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RESUMEN

Las aflatoxinas son producidas por los hongos del género Aspergillus grupo Flavii,
se desarrollan sobre una gran variedad de cereales en cultivo y en almacenaje,
especialmente en maiz. Se ha demostrado que estas micotoxinas tienen efecto
mutagénico, teratogénico, oncogénico e inmunosupresivo en animales y en
humanos. El género Aspergillus incluye mas de 185 especies, las caracteristicas de
la morfologia basica microscopica es parecida en todas las especies. Se han
reportado 30 genes involucrados en la biosintesis de las aflatoxinas, los genes afiD,
afld, aflo, aflP, aflR, aflM y aflQ, codifican las enzimas necesarias para la sintesis
de las aflatoxinas o regulan su sintesis. Basados en la presencia de estos genes
se espera poder diferenciar entre los hongos del grupo Flavii, el género Aspergillus
y otros hongos filamentosos. En las cepas de Aspergillus se logran observar dos
tipos de micelio uno alargado y otro pellet, el micelio alargado crece en la pared del
matraz y cuando no soporta su peso cae en el medio; Penicillium fue el hongo de
crecimiento mas lento y formé pellets compactos. En las cepas no aflatoxénicas del
grupo Flavii, como es el caso de Aspergillus oryzae y Aspergillus sojae, se asume
gue han perdido la capacidad de generar estas toxinas al ejercer sobre ellas una
evolucion dirigida para mejorar la velocidad de produccién y/o sabor en la industria
alimenticia. El método de PCR puede distinguir entre cepas aflatoxénicas y no
aflatoxénicas con relacion a los genes que hay en el genoma, siendo A. flavus
CGCT 2687 y A. sojae las cepas positivas para todos los genes aflatoxénicos
utilizados, A. oryzae presento algunos genes y A. flavus NRRL 6541 no amplificd
para ningun gen aflatoxénico; Penicillium generd algunos amplicones que parecen
ser de genes aflatoxénicos. Este método no puede distinguir si el hongo pertenece
al grupo Flavii.



1. ANTECEDENTES

1.1 Aflatoxinas

Las aflatoxinas son metabolitos secundarios producidos por los hongos del género
Aspergillus grupo Flavii, principalmente Aspergillus flavus, A. parasiticus y A.
nomius durante su crecimiento, en una gran variedad de materiales vegetales. Se
ha demostrado que estas micotoxinas tienen efecto mutagénico, teratogénico,

oncogénico e inmunosupresivo en animales y en humanos (Abbas y col., 2004).

La aflatoxina principal es la B1 (AFB1), habiendo cuatro en total producidas por los
hongos del grupo Flavii, aflatoxina B1, B2, G1 y G2 (Figura 1), siendo B por la
fluorescencia azul que emite bajo luz UV y G por la fluorescencia verde bajo luz UV
(Santini y Ritieni, 2013).

1.1.1. Importancia de las aflatoxinas

Las aflatoxinas en general son consideradas moléculas cancerigenas del grupo 1A
por la Agencia Internacional para la Investigacion del Cancer (IARC); la aflatoxina
B1 es considerada por médicos y toxicélogos la molécula mas hepatocarcinégena
de origen natural (Pasonne y col., 2010; Santini y Ritieni, 2013). Ademas de los
efectos producidos por las aflatoxinas a largo plazo, el consumir productos
contaminados con A. fumigatus y A. flavus puede causar aspergillosis tanto en

animales como en humanos (Godey y Munuat, 2010).

Las aflatoxinas generalmente aparecen antes de la cosecha a diferencia de otras
micotoxinas, de igual manera los cereales se pueden contaminar después de la
cosecha, durante el secado, si este no se hace inmediatamente, o si el lugar donde
se almacena contiene la cantidad adecuada de humedad para el crecimiento del
hongo; la presencia de insectos o roedores puede facilitar la contaminacion de la
cosecha (Santini y Ritieni, 2013).



Aflatoxina B1 Aflatoxina B2

Aflatoxina G1 Aflatoxina Gz

Aflatoxina M1 - Aflatoxina M2

Figura 1. Estructura de las aflatoxinas (Santini y Ritieni, 2013).

1.1.2 Actividad biolégica

Los hongos filamentosos del género Aspergillus pueden ser peligrosos de dos
maneras; directamente pueden ser patdgenos oportunistas causando aspergillosis
e indirectamente por la produccién de aflatoxinas en los alimentos, llevando a una
aflatoxicosis. El blanco principal de estas moléculas es el higado, siendo mas toxica

la molécula modificada (Abdin y col., 2010).

La aflatoxina B1 es un compuesto genotoxico y es considerado uno de los
mutagenos mas potentes de la naturaleza. El principal efecto de la exposicion
continua a las aflatoxinas es cancer hepatico. La toxicidad de la AFB1 ha sido
demostrada en muchas especies de animales incluyendo peces, aves, roedores,

animales carnivoros y primates.



La biotransformacion es el proceso por el cual el cuerpo transforma sustancias
ajenas (xenobidticos) en un nuevo compuesto, este compuesto inicial es modificado
para ser eliminado por los sistemas bioldgicos. Después de la ingesta oral, la AFB1
es absorbida eficientemente y para evitar afectar el equilibrio funcional del
organismo es biotransformada antes de la excrecion en orina 'y en heces fecales. Si
no se llevara a cabo la biotransformacion de sustancias xenobidticas, se podrian
perder funciones de las biomoléculas pudiendo alterar el correcto funcionamiento

de un drgano, tejido o sistema. (Figura 2).

Las madres que amamantan, pueden pasar los metabolitos en su leche materna
cuando consumen alimentos contaminados con aflatoxinas. Se ha demostrado en
estudios en animales, que en condiciones normales, el 50 % de la dosis consumida
de AFB1 es absorbida rapidamente en el duodeno y alcanza el higado por el
sistema venoso porta. La AFB1 se concentra en el higado, y en menor cantidad en
los riflones. También puede ser encontrado en sangre venosa como AFB1 libre o
como metabolitos solubles en agua. Enzimas de la familia del citocromo p450
(CYP), CYP1A2, CYP3A4 y CYP2AG6 son responsables de la biotransformacion de
las aflatoxinas absorbidas. Estas enzimas convierten a las AFB1 en la forma activa,
AFB-8-9-epoxido, la cual se une covalentemente al DNA y a la albumina sérica,
produciendo AFB1-N7-guanina y aductos de lisina. La union entre AFBly el DNA
modifica la estructura y la actividad biologica del DNA, llevando a los mecanismos
de accion mutagénica y oncogénica de la toxina. Estudios con higados de rata,
mostraron que los aductos AFB1-N7-guanina pueden eliminar bases en el DNA,
dejando sitios apurinicos en la molécula de DNA. Estos sitios son reparados con
adenina, provocando una transversion de guanina a timina, generando asi una
mutacion significativa. La AFB1 ejerce su efecto después de la biotransformacion
por las enzimas de la familia del citocromo p450. Este epo6xido puede formar
aductos con macromoléculas celulares como proteinas, RNA y DNA. La reaccién
con el DNA ocurre con la guanina en el codon 249 del gen supresor de tumores
p53. Las mutaciones en p53 tienen una relacion importante en la patogénesis del

carcinoma hepatocelular (HCC) (Vincenziy col., 2011)
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Figura 2. Biotransformacion de la AFB1 (Vicenziy col., 2011).

