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-\ Introduccion

v" Orden Ramnales

v" Familia Vitdceas

v' Género Vitis

v Especie vinifera.

v" Cultivo frutal nativo de Asia Menor.

v’ Desarrolla preferentemente en clima templado.

v" Consumo directo o fermentado.




Vitivinicultura en Argentina

5° productor mundial.

7° en superficie cultivada.

8° consumidor mundial.

PACIFIC

9° exportador de vinos.

228.585 hectareas cultivadas.
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Introduccion

A

POI)REDUMBRE DEL RACIMO (Aspergillus, Botrytis, Penicillium, Rhizopus)

PODREDUMBRE NEGRA

EN'UVAS

Agregado A. niger
A. carbonarius

A. aculeatus

A. japonicus

Dano de bayas

* Enfermedadesy plagas.
. Factores medioambientales.

. Diferencias varietales.

Produccion de
OCRATOXINAS

Produccion de
FUMONISINAS

Herida

e  Zona blanda.
e  Tostada-marron.
*  Masa pulverulenta.

Invasion

*  Areas coreéceas.
*  Bayas vacias y secas.
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Género Aspergillus ) m— K \ )

Pier Antonio Micheli (1729)

Raper y Fennell (1965)

v Phylum: Ascomycota
v" Orden: Eurotiales
v" Familia: Trichocomaceae

Gams y col. (1985)

C v Género: Aspergillus
Geiser y col. (2007) (Eurotium, Emericella)
- Aspergillus niger
Positivo GRAS (FDA, 2012).

. Industria de la fermentacion.

Impacto econdémico *  Biotransformacion de quimicos.

Negativo

* Alérgenos o patégenos animales y humanos.
* Deterioro de alimentos.




Aspergillus seccion Nigri

Mosseray (1934)

Raper y Fennell (1965)

Al-Musallam (1980)

Kozakiewicz (1989)

Samson vy col. (2004)

Varga y col. (2011)

Enfoque polifasico

35 especies

12 especies

5 especies y el agregado A. niger

17 taxones dentro del agregado A. niger

15 taxones

26 taxones en 5 clados

Caracterizacion morfologica
Marcadores bioquimicos

Marcadores moleculares



Caracterizacion morfoldgica

Caracteristicas macroscopicas

v Color del micelio

v" Exudados

v Pigmentos solubles

v" Formacion de esclerocios

Cabeza conidial:
v" Conidios

v’ Esterigmas
Conidiéforos:
v Vesiculas
v’ Estipites

v' Célula pie
Hifas

Células de Hulle

B Aspergillus agregado A. niger

¢ Aspergillus carbonarius




Caracterizacion molecular

v Anélisis de secuencia de los genes de B tubulina, calmodulina, factor de elongacion 1a, subunidad de
la ARN polimerasa I, de las regiones ITS, tef1, RNA.

v Marcadores moleculares RFLP;, RAPD,, AFLP..

A neniger CBS 115656
A neaniger CBS 115657
A costaricaensis CBS 115574
A vadensis CBS 11365
A ewalypliools CBS 122712
A pipens CBS 112811
A acidus CBS 55465
A coreanus CBS 119384
A tubingensis CBS 13448
A awamoni CBS 557 55
A. niger CBS 55465
A lactocoffestus CBS 101883
A foetidus CBS 114.49
A foetids CES 12128
A brasifiersis CBS 101740
A ibericus CES 121583
A scleroficarborarius CBS 121057
A carbonarivs CBS 111.26
A sclerationiger CBS 115572
A elfpticus CBS T07.79
A heferomorphus CBS 11755
A heferomorphus CBS 31289
A saccharolytices CBS 127449
A homom aphus CBS 101889
A fijiersis CBS 31389
A fiiersis CBS 119.49
A aoulsatus CBS 17266
A aoulsatus CBS 18557
A sculesfinus CBS 121060
A warum CBS 121591
A indologeres CBS 11480
A japonicus CBS 114 51
A vidlaceofuscus CBS 12235
A vidlaceofuscus CBS 102.23
A vidlaceafuscus CBS 115571
A favusCES 100927

A. niger clade

A. carbonarius clade

A. heteromorp hus clade

A. homomorphus clade

A. acufeatus clade

RFLP,

Complejos patrones de ADN dirigidos con enzimas de
restriccion.

Buena reproducibilidad.

Laboriosos y dificiles de automatizar.

