28°C hasta su etapa logaritmica y con el
micelio se preparo la suspension de incubacion para las placas Biolog. Se
inocularon varios medios por cepa para obtener el micelio suficiente para la

posterior preparacion de la suspension.
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B. Preparacioén de la suspension.

Después de que el hongo ha crecido hasta encontrarse en la etapa logaritmica
media se procedio a preparar la suspension; para este fin se utilizo una espatula de
metal estéril con la cual se cosecho el micelio de la placa y se coloco en un mortero
previamente esterilizado en el cual se macerd el hongo hasta que el micelio fue
pulverizado en pequefas particulas, agregandole posteriormente 2-3 mL del fluido
de inoculacion.

Para preparar la suspensién, se debe estandarizar el fluido y ajustarlo a 0% T
haciendo esto con un turbidimetro y el estandar especifico para hongos
filamentosos (FF), con el fluido se ajusta a O T y en seguida se coloca el estandar
que debe dar una lectura de 75% T y, basandose en ese grado de turbidez, se
procede a prepara la suspension, con un margen de error de +2%. La suspensién
del hongo debe ser uniforme para evitar interferencia en la lectura del turbidimetro

esto se logra agitando unas cuantas veces.

C. Inoculacién e incubacién de las microplacas para hongos filamentosos
Biolog.
La inoculaciéon de las placas, al igual que las lecturas en el sistema Biolog, se
realizd en las condiciones establecidas anteriormente para cada cepa. La
suspension obtenida del micelio del hongo, se vertié sobre el reservorio multicanal
estéril; para inocular la microplaca se empleo una micropipeta electronica,
programada previamente para despachar 100uL en cada uno de los pocillos de la
microplaca. Una vez inoculadas las microplacas se incubaron a 28°C, realizando

lecturas a las 24, 48, 72 y 96 h en la Microestacion del sistema Biolog.
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6. RESULTADOS

Se obtuvieron 30 muestras provenientes de diferentes municipios del Estado de

Michoacan, tal y como se muestra en la Tabla 6.1.

municipios puede apreciarse en la Figura 6.1.

La localizacion de dichos

Tabla

6.1

Municipios de
donde provienen
las muestras de
pistache,
cacahuate y
pimienta
estudiadas

HSC15

Supedfic:

MICHOACAN
l«‘llu--\ orc «umﬂﬂ‘m‘:: IING'OIIu

NI

HSC1 pistache Patzcuaro HSC16 pimienta Apatzingan
HSC2 pistache Jiquilpan HSC17 cacahuate Tacambaro
HSC3 cacahuate Jiquilpan HSC18 pimienta M independencia
HSC4 pistache c. abastos HSC19 cacahuate Apatzingan
HSC5 pistache M. San Juan HSC20 pimienta Sahuayo
HSC6 cacahuate santa ana maya HSC21 pistache M san juan
HSC7 pistache c. abastos HSC22 cacahuate M auditorio
HSC8 cacahuate Quiroga HSC23 pimienta M abastos
HSC9 cacahuate M independencia HSC24 cacahuate tianguis ocolusen
HSC10 pistache M independencia HSC25 cacahuate Patzcuaro
HSC11 pistache Huiramba HSC26 pistache Zamora
HSC12 pimienta Huiramba HSC27 pistache San Jose de Gracia
HSC13 pimienta M independencia HSC28 pimienta Venustiano Carranza
HSC14 cacahuate Apatzingan HSC29 pimienta Uruapan
imienta M inde endenma HSC30 Quiroga

R9P0,177

Figura 6.1
Mapa de
WChoacén

Lugares de
donde se
obtubienron
algunas
milestras

En la Figura 6.1, se puede apreciar que la mayoria de las muestras proviene de la

region centro-norte del Estado de Michoacan donde predomina un clima templado

todo el ano.
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Se encontré que las muestras mostraban una mayor contaminacion debida a

Actinimocetes que por hongos; sin embargo, como se muestra en la Tabla 6.2,

algunas muestras presentaron contaminacion fangica por uno o mas hongos en

algunos casos

Tabla 6.2

Contaminaciéon por hongos y actinomicetes
en cada una de las muestras analizadas

MUESTRA | ACTINOMICETES | HONGOS

PIMIENTA

P1

P2

@®

P3

P4

P5

@®

P6

P7

P8

P9

P10

PRPPPRrPPO®

PISTACHE

P1

P2

P3

@@

P4

I

P5

P6

P7

‘eae@

P8

P9

P10

CACAHUATE

C1

C2

C3

C4

C5

Cé

c7

C8

@@

C9

C10

PRl PPrPEP| PP| PP®

@@ presencia de hongo o actinomicetes
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Los hongos que principalmente contaminaban las muestras fueron 5, cuya

morfologia microscéscopica y macroscopica se muestra a continuacion:

Figura 6.1 Muestra 05
de Pistacho Mercado de
San Juan

Figura 6.2
Fotografia
microscopica 40X
100u
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Figura 6.3 Muestra
30 Pimienta Quiroga

Figura 6.4
Fotografia
microscopica 40X
100u
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Figura 6.5 Muestra
26 Pitache de

Figura 6.6
Fotografia
microscopica 40X
100u
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Figura 6.7 Muestra
P7B Pistacho Mercado
de San Juan

Figura 6.8
Fotografia
microscopica 40X
100u
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Figura 6.9 Muestra P7A
Pistacho Mercado de
San Juan

Figura 6.10
Fotografia
microscopica 40X
100u
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Figura 6.11 Muestra
C8A Cacahuate
Mercgdo Auditorio

Figura 6.12
Fotografia
microscopica 40X
100u
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Figura 6.13 Muestra
P10A Pistache

Figura 6.14
Fotografia
microscopica 40X
100u
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Figura 6.14 Muestra
C3A Cacahuate de
Jiquilpan

Figura 6.15
Fotografia
microscopica 40X
100u
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Figura 6.16 Muestra
08 Cacahuate Quiroga

Figura 6.17
Fotografia
microscopica 40X
100u
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Tabla 6.3 Resultados de identificacion de
morfologias macro y microscépicas

MUESTRA HONGO
A. carbarius,
HSC5 A. aguamori nakasawa
A. clavatus,
HSC8 A. parasiticus
Apsidia californica,
HSC22 Apsidia gluaca
A. clavatus,
HSC26 A. fumigatus
A. raperi,
HSC30 Penicillium verrucosum

Tabla 6.4 resultados obtenidos de Biolog

MUESTRA HONGO
HSC5 Cladosporum herbarum
HSC8 A. fumigatus
HSC22 A. restrictus
HSC26 Penicillum verrucosum
HSC30 Penicillum solitum
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% Actinomicetes % Hongos
Muestras totales 93.3 16.6 Tabla 6.5 Porcentaje de
Pistache 80 20 hongos y actinomicetes
. presentes en las muestras
Pimienta 100 20
Cacahuate 100 10
120
100
80 - B % Actinomicetes
B % Hongos
60 -
40
20 4
0 -
Muestras Pistache Pimienta Cacahuate
totales

Grafica 6.1 Porcentaje de hongos y actinomicetes presentes en las muestras
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7. DISCUSION

Cada vez es mayor el numero de personas que sufren de enfermedades
cardiovasculares asi como de enfermedades relacionadas con el estrés; esto ha
llevado a que cientificos y médicos busquen dietas mas saludables. Se ha
observado que la dieta mediterranea es muy recomendable en estos casos debido a
su alto contenido en fibra aunque también incluye el consumo de diferentes tipos de
oleaginosas. Las oleaginosas tiene un alto valor nutritivo ademas de ayudar a
prevenir las enfermedades cardiovasculares (Fidanza, 2002). Sin embargo, los
nutrientes que contienen las hacen susceptibles de contaminacion fungica por lo
que pueden contaminarse ademas por micotoxinas. Entonces, se debe estar seguro
que los alimentos que se consumen son inocuos desde el punto de vista
micotoxicologico.

La identificacion taxondmica de los hongos se realiza principalmente basandose en
sus caracteristicas morfolégicas después de realizar una observacion microscopica
(Abdel-Gawad and Zohri,1993; Lozada, 1995; Pacin et al, 2002) o por sus
caracteristicas genéticas a través de técnicas de biologia molecular (Pianzzola et al,
2004; Sanchez-Rangel et al, 2005; Jurado et al, 2006). El sistema Biolog es una
herramienta que ha sido utilizada primordialmente para identificar bacterial aerobias
Gram positivas y Gram negativas, a través de la asimilacion de diferentes fuentes
de carbono (Stager y Davis, 1992). En este caso, se optd por utilizar el sistema
Biolog por su simplicidad de manejo y porque la identificacién fungica no requiere
de la experiencia que es necesaria para realizar las identificaciones basandose en
caracteristicas morfoldgicas. El sistema contiene una base de datos denominada FF

(de Filamentous Fungi, hongos filamentosos, por sus siglas en inglés) que analiza el
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color desarrollado y la turbidez por lo que las identificaciones se realizan con un
gran nivel de precision. Las lecturas se empiezan a tomar 24 h después de la
inoculacion. Cabe mencionar que el uso de este tipo de sistemas no intenta
reemplazar los ya existentes sino servir como una herramienta mas en la

identificacion de especies fungicas y en la elucidacion de sus patrones metabdlicos.