1.1.3 Organismos y condiciones de produccion

En la naturaleza se encuentran varios tipos de hongos que producen y secretan
micotoxinas, al dia de hoy se conocen entre 300 y 400 tipos de micotoxinas, pero
no todas estan presentes en altas concentraciones o no tienen un impacto
significativo para la salud y/o econdémicamente y por ello no necesitan ser

determinadas en diferentes matrices (Cigi¢ y Prosen, 2009).



Los hongos productores de aflatoxinas son principalmente Aspergillus flavus, A.
parasiticus y A. nomius y en menor frecuencia hongos del género Fusarium y
Penicillium (Abbas y col., 2004, Cigi¢ y Prosen, 2009).

Estos hongos crecen en PDA a temperaturas entre 20 °C y 40 °C, pero esto no
significa que produzcan aflatoxinas; se necesita cultivar los hongos en condiciones
de estrés para producir aflatoxinas, para generar estas condiciones se utiliza medio
YES y se ajusta la actividad de agua a 0.95 a una temperatura de 37 °C y se
analizan las muestras durante 7 dias para observar la produccion de las aflatoxinas
(Abdel-Hali y col., 2012).

1.1.4 Dificultad para eliminar las aflatoxinas en los alimentos

Se estima que el 25% de los cultivos a nivel mundial se encuentran contaminados
con algun tipo de micotoxina (Mosiello y Lamberti, 2011). Debido a su actividad
biolégica se han desarrollado métodos de detecciéon de aflatoxinas y se han
buscado tratamientos efectivos para reducir la concentracion de aflatoxinas en los
alimentos, pero la estabilidad de estas moléculas las hace resistentes a altas
temperaturas y un amplio rango de pH, lo que hace muy dificil de eliminar en los

alimentos (Cuadro 1) (Cigi¢ y Prosen, 2009).

Cuadro 1. Caracteristicas fisicas de las aflatoxinas (Wogan, 1966)

Aflatoxina Férmula molecular | Peso molecular Punto de fusion
(°C)

Bl C17H120s6 312 268-269*

B2 C17H140s 314 286-289*

G1 C17H1207 328 244-246*

G2 C17H1407 330 237-240*




Se ha reportado que la AFB1 reacciona con los grupos hidroxilo en presencia de
acidos fuertes como los tratamientos con acido férmico-cloruro de tionilo, acido
acético-cloruro de tionilo o acido trifluoroacético. La ozonolisis produce la
fragmentacion de la AFB1 dejando como productos acido levulinico, &cido
succinico, acido maldnico y &cido glutarico. La presencia de los aros de lactona
hace que el compuesto sea fragil a la hidrdlisis alcalina y posteriormente su

reciclizacion después de una acidificacion (Wogan, 1966).
1.1.5 Regulacion legal de las aflatoxinas

Ya que estas moléculas afectan tanto a humanos como animales, se han
establecido limites permisibles para consumo humano y de ganado; mas de 100
paises tienen regulaciones sobre la cantidad permitida de aflatoxinas totales en sus
alimentos tanto para humanos como para animales (Wu, 2012): En México la NOM-
247-SSA1-2008 establecio el limite maximo permitido de aflatoxinas en 20 pg/kg
para humanos y animales, inhabilitando la norma NOM-188-SSA1-2002, la cual

permitia hasta 300 pg/kg de aflatoxinas en alimentos para ganado (Cuadro 2).

Cuadro 2. Limites permitidos en alimentos de aflatoxinas por la NOM-247-SSA1-

2008
Determinacion Limite maximo pg/kg
Aflatoxinas 20
Aflatoxinas para harina de maiz 12
nixtamalizado

1.2 Taxonomia de los hongos del grupo Flavii
1.2.1 Hongos que forman parte y caracteristicas del grupo

Clasificacion taxondmica; Reino: Fungi; Filo: Ascomycota; Orden: Eurotiales;

Familia: Trichocomaceae; Género: Aspergillus




Los hongos del género Aspergillus se encuentran en la naturaleza, se aislan
comunmente del suelo, de desechos de plantas y de conductos de aire. Aunque
algunas especies de Aspergillus han sido descritas en un estado teleomérfico, otros
han sido aceptados como mitoesporicos (Krijgsheld y col., 2012), sin ninguna
produccion conocida de esporas sexuales (Figura 3). El género Aspergillus incluye
mas de 185 especies. Alrededor de 20 especies han sido reportadas como agentes
causantes de infecciones oportunistas en el hombre. Entre éstas, Aspergillus
fumigatus es la especie comunmente mas aislada, seguido por Aspergillus flavus y
Aspergillus niger; Aspergillus clavatus, el grupo de Aspergillus glaucus, Aspergillus
nidulans, Aspergillus oryzae, Aspergillus terreus, Aspergillus ustus y Aspergillus

versicolor estan entre las especies menos aisladas como patégenos oportunistas.

Las caracteristicas macroscopicas mas importantes en la identificacion de especies
es la tasa de crecimiento, el color de la colonia (Cuadro 3) y la termotolerancia.
Exceptuando a A. nidulans y A. glaucus, la tasa de crecimiento es de rapida a
moderadamente rapida. Mientras que A. nidulans y A. glaucus son lentos y
alcanzan un tamafio de colonia de entre 0.5 y 1 cm en incubacién a 25 °C por 7
dias en agar Czapek-Dox, el resto de las especies alcanzan un diametro de entre 1

y 9 cm.

Estas variaciones en el tamafio de las colonias ayudan a su identificacién. Las
colonias de Aspergillus tienen una textura vellosa. El color de la superficie puede
variar entre especies, mientras que el reverso no tiene color o es amarillo palido.
Sin embargo el color del reverso puede ser morado u oliva en algunas cepas de A.
nidulans y de naranja a morado en A. versicolor. A. fumigatus es un hongo
termorresistente que crece bien a temperaturas arriba de 40 °C. Esta propiedad es

Unica entre las especies de Aspergillus.

La morfologia basica microscopica es la misma para todas las especies. Sin
embargo, otras estructuras microscopicas son unicas para ciertas especies y
constituyen caracteristicas clave para la identificacién junto con el color de la

colonia. Comunmente para todas las especies: las hifas son septadas. Los
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conidiéforos se originan de la célula basal localizada en el soporte de la hifa y
termina en la vesicula del apice. La vesicula es la formacion tipica para Aspergillus.
La morfologia y el color de los conidiéforos varian entre especies; cubriendo la
superficie de la vesicula estan los fialides que son uniseriados y estan adheridos a
la vesicula directamente o biseriados y adheridos a la vesicula por medio de una
célula de soporte. Sobre los fialides esta la conidia formando cadenas radiales.