RAPD,

Fragmentos de ADN de longitud y secuencia indefinida
Primers cortos y arbitrarios.

Bajas temperaturas de apareamiento.

Baja reproducibilidad.

AFLP,

Perfiles de marcadores complejos de ADN gendmico
sin conocer la secuencia .

Amplificacion selectiva de fragmentos de restriccion.
Altas temperaturas de apareamiento.

Alta reproducibilidad y resolucion.

Robustez.

Ilimitada posibilidad de generar polimorfismos.
Facilmente automatizables.



Caracterizacion molecular: AFLP,

ADN fungico digerido con

endonucleasas de restriccidn ADA

Genamico

GAATTC

CTTAAG

Ligamiento de adaptadores de
oligonucléotidos ‘ AaTIC —————— Corte con enzimas de

G AAT restriccion
+ Adaptador EcoRl + Adaptador Mse! + EcoRl y Msel

Amplificacion

Amplificacion

pre-selectiva
EcoRl &/ Msel C

Electroforesis desnaturalizante en
geles de poliacrilamida

Amplificacion selectiva
EcoBl Al Msel AC

Autoradiografia




Micotoxinas

Metabolitos fungicos de bajo peso molecular, cuya ingestion, inhalacion o absorcion
cutanea, tiene efectos negativos, agudos y/o crénicos sobre la salud humana y animal.

Aflatoxinas

Ocratoxinas

Aspergillus

Fumonisinas

Fusarium

L)
e

Penicillium

Tricotecenos

Patulina

Zearalenona



Ocratoxinas

-

B R Termoestabilidad

OH 0

Ochrataxin e (3): R! = €1, B = CO.H

Ochratoxin A (1) R = {1 Ochrarasin [ 4y B = H. B = O0H

Ochratoxin B{2x B =H Mellein {Sp B =R*=H

Nefropatia porcina danesa Sensibilidad

Nefrotoxica Animales .
Raton < Rata < Cerdo
Desordenes renales

Hepatotodxica

Neurotdxica
Humanos Nefropatia endémica de los Balcanes

Genotoxica _
Nefropatia cariomegalica intersticial cronica

Teratogénica _ — _ ,
Nefropatia intersticial crénica en Tunez

Carcinogénica

La Agencia Internacional de Investigacion sobre el Cancer (IARC) ha clasificado a esta toxina

Inmunosupresora : v
P dentro del grupo 2B como posible carcindgeno para humanos.



Ocratoxinas

Toxicocinética

Excrecion renal y hepatobiliar.

Toxicodinamica
En base a los efectos toxicos de la ocratoxina A la Comision
Europea (2006) ha establecido un limite admisible de
v Alteracion de la respiracion celular. contaminacion con OTA de:

v Alteracion de la sintesis de proteinas.
* 1-50 pg Kg! en alimentos.

v Secuestro de calcio microsomal. Vinos: 2 ug L?
* 100-1000 pg Kg* en piensos.



Fumonisinas

Producidas por Fusarium, Alternaria y cepas de A. niger sensu stricto.

Series A B C P FB,, FB,y FBg

Se asocia con cancer de esofago y defectos del tubo neural en humanos.
En animales produce leucoencefalomalacia equina, edema pulmonar e
hidrotdrax en cerdos, toxicidad en ganado y aves de corral.

La Agencia Internacional de Investigacion sobre el Cancer (IARC) ha
clasificado a la FB, dentro del grupo 2B como posible carcinégeno para
humanos.

Maximo tolerable de FB,, FB, y FB; en ingesta diaria:

OH
OH _ CH3CO 2 pg kgt de peso corporal.




\ Introduccion

Factores gue afectan el desarrollo de Aspergillus y contaminacion con OTA

—

D N N N NN

Foco de podredumbre produudb por Botrytis cinerea.

Suelos.

Condiciones climaticas (aire, temperaturas, lluvias).
Localizacion geografica de los vifledos.

Practicas agricolas.

Dafio por aves, insectos o infeccion con otras especies fungicas.

Podredumbre producida por Uncicula necator.
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Hipotesis y Objetivos




Hipotesis

I- Las especies pertenecientes a Aspergillus seccidon Nigri productoras de ocratoxina A que se aislan frecuentemente en
uvas en Argentina representan un riesgo toxicoldgico. Las interacciones entre las especies de la seccidn y los factores
ambientales tales como, la temperatura y la actividad de agua influyen sobre el crecimiento de dichas especies y la
subsecuente produccion de OTA.

ll- La contaminacion de las uvas con especies pertenecientes al agregado Aspergillus niger productoras de fumonisinas
representan un riesgo toxicoldgico en Argentina.