Se identificaron 5 especies de hongos en las muestras analizadas: Aspergillus
fumigatus, Penicillium verrucosum, Cladosporium herbarum, Aspergillus restrictus
and Penicillium solitum. Estas especies son consideradas cosmopolitas aunque
algunas de ellas son patdgenos de plantas. Aspergillus fumigatus y Cladosporium
herbarum estan relacionadas con micosis en pacientes inmunocomprometidos. Se
han publicado varios articulos relacionados con las comunidades flngicas en
diversos alimentos para consumo humano y animal. La variedad de alimentos
analizada es grande y en la mayoria se encuentran Arperigillus y Penicillium como
los géneros predominantes especialmente en alimentos que no son cereales. (Gatti
et al, 2003; Mounjouenpou et al, 2007). Pacin et al (2002) analizaron soya, arroz y
maiz de diversos ranchos en Ecuador y encontraron al Aspergillus flavus como el
hongo predominante en soya y arroz, mientras que en maiz fueron predominantes
diversas especies de Fusarium. Abdel-Gawad y Zohri (1993) estudiaron la flora
fungica en almendras, nueces de la India, castafias, avellanas, pistaches y nueces.
Aislaron Aspergillus de todas las muestras que analizaron y este género represento
el 34.5% del total de hongos presentes en pistaches. En este trabajo, Aspergillus se
encontré en 0%, 20%, 0% de las muestras de Pistache, cacahuate y pimienta
negra, respectivamente. Penicullium verrucosum se encontré en de las muestras lo
que representa un 10%. Se hace una mencion especial a estos hongos ya que son

hongos micotoxigénicos. En un trabajo paralelo (Jordan, 2007) se analizaron

72



muestras de pistache, cacahuate y pimienta negra usando dos métodos de
extraccion de micotoxinas de las muestras con la finalidad de verificar que las
muestras estuvieran libres de micotoxinas, en especial de Ocratoxina A, que es la
micotoxina que produce el P. verrucosum. No se encontraron niveles detectables de

la micotoxina.

La Tabla 6.5 y la grafica 6.1 muestran lo porcentajes de muestras contaminadas por
actinomicetes y hongos. Practicamente el 100% de las muestras contienen
actinomicetes y solo un pequefo porcentaje presenta contaminacion por hongos

gue como ya se menciono algunos de estos son micotoxigenicos.

Las tablas 6.3 y 6.4 muestran los resultados de identificacion de los hongos aislados
de las muestras. Para poder realizar una identificacion con alto nivel de
certidumbre, es indispensable contar con mas de una técnica de identificacion de
hongos. La tabla 6.3 y la 6.4 no coinciden en todos los casos en géneros y en
algunos casos en especie. La identificacion de hongos basandose solo es su
morfologia requiere de un alto nivel de experiencia asi que la confirmacién mediante
el uso de un sistema como el Biolog es ventajoso por su tiempo reducido de analisis
y la cantidad de pruebas bioquimicas que incluye, proporcionando una identificacion

mas confiable.

El presente estudio revela que es posible encontrar hongos micotoxigenicos en las
muestras estudiadas, principalmente en cacahuates y pistaches. Para medir la
dimension de la contaminacion de estos productos sera necesario realizar un
muestro mas riguroso en un periodo de tiempo mas prolongado. Sin embargo, con
los resultados aqui obtenidos se puede decir que el manejo de los productos aqui
analizados debe hacerse con mucha precaucion para evitar una contaminacion

fungica mayor aun cuando no se hayan detectado niveles de micotoxinas.
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8. CONCLUSIONES

La flora predominante de las muestras son los actinomicetes

Las muestras de pimienta negra, pistache y cacahuate aqui analizadas mostraron la

presencia de hongos de los géneros Aspergillus y Penicillium. Algunas especies de

estos hongos son micotoxigenicas.

El 20% de las muestras de cacahuate presenta contaminacion por Aspergillus,

aunque solo la mitad de estas es debida a Aspegillus fumigatus.

El 10% de las muestras de pistache esta contaminado por Penicillium verrucosum,

hongo productor de Ocratoxina A.

El uso del sistema Biolog permitié una identificacion mas confiable de los hongos

presentes en las muestras.
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