Otras caracteristicas incluyen la esclerotia, cleistotecia, aleuriconidia y las células
de Hulle. Estas estructuras son clave para la identificacion de algunas especies de
Aspergillus. El cleistotecio es una estructura redonda y cerrada que encierra al ascii
que guarda las ascoesporas. Estas son esparcidas en los alrededores cuando el

cleistotecio estalla. El cleistotecio es producido durante las etapas de reproduccion

sexual de ciertas especies de Aspergillus.

Figura 3. Desarrollo de A. niger (Modificado de Krijgsheld y col., 2012).



1.2.2 Aspergillus flavus

Morfologia macroscopica: Colonias en PDA (papa dextrosa agar) a 25 °C son de
color oliva a verde lima. Tienen crecimiento rapido. La textura es de suave a
granular. Cuando estan presentes los esclerocios son café oscuro. En algunas

muestras aisladas pueden estar presentes exudados café claros.

Morfologia microscopica: Las hifas son septadas. Las cabezas de las conidias son
radiales y toman forma de columna al envejecer. Los conidioforos son duros, sin
color, de 800 um de largo x 15-20 um de ancho, las vesiculas son globosas a
subglobosas, la métula cubre casi toda la vesicula en las especies biseriadas.
Algunos aislamientos pueden ser uniseriados, produciendo sélo fialides que cubren
la vesicula. La conidia es suave, globosa con un didmetro de 3 a 6 um. (Rex y col.,
2007)

Cuadro 3. Color de las colonias en varias especies de Aspergillus (Rex y col.,

2007).
Especie Superficie Reverso
A. clavatus Azul-verde Blanco, café con el
tiempo
A. flavus Amarillo-verde Amarillento-rojizo
A. fumigatus Azul-verde a gris Blanco
Gpo. A. glaucus Verde con zonas | Amarillo-café
amarillas
A. nidulans Verde-amarillo Rojizo a olivo
A. niger Negro Blanco-amarillo
A. terreus Canela-café Blanco-café
A. versicolor Blanco al principio, | Blanco-amarillo a rojizo
amarillo, verde o rosa
con el tiempo




Las diferencias macroscoépicas entre los hongos del género Aspergillus, no siempre
son tan obvias, los colores caracteristicos de las cepas se ven afectados por el
sustrato o medio en el que estos crecen; por otro lado las diferencias microscopicas

pueden no ser obvias para un ojo inexperto (Figura 4) (Watanabe, 2002).

Figura 4. Diferentes conidias de hongos del género Aspergillus. A) A. flavus.
(Escala de rugosidad 1-3 clasificada 1) B) A. flavus. (Escala de rugosidad 1-3
clasificada 1-2) C) A. oryzae. D) A. tamarii. E) A. parasiticus. F) A. sojae. (Klich 'y
Pitt, 1988).

1.2.3 Aflatoxinas sintetizadas por hongos filamentosos.

Las aflatoxinas al ser un metabolito secundario derivado de policétidos, tienen la
siguiente via de conversion: acetato - policétido - antraquinonas - xantonas >
aflatoxinas (Yu y col., 2004).
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La biosintesis de la AFB1 contiene 23 reacciones enzimaticas que comienzan con
la acetil coenzima A (acetil-CoA).

Cuadro 4. Micotoxinas producidas por Aspergillus spp. (Modificado de Cigi¢ y
Prosen, 2009).

Micotoxinas Especies Efectos a la salud
Aflatoxinas: B1, B2, G1, | Aspergillus ssp. Hepatotoxico,
G2 inmunosupresivo,

0ONCogénicos,
teratogénicos,

mutagénicos

Esterigmatocistina Aspergillus ssp. Precursor de aflatoxinas

Se sabe que hay aproximadamente 30 genes involucrados, los cuales generan 15
precursores intermediarios reconocidos en la via de sintesis de la AFB1; la
secuencia de los genes involucrados en esta via se mantienen altamente
conservados entre las cepas de A. flavus y A. parasiticus (Cuadro 4). En las fases
tardias de la sintesis de la AFB1 dos enzimas importantes que son una metil-
transferasa codificada por el gen aflP, que convierte la esterigmatocistina en O-
metilesterigmatocistina, posteriormente una oxidorreductasa codificada por el gen

aflQ que convierte la O-metilesterigmatocistina en la AFB1 (Figura 5).

1.2.4 Antecedentes de la identificacion molecular

Desde el descubrimiento de las aflatoxinas, se han desarrollado técnicas de control
para la identificacion de hongos aflatoxénicos; el descubrimiento de una cepa
mutante color rojo ladrillo de A. parasiticus, el cual es dado por la acumulacién de
acido norsolorinico (NOR), dio paso a la investigacién de la biosintesis de la las

aflatoxinas, siendo este, uno de los primero metabolitos de la via (Yu, 2012).

Habiendo cerca de 30 genes involucrados en la biosintesis de las aflatoxinas,

ciertos genes no son necesarios, pues su ausencia puede ser sustituida por otros

11



genes, mientras que genes como aflD, aflJ, aflO, aflP, aflrR, aflM y aflQ, afectan
significativamente la cantidad de aflatoxinas sintetizadas o inhiben la biosintesis de
las mismas (Yu y col., 2004); basado en estos genes de la biosintesis de las
aflatoxinas que pueden estar integros, mutados, incompletos o incluso no estar en
el genoma, se puede diferenciar entre el los hongos del grupo Flavii, Aspergillus y

hongos en general.

Acetato
\
Policétido
aflR —» ]
Acido norsolorinico
afiD —» v
Averantina

\

Averufanina
\

averufina
\J

hidroxiversicolorona
afll —» ]

Versiconal hemiacetal acetato
\J

Versiconal

\J

Versicolorina B
v

Versicolorina A

afiM & aflR —» L 4
dimetil esteriomatocistina
afloO —» . v .
Esterigmatocistina
aflP —» \J

O-metilesterigmatocistina
aflQ —» \J
Aflatoxina B1

Figura 5. Diagrama de la via de biosintesis de la afltaoxina B1. (Modificado de
Levin, 2012)
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2. HIPOTESIS

Dado que la secuencia de los genes involucrados en la sintesis de aflatoxinas del
grupo Flavii es conocida, sera posible desarrollar un método de deteccién de
hongos aflatoxénicos basandose en la deteccién de estos genes por la técnica de
PCR.

13



3. OBJETIVOS
3.1 General.

Desarrollar un método capaz de identificar molecularmente hongos aflatoxénicos

del grupo Flavii.