Objetivo general

v Caracterizar las especies de Aspergillus seccién Nigri aislados de uvas cosechados en diferentes regiones
vitivinicolas de Argentina.

Objetivos especificos
v Evaluar la distribucidn de Aspergillus seccidon Nigri en uvas, en diferentes regiones vitivinicolas de Argentina.

v' Corroborar la identificacion morfoldgica cldsica con la caracterizacién molecular a nivel de especie a través del uso
de marcadores moleculares, AFLP.

v" Analizar la produccién de ocratoxina A por parte de las especies de Aspergillus seccién Nigri aisladas de uvas, en
medio de cultivo.

v" Determinar la produccidn de fumonisinas de especies pertenecientes al agregado A. niger.



Materiales y Métodos
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Micoflora (Porcentaje de Infeccidon)

Desinfeccion

>
Agua )
50 bayas . destilada ez
Hipoclorito de esteril :
* Merlot sodio 1% (1 min.) Medio DG18
* Malbec
= * Cabernet Sauvignon

e Cabernet Franc Pitt y Hocking (1997)

e Tempranillo Samson y col. (2000)

* Syrah

* Bonarda

n° bayas infectadas
N° bayas totales

X 100

Identificacion de Aspergillus seccion Nigri

CY205 28°C
TN
P ™
.

",

Incubar 7 dias
28°C

Incubar 7 dias
28-37°C

MEA

Pitt y Hocking (1997)
Klich (2002)




Capacidad toxigénica

Produccion de ocratoxina A (Bragulat y col., 2001)

213 cepas
Deteccion
Incubar 7 > \ Conservar a
dias 25°C P 4°C
11000 rpm . "
Filtracion
CYA Metanol 1 ml (20 min)
HPLC
. o /2 Columna de fase reversa C18
Cuantificacion Pre-columna Supelguard LC-ABZ

Loop: 50 pL.

Fase movil: Acetonitrilo: agua: acido acético
Flujo FM: 1 ml min™.

A exitacion: 330 nm y A emision: 460 nm




Caracterizacion de las especies mediante AFLP

Incubar 2-3
Incubar 7 dias 25°C Filtracid Conservar
dias 28°C iRl a-20°C
150 rpm
MEA Suspension de Medio

esporas Wickerham - o w &
Extraccion y purificacion ADN genomico (Murray y

Thompson, 1980), modificadapor Kérenyi y col. (1999)

700 ul buffer

CTAB 2% Incubar a 65°C 400 pl cloroformo:alcohol isoamilico
(30 min) (24:1)
+
15 pl 2-
1,5 ul
. 600 pl 350 pl buffer ARNasa A . =00 il
isopropanol TE 1x isopropanol
+ Incubar 37°C
R (30 min)
[ 12000 rpm
600 pl fase fenol:cloroformo:alcohol T— 500 pl fase 500 pl fase
e isoamilico (25:24:1) R et

Cuantificacion

Electroforesis en gel de agarosa (0,8%)
Bromuro de etidio (5 pug ml?)

Buffer TAE 1x

(60 Volt)

Cuantificacion: ADN fago A digerido con Hind/ll

Pulverizar
con N,
liquido

12000 rpm
(5 min)

Lavados etanol
frio 70%

50 ul buffer
TE1x



Generacion de marcadores AFLP,

Digestion- Ligacion

MEZCLA DE Incubar toda la Alicuota 2,5 pl
DIGESTION- nocheaT
LIGACION ambiente
100 ng ADN Dilucién 1:10
genoémico con

buffer TE 1x

‘ AT ——————
G

= Adaptador Ecobl

Amplificacion
Cebadores:
MEZCLA DE
) - : i : A
. ,li;;)el'\;l ([y*3P] ATP y T4 polinucleétido quinasa) AMPLIFICACION

Alicuota 1,3 pl

ADN
pre-amplificado
con buffer TE 1x

MEZCLA DE PRE-
AMPLIFICACION

Pre-amplificacion

TERMOCICLADOR
MJ Research 200

TERMOCICLADOR
MJ Research 200




Generacion de marcadores AFLP,

Electroforesis
Desnaturalizacion Enfriamiento
Dilucion en
formamida

Autoradiografia
(3-4 dias a T ambiente,
es oscuridad)

Secado al vacio a
80°C (2 hs)

Siembra
(3,7 ul)

Revelado

Gel de poliacrilamida al 6%

Electroforesis en gel de poliacrilamida (6 %)
Buffer TBE 1x
60 Volt (2 horas)



Capacidad toxigénica

Produccion de fumonisinas (Frisvad y col., 2007)

10 cepas Aspergillus
agregado A. niger

Incubar 7
dias 25°C

CY20S

Sonicar
(50 min)

Metanol: agua
(70:30)

Filtracion

Evaporacion

Deteccion y Cuantificacion

Columna de fase reversa C18

Pre-columna Supelguard LC-ABZ

Loop: 50 pL.

