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Un esquema de los pasos que ocurren en la sintesis de OTA asi como de la
localizacion de los posibles puntos de actuacion de las enzimas se muestra en la
figura 1.4. Los distintos estudios sobre la ruta de sintesis de OTA indican que la
formacion del anillo isocumarinico y la metilacion de la melleina se deben llevar a
cabo por una enzima poliquétido sintasa (PKS) (Geisen & Schmidt-Heydt, 2009).
Asimismo, se postula la implicacion de una enzima del tipo de las citocromo p450
monooxigenasas (P450) que oxidaria la melleina y de una cloroperoxidasa (CPO)
que incorporaria el atomo de cloro a la OT-B (Huffman et al., 2010). La enzima que
Huff & Hamilton (1979) denominaron OTA sintetasa y que seria la responsable de
unir la OT-a con la fenilalanina debe corresponderse probablemente con una

sintetasa de péptidos no ribosomales (NRPS) (Geisen & Schmidt-Heydt, 2009).

Los genes que estan implicados en la biosintesis de metabolitos secundarios
fungicos, como las micotoxinas, suelen estar formando agrupaciones o clusters
(Keller & Hohn, 1997). De esta manera se ha comprobado que los genes asociados
con la sintesis de fumonisinas, aflatoxinas y tricotecenos, entre otros, se encuentran
agrupados en la misma regiéon del genoma (Yu et al., 2004; Desjardins & Proctor,
2007). En el caso de los genes implicados en la produccion de OTA en P. nordicum,
se ha observado que existen dos agrupaciones génicas diferentes. En un primer
momento, se encontré una region de 10 kb donde se encontraban tres genes que
codificaban para una enzima PKS, una NRPS y una alcalin serin proteasa; los niveles
de expresion de los dos primeros se relacionaban con la sintesis de toxina
{Karolewiez & Geisen, 2005). Posteriormente, los mismos autores describieron otra
agrupacion de 4,3 kb en la que se encontraba un gen que codificaba para una
enzima del tipo CPO y otro que codificaba para un transportador que seria el
encargado de expulsar la OTA al exterior celular (Geisen et al., 2000). Por otro lado,
estos autores han estudiado los genes implicados en la sintesis de OTA en P.
verrucosum, una especie muy relacionada filogenéticamente con P. nordicum,
donde no han encontrado la presencia de estas mismas agrupaciones génicas
aunque si han descrito otros genes con similares funciones (Bogs et al., 2006;
Schmidt-Heydt et al., 2008b).

El estudio de los genes implicados en la sintesis de OTA en el género Aspergillus
esta mucho menos avanzado que en Penicillium. O'Callaghan et al. (2003)
publicaron la secuencia completa de un gen que codificaba para una PKS en A.
ochraceus claramente implicado en la ruta de sintesis de la toxina ya que los

mutantes con el gen interrumpido son incapaces de producir OTA.
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Figura 1.4.

Esquema de la ruta de sintesis de OTA propuesta por Huff & Hamilton (1979). Se

indican los compuestos que se van obteniendo en cada uno de los pasos asi como las posibles
enzimas que podrian intervenir. PKS: poliquétido sintasa. P450: citocromo p450 monooxigenasa.
CPO: cloroperoxidasa. NRPS: sintetasa de péptidos no ribosomales.



Posteriormente, los mismos autores describieron otro gen, p450-B03, que codificaba
para una enzima P450 cuyos niveles de expresion se correlacionaban con los niveles
de toxina (O’Callaghan et al., 2006). En estudios llevados a cabo en nuestro grupo
en colaboracion con la Universidad de Cork, se ha visto que los genes pks y p450-
B03, se encuentran en una misma region del genoma separados por otro gen, nrps,
que codifica para una NRPS (Gdnzalez-Salgado, 2009). Estos datos apoyan la teoria
de que en el género Aspergillus los genes implicados en la sintesis de OTA también

se encuentran agrupados como ocurre en el caso de otras micotoxinas.

Otros estudios que se han llevado a cabo en los ultimos afios han descrito
distintos genes con gran homologia con los que codifican para enzimas del tipo PKS
y que parecen correlacionarse con la sintesis de OTA en A. carbonarius (Gallo et al.,
2009) y A. westerdijkiae (Bacha et al., 2009).

2.6.- LEGISIACION

Actualmente, numerosos paises cuentan con una regulacién sobre los niveles
maximos de micotoxinas en distintos productos alimenticios (Van Egmond et al.,
2007). El Comité Cientifico de la Alimentaciéon Humana (SCF) en su dictamen sobre
la OTA aconsejo a la Union Europea que seria prudente que se redujera todo lo
posible la exposicion a la misma (SCF, 1998). Siguiendo esta directriz, la Unién
Europea dicté la primera regulacion sobre el contenido maximo de OTA en alimentos
en el afo 2002 donde Unicamente se mencionaban los niveles maximos permitidos
de toxina en cereales y uvas pasas {Comision Europea, 2002b). Posteriormente, al
aparecer nuevas matrices alimentarias susceptibles de estar contaminadas con OTA
y debido al aumento de los estudios que establecian los problemas para la salud
humana y animal que podia producir la toxina, la Unién Europea aumenté el ambito
de aplicacion de la regulaciéon a alimentos destinados a lactantes y nifios de corta
edad (Comision Europea, 2004) asi como a café, vino y zumos de uva (Comision
Europea, 2005a). En 2006, se dictdé una normativa conjunta donde se reducian los
limites maximos de OTA que se podian encontrar en la mayor parte de estos
sustratos (Comision Europea, 2006b) vy, recientemente, se ha ampliado la
regulacion con la incorporacién de nuevas matrices como las especias y el regaliz
{Comision Europea, 2010a). En la tabla 1.2 se recogen los productos y los niveles
maximos de OTA permitidos que se dictan en los dos ultimos reglamentos

mencionados.