3.2 Especificos

Montar una técnica de extraccion de DNA de hongos que sea eficiente.
Amplificar genes relacionados con la sintesis de aflatoxinas por PCR.

Desarrollar un método que permita identificar la presencia de genes relacionados

con la sintesis de aflatoxinas por hongos del grupo Flavii.

14



4. METODOLOGIA
4.1 Materiales

Microorganismos: Todas las cepas se encuentran preservadas en el cepario del

laboratorio de Fermentaciones de la Facultad de Quimica de la UAQ.

Aspergillus flavus CGCT 2687: Cepa modelo para el estudio de la produccion de
aflatoxinas; pertenece al grupo Flavii, aflatoxénica. Donada por Profesor Guillermo

Huitrén del Posgrado de la Facultad de Quimica de la UNAM.

Aspergillus flavus NRRL 6541: Cepa de coleccion la Unidad de Prevencion de
Micotoxinas y Microbiologia Aplicada del Centro Nacional de Investigacion de Uso
de la Agricultura de USA en Peoria lllinois. Pertenece al grupo Flavii, no
aflatoxénica; donada por Profesor Guillermo Huitron del Posgrado de la Facultad de
Quimica de la UNAM.

Aspergillus oryzae: Cepa de coleccion obtenida del Cepario de la Facultad de
Quimica de la UNAM; pertenece al grupo Flavii, no aflatoxénica, ampliamente

usada en la industria alimenticia.

Aspergillus sojae: Cepa de coleccion obtenida del Cepario de la Facultad de
Quimica de la UNAM; pertenece al grupo Flavii, ampliamente utilizada en la

produccién de alimentos, no aflatoxénica.

Aspergillus niger N402: Cepa modelo de Aspergillus niger, portadora de una
mutacion que produce conidioforos cortos, es la mas utilizada para estudios de
fisiologia y genética. No pertenece al grupo Flavii, no es aflatoxénica, donada por el

Profesor Guillermo Huitrén del Posgrado de la Facultad de Quimica de la UNAM.

Penicillium spp. Cepa aislada e identificada en la UAEMx, No pertenece al género

Aspergillus y no produce aflatoxinas.
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Medios de Cultivo: PDA Papa, dextrosa Agar (SIGMA-AIdrich); Sabouraud (peptona
de caseina 10 gr y glucosa 40 gr); todos los medios se ajustaron a un pH de 6.5y

se esterilizaron a 15 psi por 15 minutos.

Primers: se utilizaron primers para amplificar los siguientes genes; aflD (3 pares de
primers), aflJ (1 par de primers), aflO (1 par de primers), aflP (3 pares de primers),
aflR (3 pares de primers), aflM (2 pares de primers) y tubulina (1 par de primers)

como control positivo para todas las cepas (Anexo 1).

Reactivos: solucion CTAB (CTAB 2% (W/V); TRIS-CI, PH 8, 100 mM; EDTA, PH 8,
20 mM; NaCl 1.4 M; B-mercaptoetanol 2% (volumen final). Cloroformo, alcohol
isoamilico, etanol absoluto, acetato de sodio 3 M (246.09 gr/L), todos los reactivos

se prepararon con agua tridestilada estéril.

Equipo: transiluminador, termociclador (BioRad), camara de electroforesis (BioRad,
micropipetas (Rainin 1, 20, 200 y 1000 pL).

4.2 Métodos

Las cepas se reactivaron en viales inclinados que contenian 10 ml de PDA,
incubados por 72 horas a 30°C. Posteriormente las cepas se cultivaron Sabouraud
incubando a 30°C y 150 RPM durante 3 dias. La biomasa generada se filtr6 y secé
con papel absorbente para ser congelada a -20 °C; todas las muestras se
procesaron dentro de las 24 horas siguientes de su obtencion.

La extraccion de DNA se realizé siguiendo el protocolo modificado de CTAB tal
como se muestra abajo; el DNA obtenido se cuantificO por espectrofotometria
UV/VIS a 260 nm. La concentracion de DNA de las muestras se calculé usando la
siguiente formula: concentracion de DNA=(ABS260)*(50 ng de DNA/ ph)*(dil); las

muestras se diluyeron a 100 ng/pL para ser usadas como soluciones de trabajo.

El protocolo modificado de extraccién de DNA con CTAB se realizd de la siguiente

manera: el micelio recolectado de los matraces fue filtrado con papel Whatman #1 y

se triturd con nitrogeno liquido. El triturado se peso6 a 0.1 gr de muestra, se agrego
16



a tubos Eppendorf de 2 ml y se homogeniz6 con 1 mL de CTAB usando el Vortex
por 1 min. Se centrifugd por 15 min a maxima velocidad. Se recupero la fase
acuosa y se realizd una extraccion con 1 mL de cloroformo-isoamilico (49:1). Se
centrifugo por 10 min a maxima velocidad, se recupero la fase acuosa y se dejé
precipitando toda la noche con 1/10 del volumen de acetato de sodio 3M y un
volumen de isopropanol. Al dia siguiente se centrifugaron las muestras a 15 min a
maxima velocidad. Se decant6 el contenido y se lavé con 1 mL de etanol al 70%.
Se centrifugd por 5 min a maxima velocidad, se decant6 y se dejé secando. Una
vez seco, se resuspendio el contenido en 50 pL de TE.

PCR: Se realiz6 PCR punto final con un volumen de 25 pL (cuadro 5) con los
diferentes primers para comprobar las diferencias entre las cepas aflatoxénicas, no
aflatoxénicas y las que no pertenecen al grupo Flavii, de acuerdo al siguiente

protocolo modificado (Leema G vy col., 2010):

94 °C por 15 minutos

94 °C por 45 segundos

60 °C por 30 segundos 35 ciclos

72 °C por 1.5 minutos

72 °C por 7 minutos

En el cuadro 5 se especifican las cantidades y concentraciones necesarias para
preparas las reacciones de PCR. Esta tabla puede ser utilizada para preparar un
master mix (H20 destilada estéril, Buffer 10X, MgClz, DNTP’s, se pueden incluir los

primers si sélo se va a probar un gen para muchas muestras diferentes).

17



Cuadro 5.

Preparaciones de reacciones de PCR.