Fase movil: Metanol:Fosfato de sodio 0,1M
Flujo FM: 1,5 ml min.

A exitacion: 335 nm y A emision: 440 nm

Conservar a
4°C




Resultados y Discusion
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22,7 %
33,2 %
6,5 %
3%
75,7 %
2,1%
1,8 %

2
5
—
S
=

.

| T
"l]l_
NN

Regiones

uoid33jui ap alejuaiiod

Micoflora en uvas

Micoflora de la Vendimia 2009/2010



Micoflora en uvas

26,5%
& 19,4 %
E 0,4 %
€
‘v B Cladosporium 48 %
-
5 W Fusarium 2,8%
-
c
S 0,6 %
e ‘ " Levaduras l 67,2 %
= Penfeiff 9,8 %
Scytalidium 3,5%
1 Ulocladium 6,1 %

Regiones

Micoflora de la Vendimia 2010/2011



)\ Resultados'y Discusion

‘ Potenciales agentes
biocontroladores

= -
v b~ = '\\ ~

Kluyveromyces thermotolerans Cryptocuccus laurentii — Aureobasidium pullulans
(Ponsoney col., 2011). (Bleve y col., 2006).
v’ Argentina.
‘ v/ Brasil.
v Francia.
v’ Espafia.

v’ Alternariol y alternatiol monometil éter (vinos tintos) (Scott y col., 2006).

v/ Ocratoxina A en uvas y vinos.




Aspergillus seccion Nigri 73,8 % 80,4 %

100 %

55,1%
66,7 % 91,8 % 92,3% 10085,7200 %

o
=

¥yl
=]

~
o

1 Otros Aspergillus

. B Aspergillus seccion Nigri

[
=

(=Y
o

Porcentaje de infeccion
98]
=

v
1
]
]

LR [ S MUMN|MZ|MS|RN| LR | S) MUMN MZ|MS|RN

e

2009/2010 2010/2011
Vendimias y Regiones

Micoflora de la Vendimia 2010/2011



Aspergillus seccion Nigri —
v’ Estados fenoldgicos.

v’ Condiciones climaticas.

Incidencia variable v’ Localizacién geogréfica de los vifiedos.
v’ Factores bidticos.
v’ Factores externos.

La Rioja e Clima semi-arido.
* Precipitaciones.
* Levaduras.

San Juan e Clima semi-arido.

Mendoza * Clima cdlido.

* Levaduras.

* Tormentas y granizo.
* Vientos.

* Practicas de manejo.
e Dafio por insectos.

Neuquén-Rio Negro * Clima maritimo.




Vendimia Vendimia

Identificacion morfologica 2009/2010 2010/2011

Aspergillus
uniseriados

82,5 % o =

1 A. carbonarius

B Agregado A. niger

Porcentaje de infeccion

A. uniseriados

2009/10 2010/11
Vendimias y Regiones

Especies de Aspergillus seccion Nigri



Resultados y Discusion

Aspergillus
agregado A. niger

Aspergillus
carbonarius

Aspergillus

uniseriados

v’ Répida velocidad de crecimiento.
v’ Tolerancia a amplio rango de temperaturas.

v Temperaturas mas elevadas.
v’ Correlacién negativa con las precipitaciones.

v/ Bajos porcentajes de aislamiento.
v’ Son mas frecuentes en la regién mediterranea,
como Francia, Italia e Israel.

v’ Presentes en estadios tempranos de maduracion.

)

&

)

Cabernet Sauvig.non




Capacidad toxigénica

1 A. carbonarius

CYr L rNiEdl Porcentaje de cepas
ocratoxigénicas de
Aspergillus carbonarius
y del agregado A. niger,

2009/2010 2010/2011
/ / durante ambas
Vendimias . .
L vendimias.