Ademas de esta legislacion comun, algunos paises de la Union Europea regulan

los niveles maximos de OTA en otros productos que frecuentemente se consumen



por sus ciudadanos y, en otras regiones se regula la presencia de toxina en los

piensos para alimentacion animal (Duarte et al., 2010a).

Méaximo OTA
Product
ucto (ng/kg)
Cereales no elaborados 5

Productos derivados de cereales no elaborados, incluidos los

productos transformados a base de cereales y los cereales 3
(oL destinados al consumo humano directo a excepcion de los

productos alimenticios destinados a lactantes y nifios

Alimentos elaborados a base de cereales y alimentos 05
infantiles para lactantes y nifios de corta edad !
Café tostado en grano y café tostado molido, con excepcidn 5
del café soluble

Café soluble (café instantaneo) 10
Uvas pasas (pasas de Corinto, sultanas y otras variedades) 10

Vino (incluidos los vinos espumosos y excluidos los vinos de
licor y los vinos con un grado alcohdlico minimo de 15% vol.) 2

y vinos de frutas
Uvasy

P Ia)'2- [ Vino aromatizado, bebidas aromatizadas a base de vino y 2
cocteles aromatizados de productos vitivinicolas

Zumo de uva, zumo de uva concentrado reconstituido, néctar
de uva, mosto de uva y mosto de uva concentrado 2
reconstituido, destinado al consumo humano directo

Capsicum spp. (frutos de dicho género secos, enteros o
pulverizados, con inclusion de los chiles, el chile en polvo, la
cayena y el pimentdn)
30

Piper spp. (frutos, incluyendo la pimienta blanca y negra) (desde el
1/7/2010 hasta el
) jsti 30/6/2012
Especias Myristica fragrans (nuez moscada) /6/ )
Zingiber officinale (jengibre) 15
(a partir del
Curcuma longa (curcuma) Y7/2012)
Mezclas de especias que contengan una o mas de las
especias antes mencionadas
Raiz de regaliz, ingrediente para infusiones 20
Regaliz Extracto de regaliz, para uso alimentario, especialmente en 80
bebidas y confiteria
Otros Alimentos dietéticos destinados a usos médicos especiales 0,5

dirigidos especificamente a los lactantes

Tabla 1.2. Contenido maximo de OTA en los productos que se recoge actualmente en la
legislacién marcada por la Unién Europea (Comision Europea 2006b; Comision Europea, 2010a).



3. Aspergillus SECCION CIRCUMDATI

3.1.- TAXONOMIA DE LA SECCION CIRCUMDATI

Raper & Fennel (1965) realizaron una taxonomia muy completa del género
Aspergillus basada en caracteres morfoldgicos y culturales de los hongos y fueron
los primeros que agruparon las especies similares con pequefios conidios ocre o
amarillos en lo que denominaron el grupo de A. ochraceus. Sin embargo, no fue
hasta 1985 que se empezd a utilizar el término seccién Circumdati para denominar
a este grupo de hongos (Gams et al., 1985). En un primer momento sélo
comprendia nueve especies pero posteriormente se fueron describiendo otras
nuevas utilizando métodos tradicionales que también se incluyeron en este grupo
(Christensen & Raper, 1978; Tuthill & Christensen

Corte, 2002).

1986; Zotti & Montemartini-

1

En los ultimos anos, las técnicas moleculares han ido implantandose entre los
taxénomos porque facilitan el estudio de los organismos y permiten conocer la
evolucién que se ha producido entre ellos, lo que favorece a la aparicion de nuevas
especies. La mayor revisidon de la seccion Circumdati que se ha realizado hasta el
momento fue la publicada por Frisvad et a/. (2004). En ella, se realizé un estudio
filogenético basado en secuencias del gen que codifica para la B-tubulina de una
gran variedad de aislamientos y describieron siete nuevas especies, lo que elevd a

20 el numero de especies incluidas en la seccion Circumdati.

Recientemente se ha publicado un exhaustivo analisis filogenético de todo el
género Aspergillus basado en el analisis de secuencias de cuatro secuencias
diferentes que se correspondian con la regién ITS1-5,85-ITS2 y con los genes que
codifican para la B-tubulina, la calmodulina y la RNA polimerasa II (Peterson, 2008).
En la figura 1.5 se muestra el dendrograma obtenido en ese trabajo utilizando
distintos aislamientos correspondientes a especies incluidas en la seccion

Circumdati.

3.2.- PRODUCCION DE MICOTOXINAS POR ESPECIES DE LA SECCION CIRCUMDATI

La produccion de micotoxinas, en especial de OTA, por las especies de esta
seccién ha sido desde hace tiempo un tema muy controvertido, ya que los autores
no se ponen de acuerdo en si las especies son capaces de producir la toxina y cual
es la contribucidon de cada una de ellas a la contaminacion en productos alimentarios
(Batista et al., 2003, Samsom et al., 2006; Palumbo et al., 2007). Determinados