Reactivos Concentracion final Volumen final (uL)
H20 destilada estéril 18.8

Buffer 10X 1X 2.5

MgCl2 1.5mM 0.75

DNTP’s 200 uM 0.5

Primers 0.25uM 0.625 (c/primer)
DNA 100 ng/pL 1

TagPol 1U/pL 2

Volumen final 25

Geles de electroforesis: Los productos de PCR se mezclaron con GelRed como
buffer de carga y se corrieron por 45 minutos a 90 V en geles de agarosa al 0.8%
usando TAE 1X (formado por TRIS 242 g, &cido acético glacial 57.1 mL y 100 mL
de EDTA 0.5 M a PH 8.0 para una concentracion final 50X) como buffer de corrida,

el tamafio de los amplicones se comparé con los resultados reportados en la

bibliografia.
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5. RESULTADOS

5.1 Crecimiento en PDA

Figura 6. Crecimiento de A. flavus CGCT 2687. A) 0 dias, B) 1 dia, C) 2 dias, D) 6
dias
En la Figura 6, se puede apreciar, el crecimiento de Aspergillus flavus CGCT 2687
en caja de Petri sobre PDA, esta cepa pertenece al grupo Flavii y es aflatoxénico,
por lo que es la muestra de mayor interés en este proyecto. El crecimiento inicial
fue lento, con la formacién de colonias blancas y algodonosas, el tiempo promedio
de crecimiento de las colonias fue de entre 3 y 5 dias, al sexto dia se pudo
observar la formacién de conidias pulverulentas que se tornaron de color verde
amarillento, en este medio las colonias que se formaron tuvieron una extensién
limtada y en ningun caso cubrieron completamente la superficie de la caja; durante
el tiempo de incubacion se observo la formacion de esclerocios que es el tipo de

estructura relacionada con la reproducciéon sexual.

En la Figura 7 se muestra el desarrollo de la cepa Aspergillus flavus NRRL 6541,
esta cepa es no aflatoxénica por lo que se usé como cepa control no aflatoxénica

del grupo Flavii. El crecimiento de la cepa fue blanco y algodonoso y al igual que
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para la cepa CGCT, el crecimiento tomo 5 dias y al alcanzar el sexto dia se
produjeron conidias de color verde amarillento. Las colonias formadas fueron
irregulares y discontinuas, dejando zonas vacias al interior de las mismas, pudimos
observar que las conidias adquirieron un tono café después de algunos dias en el
refrigerador.

Figura 7. Crecimiento de A. flavus NRRL 6541. A) 0 dias, B) 1 dia, C) 2 dias, D) 6
dias

Figura 8. Crecimiento de A. oryzae. A) 0 dias, B) 1 dia, C) 2 dias, D) 6 dias
20



En la Figura 8, Aspergillus oryzae, el crecimiento fue de color blanco al inicio, las
colonias fueron algodonosas y redondeadas, después de 6 dias de crecimiento se
formaron conidias son de un color verde claro y se formé un halo miceliar blanco. El
tiempo de desarrollo promedio fue de entre 3y 5 dias. Aspergillus oryzae pertenece

al grupo Flavii y se usa en la industria alimentaria, no es productor de aflatoxinas.

Figura 9. Crecimiento de Penicillium spp. A) 0 dias, B) 1 dia, C) 2 dias, D) 6 dias

En la Figura 9, Penicillium spp., fue la cepa con el crecimiento mas lento, el color
inicial fue blanco, el micelio fue de crecimiento ralo y pegado a la superficie. Se
observd que desde el segundo dia formaron conidias, el crecimiento fue
redondeado con un halo micelial blanco con conidias de color verde oscuro que
parecen cristalizadas. El tiempo de desarrollo promedio fue de entre 5 a 10 dias.
Este hongo no pertenece al género Aspergillus y no produce aflatoxinas, aunque
ciertas especies de Penicillium llegan a producir toxinas como la ocratoxina Ay la

patulina, entre otras toxinas.

En la Figura 10 se muestra el crecimiento de Aspergillus niger N402 el micelio fue

de color blanco con colonias algodonosas en intervalos bien definidos, antes de
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empezar a formar las conidias el micelio se torndé color amarillo claro,
posteriormente se formaron conidias de color negro. Este hongo no pertenece al
grupo Flavii y no produce aflatoxinas.

Figura 10. Crecimiento de A. niger N402. A) 0 dias, B) 1 dia, C) 2 dias, D) 6 dias

La Figura 11 muestra que A. sojae tuvo un crecimiento miceliar de color blanco que
crecio de forma algodonosa y redondeada, se empezaron a formar conidias a los
dos dias de crecimiento, por lo que podemos afirmar que este hongo tuvo el
crecimiento mas rapido de todas las cepas usadas en este estudio, el color de las
conidias fue verde amarillento y se formé un halo color amarillo alrededor.

Pertenece al grupo Flavii y no esta considerado como aflatoxénico.

Como se puede observar en la imagenes mostradas en esta seccion la
identificacion de las cepas basada en la morfologia de crecimiento es muy
complicada, se hace todavia mas dificil porque algunas de la cepas muestran
patrones de crecimiento y color de las hifas que son completamente diferentes al
cambiar el medio de cultivo o las condiciones de crecimiento. Esto justifica la
necesidad de desarrollar un método de deteccion de cepas del grupo Flavii basado
en técnicas moleculares que no so6lo hara mas facil la deteccién, sino que permitira
acortar los tiempos de deteccion e identificacion.
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Figura 11. Crecimiento de A. sojae. A) 0 dias, B) 1 dia, C) 2 dias, D) 6 dias

Todas las cepas crecieron de manera vigorosa y formaron conidias que mas tarde
mostraron ser fértiles. Las cepas se cultivaron en matraces con PDA para cosechar
conidias que fueron preservadas por la técnica de secado en leche descremada

para ser usadas en las siguientes etapas de la tesis.

5.2 Crecimiento en Sabouraud liquido.

Con la finalidad de obtener micelio del cual extraer DNA las cepas fueron cultivadas
en medio Sabouraud por fermentacién sumergida. En la Figura 12 se muestran los
cultivos después de incubarlos por 3 dias a 30°C o 37°C de acuerdo con el éptimo
de cada cepa. Puede observarse que todas las cepas se desarrollaron como pellets
gue son esferas de micelio donde el hongo crece sobre si mismo, este tipo de
crecimiento es tipico de la fermentacion sumergida y por lo tanto es el esperado
para estos cultivos. Todas las cepas mostraron un tipo de crecimiento
practicamente igual, aun aquellas de grupos filogenéticamente diferentes; de
hecho, la Unica que mostré un tipo de crecimiento facilmente diferenciable es una
de las que se encuentra dentro del grupo Flavii; lo que confirma la dificultad para

identificar a los hongos de este grupo basados en su caracteristicas fisicas.
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Figura 12. Crecimiento a 3 dias de inoculacién en Sabouraud liquido de: A) A.
flavus CGCT 2687, B) A. flavus NRRL 6541, C) A. oryzae, D) Penicillium spp. E) A.
niger N402, F) A. sojae.