B Agregado A. niger

mA. carbonarius

Porcentaje de cepas toxicas

T T 2009/2010 ’[ 'L T 2010/2011 Cepas productoras de ocratoxina A
Vehdim en las diferentes zonas analizadas.




)\ Resultados'y Discusion

Capacidad toxigenica

Vendimia 2009/2010 Vendimia 2010/2011
(ngg?) (ngg?)
Regiones Rango Media Rango Media

LR

SJ

MN

MU

\" V4

MS

RN

Niveles de produccidon de ocratoxina A producidos por cepas pertenecientes al agregado
A. nigery A. carbonarius aisladas de uvas.



Resultados y Discusion

Y

Aspergillus
agregado A. niger

Aspergillus
carbonarius

Aspergillus

uniseriados

v Mayor numero de especies productoras de OTA.

v’ Principal productor de OTA en uvas.
v’ Poder de invasién de bayas.

Patron de produccion
similar en:

* Argentina.

*  Brasil.

* Australia.

* Mediterraneo.

v’ Sin relevancia.




Identificacion molecular Bandas especificas de género

Bandas monomorficas
58 cepas

Bandas polimorficas

EcoRIl + AC / Msel + CC

EcoRl + AC / Msel + CA

Escaso numero de bandas
EcoRIl + G / Msel + CT

FaoR| + AT /| Misel + Q&
EcoRl + TG / Msel + CG

Gel de poliacrilamida obtenido de la combinacién TG/CG.




Identificacion molecular Comparacion entre

haplotipos
107 Bandas Matriz Binaria Dendrograma

Separacion en clados

agregado Aspergiles niger

48 % similitud.
v'  Agregado A. niger

OTA (+): 1%
"Aspergilus fubingersis”

59 % similitud. (53-71 %)
v' A. tubingensis

OTA (+): 17,64 %

90 % similitud .

v’ A. carbonarius
OTA (+): 100 %

"Aspergillus carbonais”

Dendrograma obtenido por AFLP. Los nimeros sobre las ramas
indican el porcentaje de réplica en los cuales los taxones
asociados se agrupan juntos (bootstrap= 1000 réplicas).




-\ Resultadosy Discusion /ﬁ\

Produccion de fumonisinas /—\

\/(!(o_%jietectaron cepas de Aspergillus agregado A. niger, productoras de fumonisinas.

N

Frisvad y col. (2007b), Logrieco y col. (2009) y Mogensen y col. (2010),
Chiotta y col. (2011).

e A.uvarum

* A. tubingensis

* A. carbonarius

e A. acidus

‘ Isémero posicional de FB, e iso-FB, >




Objetivo general

v Evaluar la influencia de factores abidticos sobre el crecimiento de especies de Aspergillus seccién Nigri vy la
produccién de ocratoxina A.

Objetivo especifico

v' Determinar los efectos de las interacciones de la actividad acuosa y la temperatura sobre el crecimiento y la
produccién de OTA en medio de cultivo por especies de Aspergillus seccidon Nigri aisladas de uvas, analizadas
individualmente, o en interaccion.



Ensayo de ecofisiologia

Agazreillis

WILTIGENSIS)

Incubar 7

Aspergillus
tubingensis

Aspergillus
carbonarius

Co-inoculacion

dias 25°C
1000 pl
, el Suspension 10°
Asozreills »
esporas ml

celrdarielrits
Mezclar 500 pl

de cada

suspension

& 5 ul 5ul 5l

Glicerol
(a,, 0.92; 0,95;

Medio SGM 0,965; 0,98) 4
T 0,92 0,95 0,965 0,98
20°C X3 X3 X3 X3
: o 28°C X3 X3 X3 X3

Capacidad toxigénica Bragulat y col. (2001)

35°C X3 X3 X3 X3

2 \\[e)V/\

v’ Test de Tukey (HSD)

v’ Test de Fisher (LSD)

v’ Test de Kruskal-Wallis (no paramétrico)

Analisis estadistico



Ecofisiologia Efecto de la temperaturay a,, sobre el crecimiento de Aspergillus seccion Nigri

A. tubingensis A. carbonarius

a
&
=
£
£
=
o
S
£
3
£
=]
@
=
o
@
o
o
1}
=
=
2
]
=

Velocidad de crecimiento (mm dia!)

Actividad de agua Actividad de agua

Efectos de la temperatura y a,, sobre la velocidad de crecimiento sobre un medio de jugo de uvas sintético (SGM).