5.3 Extracciones de DNA por CTAB modificado

Las extracciones de DNA se hicieron en el tercer dia de cultivo cuando habia
suficiente micelio de donde extraer DNA. Para la extraccion de DNA se utilizé el
protocolo con CTAB modificado. La primera modificacién se hizo en la preparacion
de la muestra al triturarla con nitrogeno liquido; se pesaron 0.1 gr de muestra
debido a que este es el peso 6ptimo para la extraccion. Una vez pesada, la muestra
se agreg6 a tubos Eppendorf e inmediatamente se volvié a congelar en nitrégeno
liquido. Las muestras se homogenizaron con solucion de CTAB usando el Vortex.
Otro cambio realizado en el protocolo de extraccion de DNA fue el tiempo de
centrifugacion que se aumento a 15 min después de la homogenizacién con CTAB,
10 min después del lavado con cloroformo isoamilico y 5 min con el lavado de
etanol. Todas las centrifugaciones se hicieron a maxima velocidad y a 4°C. Se
modifico el tiempo de precipitacion con isopropanol y acetato de sodio de dos horas
a toda la noche.
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Figura 13. Extracciones de DNA por CTAB modificado de las diferentes cepas
trabajadas

En las Figuras 13 y 14 se muestran las extracciones de DNA de Aspergillus flavus
CGCT 2687, Aspergillus flavus NRRL 6541, Aspergillus oryzae, Penicillium spp.,
Aspergillus niger N402 y Aspergillus sojae con el método de CTAB modificado. En
la Figura 13 se muestran las extracciones de DNA donde se coprecipitd RNA, en
cambio después de varias extracciones y mejorando la técnica se consigui6é que la
extraccion de DNA de A. sojae quedara libre de RNA como se observa en la Figura
14.

Figura 14. Extraccién de DNA por CTAB de A. sojae

Las extracciones de DNA se realizaron siempre un dia antes de cada PCR para
gue el DNA estuviera integro. La concentracion de DNA de las muestras se obtuvo

con el espectrofotometro a una densidad Optica de 260 nm. Para saber la

25



concentracion en ng/uL se utilizo la formula del coeficiente de extincion (Abs x 50 x
500). Todas las concentraciones de DNA de las muestras extraidas se encontraban
arriba de los 1000 ng/uL.

5.4 PCRs

Una vez hechas las extracciones de DNA de todas las muestras, se corrié un PCR
utilizando solo el primer de tubulina para verificar que el DNA fuera de utilidad.
Debido a que con A. niger solo se logro la amplificacion de tubulina una vez y no se
pudieron conseguir réplicas, se elimind del andlisis y se sustituyé con A. sojae, con

la cual si se pudieron hacer réplicas de la amplificacién de tubulina.

Los tiempos y la temperatura de los PCRs se hicieron a base de los resultados con
la amplificacion de tubulina, siendo el protocolo de la siguiente forma: se realizé
una desnaturalizacién inicial de 5 minutos a 94°C y a continuacién se iniciaron los
ciclos que fueron en total 35; estos consistieron de una desnaturalizacion por 45
segundos a 94°C, el alineamiento por 30 segundos a 60°C y la extensioén se realizé
en 1.5 minutos a 72°C, por ultimo se dejo un tiempo final de 7 minutos a 72°C para

terminar cualquier extension final.

En la Figura 15 se muestran los PCRs de todas los hongos, en orden descendente
se encuentra A. flavus CGCT 2687, Aspergillus flavus NRRL 6541, Aspergillus
oryzae, Penicillium spp. y Aspergillus sojae. En el caso de Aspergillus flavus NRRL
6541 y Penicillium spp. se puede ver que no hubo amplificacion para ningin gen

excepto para tubulina.

Se puede observar que el gen de la tubulina (#12 en la Figura 15) amplifico para
todas las muestras mientras que el control negativo (CN) no amplificdO en ninguna,
corroborando el ensayo. El gen aflD con niumero 1 en la Figura 15, s6lo amplifica
para A. flavus CGCT 2687 y Aspergillus sojae, los cuales tienen los mismos genes
amplificados. A. oryzae amplifica para los genes aflO (#3), aflP (#4, #10 y #11), aflM
(#13 y #14).
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Figura 15. PCR de A. flavus CGCT 2687, A. flavus NRRL 6541, A. oryzae

Penicillium spp., A. sojae. L) ladder 1kb, 12) tubulina, 1) aflD, 2) aflJ, 3) aflO, 4)
aflP, 5) aflR, 6) aflR, 7) aflR, 8) aflD, 9) aflD, 10) aflP, 11) aflP, 13) aflM, 14) aflM

CN) control negativo.

En el Cuadro 6, se indica la amplificacion de los genes segun los datos obtenidos

de los geles de electroforesis. En la primera columna se sefiala el gen y el numero

gue aparece en el gel. Las palomitas (v ) indican que el gen se amplificd, mientras

que la tache (X) significa que no hubo amplificacion en ese gen, con los primers
utilizados.
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Cuadro 6. Resultados de PCR’s simplificados.

Carrill gen | A. flavus | A.  flavus | A. oryzae Penicillium | A. sojae

CGCT NRRL 6541 spp.

2687
L /1KB v v v v v
12/ Tub v v v v v
1/ aflD v X X X v
2/ afld v X X X v
3/ aflo v X v X v
4 | aflP v X v X v
5/ aflR v X X X v
6/ aflR v X X X v
7/ aflR v X X v v
8/ aflD v X X X v
9/ aflD X X X v X
10/ aflP v X v X v
11 / aflP v X v v v
13/ aflMm v X v X v
14 / aflM v v v v v
CN X X X X X
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6. DISCUSIONES

Se pudo observar que durante los primeros dias de cultivo todas las cepas de
hongos utilizadas fueron de color blanco y tuvieron un crecimiento similar sobre
PDA. El crecimiento de las colonias fue redondeado, algodonoso y pulverulento una
vez iniciada la conidiacion para todos los Aspergillus; esto confirma que la
identificacion entre las cepas es compleja, dificil y requiere de un conocimiento muy
amplio de los hongos, el unico hongo diferenciable fue Penicillium spp., que crece
en forma compacta y forma conidiéforos que se observan firmes, aun asi coincide
con los Aspergillus en que se observa un crecimiento de colonias redondeadas y
después de la formacién de conidias, sigue creciendo generando un halo micelial
como lo hacen A. sojae, A. oryzae, y A. flavus CGCT 2687. Después de la
formacion de conidias, todas las colonias de Aspergillus tienen un color similar
(diferentes tonalidades de verde), que con el tiempo tienden a hacerse de un color
mas oscuro y formarse cuerpos escleréticos en las zonas mas viejas del cultivo.
Otros factores que influyen en la forma del crecimiento de los hongos y el color de
las conidias son el medio de cultivo, agitacion y temperatura de incubacion; ya que
al cambiar las condiciones de cultivo la morfologia de las colonias se vuelve
diferente (Watanabe, 2002; Rex, 2007; Krijgsheld, 2012).

En el crecimiento liquido se observo el mismo fenbmeno donde las cepas son
indistinguibles a simple vista para un ojo inexperto, las cepas de Aspergillus
presentaron dos tipos de micelio, uno alargado y otro tipo pellet, el micelio alargado
se forma porque el hongo crece en la pared del matraz y cuando no soporta su
propio peso cae al medio; mientras que los pellets se presentan cuando el hongo
se mantiene en fermentacion sumergida y se forman cuando el micelio crece sobre
si mismo formando una esfera; el inico micelio que mostré un crecimiento diferente
fue el de A. sojae que crecidé en forma de cumulos algodonosos muy laxos, esto es
interesante porque este hongo pertenece al grupo Flavii y hubiéramos esperado
gue mostrara una morfologia parecida al resto del grupo. La cantidad de biomasa

producida a las 72 horas fue suficiente para realizar 8 extracciones de DNA de
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cada cepa de Aspergillus, bajo las mismas condiciones. La cepa de Penicillium
formd pellets compactos y al ser el hongo de crecimiento mas lento, la biomasa

generada alcanzo para realizar solo 4 extracciones de DNA.

Durante el proceso de extraccion de DNA se tuvieron varios problemas al inicio,
pues los protocolos no estaban optimizados, el primer problema a resolver fue la
lisis de los hongos ya que el protocolo se encontraba optimizado para bacterias y/o
células sin pared celular; por lo que la pared celular de los hongos impidi6 las
primeras extracciones de DNA. Para solucionar ese problema se agrego el paso de
lisis con nitrégeno liquido. Una vez obtenido un polvo blanco se resuspendio6 con la
solucion de CTAB, y se continué con el protocolo normal; dado que las primeras
muestras salieron muy contaminadas con restos del hongo, se modificé el protocolo
nuevamente aumentando el tiempo de cada centrifugacion en busqueda de una
mejor separacion de las particulas precipitadas. El resultado fue un DNA mas
limpio, por lo cual la tercera y ultima modificacion fue aumentar la velocidad de
centrifugacion a 14 g's (maxima velocidad de la centrifuga), con lo que se
consiguieron muestras de mejor calidad para realizar los PCR’s correspondientes.
En el caso de las muestras que salieron con RNA en el momento de la extraccion
se atribuye a la falta de experiencia en la extraccion de DNA al momento de

obtener esas muestras.

Los problemas que se presentaron durante los PCR’s fueron con el manejo de
pipetas y reactivos. El protocolo que se utilizé no requiri6 de modificaciones, las
temperaturas de alineamiento que venian con los primers variaban entre los 58 °C
y los 62 °C por lo que se trabajaron en 60 °C y se obtuvieron amplificaciones de
manera adecuada. Por ser tantos genes a trabajar y tantas muestras, si se
modificaba la temperatura de alineamiento, generalmente no amplificaban algunas
muestras, entre ellas, la tubulina, que fue el control positivo, por lo cual no se pudo
lograr generar imagenes sin barridos. Estos barridos se pueden deber a diferentes
motivos: la concentracion de los reactivos, no tener la temperatura éptima de

alineamiento que genera que los primers se peguen a zonas que no corresponden
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(generacién de bandas espurias), las probabilidades de los primers para hacer
dimeros ya que se alcanzan a ver en bandas de menos de 100 pares de bases
(Lorenz, 2012).

Los primers utilizados fueron usados en trabajos anteriores en las cepas de hongos
utilizados (Yu, 2004; Pasonne, 2010; Santini, 2013). Los genes que se amplificaron
pertenecen a la ruta de sintesis de aflatoxinas y en todos los casos los pesos
moleculares obtenidos en los amplicones son similares a los reportados en la
bibliografia. El gen aflR, también conocido como afl-2, apa-2, es un factor de
transcripcion que contiene un sitio de unién al DNA por un clister de zinc, regula de
manera positiva la sintesis de aflatoxinas B1 y B2. aflD, también conocido como
nor-1, es una acido norsolorinico reductasa, la cual convierte de acido norsolorinico
a averantina. aflM, también conocido como ver-1, es una versicolorina A
deshidrogenasa que convierte de versicolorina A a dimetilesterigmatocistina. aflO,
también conocida como omtB es una O-metiltransferasa y convierte de
dimetilesterigmatocistina a esterigtomacistina. aflP, también conocida como omtA o
omt-1, es una O-metiltransferasa, convierte de esterigtomacistina a O-
metilesterigtomacistina. aflJ, también conocido como aflS, es un factor de
transcripcion que coactiva a aflR, y es un regulador positivo para la sintesis de
aflatoxinas B2 necesario para la conversibn de &cido norsolorinico,
esterigtomacistina y O-metilesterigtomacistina a aflatoxinas. (Yu, 2004; ; Pasonne,
2010; Levin, 2012; Santini, 2013). Como se puede ver en la Figura 15, en el caso
de Aspergillus Flavus CGCT 2685 y Aspergillus sojae, todos los genes amplifican
en ambas muestras, lo que puede ser debido al parecido filogenético de A. sojae
con Aspergillus parasiticus el cual es un hongo perteneciente al grupo Flavii
(Pasonne, 2010).

En la muestra 1, para el gen aflD con los primers norl-F y NoR1-R, Aspergillus
flavus CGCT 2687 y Aspergillus sojae generaron un amplicon de 1000 pares de

bases aproximadamente, siendo que la bibliografia reporta un amplicon de 990
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pares de bases. Ninguna de las otras cepas amplificé para este gen en estas
condiciones (Yu, 2004; Levin, 2012).

En la muestra 2, para el gen aflJ (primers Unicos), Aspergillus flavus CGCT 2687 y
Aspergillus  sojae generaron un amplicon de 1000 pares de bases
aproximadamente, siendo reportado en la bibliografia un amplicon de 840. Ninguna
de las otras cepas amplificO para este gen en estas condiciones (Yu, 2004; Levin,
2012).

En la muestra 3, para el gen aflO con los primers omtB(F)-F y omtB(F)-R,
Aspergillus flavus CGCT 2687, Aspergillus oryzae y Aspergillus sojae generaron un
amplicon de 1500 pares de bases aproximadamente, siendo que la bibliografia se
reporta un amplicon de 1333 pares de bases. Ninguna de las otras cepas amplifico

para este gen en estas condiciones (Yu, 2004; Levin, 2012).

En la muestra 4, para el gen aflP con los primers omtl-F y omtl-R, Aspergillus
flavus CGCT 2687, Aspergillus oryzae y Aspergillus sojae, generando un amplicon
de 1500 pares de bases aproximadamente, siendo que en la bibliografia se reporta
un amplicon de 1490 pares de bases. Ninguna de las otras cepas amplificd para

este gen en estas condiciones (Yu, 2004; Levin, 2012).

En la muestra 5, para el gen aflR con los primers APA-450 y APA-1482, Aspergillus
flavus CGCT 2687 y Aspergillus sojae, generan un amplicon de 1000 pares de
bases, siendo que en la bibliografia se reporta un amplicon de 1032 pares de
bases. Ninguna de las otras cepas amplific6 para este gen en estas condiciones
(Yu, 2004; Levin, 2012).