7,4—-11,5 mm dia’l > Tasa de crecimiento 4,8 -6,1 mm dia!

3-3,9mmdia’ < Tasa de crecimiento 2,2 —2,6 mm dia?



-\ Resultadosy Discusion

Condiciones de crecimiento optimas

‘®

’/@@os europeos y australianos: A. niger: 35°C—0,98 a,,
Mitchell y col. (2003, 2004); Belli y col.

(i004), attilani y col. (2006); Leong y
col. (2006). A. carbonarius: 30°C— 0,965 a,,

En Argentina,
Romero y col. (2006)

£

A. carbonarius:
17,5 mm dia’l
(30°C—-0,95 ay)

A. niger: 11,3 mm dia’!

A. carbonarius: 7 mm dia®

- /




)\ Resultados'y Discusion

e la temperaturay a,, sobre la fase de latencia de Aspergillus seccion Nigri

20°C 28°C 35°C

Fase Lag + SD Fase Lag £ SD Fase Lag + SD

0.920

<
9

0.950

0.965

\. tubingensi:

/l
e

. carbonarius

n
A

Fase de latencia (hs) de A. tubingensis y A. carbon
condiciones medioambientales.

A. car bo:zar ius : Crecimiento de Aspergillus
e A 35°C < 24 hs (Mitchell y col., 2004) tubingensis y Aspergillus carbonarius
* A 35°C: 6 hs (Romeroy col., 2007). a28°Cy 0,98 a, a los 7, 14 y 21 dfas,

en medio SGM.



)\ Resultados'y Discusion

Efecto de la temperatura, a,, e interz

Nigri, sobre la produccion

Cepa g 20°C 28°C 35°C

7d 14d 21d 7d 14d 21d 7d 14d 21d

Niveles de OTA (ng g'!) producido bajo la influencia de diferentes condiciones de temperatura y actividad de agua.

Umbral de acumulacion (14 dias




)\ Resultados y Discusion m

)

.
> Produccién de OTA (a menor Mitchell y col. (2004), Belli y col.
temperaturay a,y, (2004), ést@/col. (2004)

'/Fis_e?\d\e latencia mas prolongadas

4

Concuerda:
Belli y col. (2004).

lemperatursa
=Mmperatira # «  Battilaniy col. (2004).

> Produccion de OTA a 20°C Difiere:
. Mitchell y col. (2003)

Concuerda:
3 # «  Belliy col. (2004, 2005).
* Leongy col. (2006).
> Produccion de OTA a baja ay e Hocking y col. (2007).

e Battilaniy col. (2003).
* Estebany .col. (2006)

)

Envero Cosecha
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Interaccion (Valero y col., 2007) /%_/
wp

A(eafbanar/us-OTA positivo/ Aspergillus agregado Ry W NS G

A. niger-OTA positivo

"

Significativa diminucién de
la produccién de OTA

A. carbonarius-OTA positivo/ Aspergillus agregado
A. niger-OTA negativo

11

* Limitacién del crecimiento de la cepa
productora.

* Utilizacion de los nutrientes
especificos de la sintesis de OTA.

* Degradacion por el competidos L
fungico.




Conclusiones

%




Los principales géneros fungicos que predominan como constituyentes de la micoflora sobre
las bayas de uvas cosechadas en las diferentes regiones vitivinicolas de Argentina, son
Alternaria y Aspergillus, los cuales poseen ademas un potencial riesgo toxicologico asociado.

La biodiversidad de especies de Aspergillus seccion Nigri estuvo representada por especies
pertenecientes al agregado A. niger como predominantes, seguidas por A. carbonarius y
Aspergillus uniseriados. Mediante el uso de marcadores moleculares generados por AFLP; se
identificaron tres grupos dentro de la seccidon Nigri: A. carbonarius, agregado A. niger y A.
tubingensis.

La micoflora toxigénica estuvo representada por A. carbonarius y especies del agregado A.
niger, siendo A. carbonarius el principal productor de ocratoxina. Las especies del agregado A.
niger produjeron ocratoxina, pero no fumonisinas.

Las condiciones de crecimiento dptimo para A. tubingensis y A. carbonarius fueron similares,
sin embargo A. tubingensis mostrdo un crecimiento mas rapido que A. carbonarius. La
produccion de OTA fue 6ptima a 20°C y a los 14 dias. A. carbonarius tanto solo como en
condiciones de interaccion, produce los mayores niveles de toxina.
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