En la muestra 6, para el gen aflR con los primers aflR1-F y aflR1-R, Aspergillus
flavus CGCT 2687 y Aspergillus sojae, generaron un amplicon de 900 y 750 pares
de bases aproximadamente respectivamente, siendo que la bibliografia se reporta
un amplicon de 798 pares de bases. Ninguna de las otras cepas amplifico para este
gen en estas condiciones (Yu, 2004; Levin, 2012).
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En la muestra 7, para el gen aflR con los primers aflR-F y aflR-R, Aspergillus flavus
CGCT 2687, Penicillium spp. y Aspergillus sojae, generaron un amplicén de 550,
450 y 550 pares de bases aproximadamente y respectivamente, siendo que la
bibliografia reporta un amplicon de 630 pares de bases. Ninguna de las otras cepas

amplificé para este gen en estas condiciones (Yu, 2004; Levin, 2012).

En la muestra 8, para el gen aflD con los primers norl y nor2, Aspergillus flavus
CGCT 2687 y Aspergillus sojae, generaron un amplicon de 300 pares de bases
aproximadamente, siendo que la bibliografia reporta un amplicon de 400 pares de
bases. Ninguna de las otras cepas amplific6 para este gen en estas condiciones
(Yu, 2004; Levin, 2012).

En la muestra 9, para el gen aflD con los primers nortag-1 y nortag-2, Penicillium
spp. generd un amplicén de 450 pares de bases aproximadante, siendo que la
bibliografia reporta unas amplicén de 66 pares de bases. Ninguna de las otras
cepas amplifico para este gen en estas condiciones (Yu, 2004; Levin, 2012).

En la muestra 10, para el gen aflP con los primers omtl y omt2, Aspergillus flavus
CGCT 2687, Aspergillus oryzae y Aspergillus sojae, generaron un amplicén de 600,
750 y 500 pares de bases aproximadamente y respectivamente, siendo que la
bibliografia reporta un amplicon de 797 pares de bases. Ninguna de las otras cepas
amplificé para este gen en estas condiciones (Yu, 2004; Levin, 2012).

En la muestra 11, para el gen aflP con los primers omtBII-F y omtBII-R, Aspergillus
flavus CGCT 2687, Aspergillus oryzae y Penicillium spp. (aunque se ve degradado
tiene el tamafio aproximado) y Aspergillus sojae, generaron amplicones de 500
pares de bases aproximadamente, siendo que la bibliografia reporta un amplicon
de 611 pares de bases. Ninguna de las otras cepas amplificO para este gen en
estas condiciones (Yu, 2004; Levin, 2012).

En la muestra 12, para el gen de tubulina (primers unicos), todas las cepas
generaron un amplicon de 1500 pares de bases aproximadamente, siendo que la

bibliografia reporta un amplicén de 1498 (Levin, 2012).
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En la muestra 13, para el gen aflM con los primers verl y ver2, Aspergillus flavus
CGCT 2687, Aspergillus oryzae y Aspergillus sojae generaron un amplicén de 500,
siendo que la bibliografia reporta un amplicon de 537 pares de bases. Ninguna de
las otras cepas amplificO para este gen en estas condiciones (Yu, 2004; Levin,
2012).

En la muestra 14, para el gen aflM con los primers ver-496 y ver-1391, Aspergillus
flavus CGCT 2687, Aspergillus flavus NRRL 6541, Aspergillus oryzae, Penicillium
spp. y Aspergillus sojae, generaron amplicones de 900, 500, 800,300 y 750 pares
de bases aproximadamente y respectivamente , siendo que la bibliografia reporta
amplicones de 895 pares de bases, siendo poco confiable para A. flavus NRRL
6541 y para Penicillium spp. (Yu, 2004; Levin, 2012).

En las muestras 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 13 y 14 Asperqgillus flavus CGCT
2687 amplific6 como se esperaba los genes dado que es la cepa aflatoxénica,
Aspergillus sojae al ser un organismo ligado a Aspergillus parasiticus, que
pertenece al grupo Flavii y es productor de aflatoxinas, se podria esperar que su
genoma tuviera la informacién para producir aflatoxinas; dado su uso en la industria
alimenticia se esperaba que no hubiera expresion de los genes aflatoxinas, es
probable que a pesar de tener los genes para la produccion de aflatoxinas no tenga
los controles para activarlos o que necesite condiciones de mucho estrés para
expresarlos (Yu, 2004; Pasonne, 2010; Levin, 2012; Santini, 2013).

En las muestras 3, 4, 10, 11, 13 y 14 Aspergillus oryzae, expresa algunos genes
para la conversion de los metabolitos pero los genes aflR y afl] que son los
reguladores positivos para la conversion a aflatoxinas B1 y aflatoxinas B2, lo que
impide la produccion de las mismas y hace que sea seguro el hacer alimentos con
este hongo (Yu, 2004; Levin, 2012).

En las muestras 7, 9 y 14 Penicillium spp. contiene el gen aflR que es un regulador

positivo para la sintesis de aflatoxinas B1 y B2, aunque parece ser unas 100 pares
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de bases mas corto que el gen reportado en la bibliografia y no se logra distinguir
bien la banda, este resultado es poco confiable (Levin, 2012).

Aspergillus flavus NRRL 6541, amplific6 Unicamente para el gen aflM que es para
la conversion de metabolitos intermediarios en la via de sintesis de aflatoxinas,
pero el tamafio del amplicon fue de 500 pares de bases, comparado con la
bibliografia que es de 895 pares de bases. Por lo que se puede atribuir esta
disminucién de bases a una pérdida de bases durante la evolucion de la cepa
(Pasonne, 2010).

Hasta esta etapa en el proyecto, diferenciar si el hongo es aflatoxénico o no, sea
por métodos sencillos como microscopia y crecimiento en placas o por métodos
moleculares como PCR, no es posible, pues a nivel gendbmico pueden contener los
genes para producir aflatoxinas, pero no se sabe la integridad que estos tienen asi
como los controles para regularlos. Se requieren hacer experimentos mas
exhaustivos, como crecimiento en condiciones especificas para la sintesis de
aflatoxinas (37 °C, control de humedad, suplementar el medio con los cereales que

infectan los hongos aflatoxénicos).

Posteriormente, si el genoma muestra tener los genes aflatoxénicos y se cultiva con
las condiciones adecuadas para su sintesis, y se utiliza luz UV para comprobar la
presencia de aflatoxinas, se podria proseguir con RT-PCR para ver realmente
cuales son los genes que se expresan en la sintesis de aflatoxinas y poder
determinar cuales son los genes que se encargan de la regulacion positiva de la

produccién de aflatoxinas.

Para aquellos organismos que no producen aflatoxinas pero que tienen el genoma
para hacerlo, se podria comparar el tamafio de los genes a nivel genémico para
buscar diferencias significativas entre genes y posteriormente realizar RT-PCR

para observar si los genes se estan transcribiendo o no.

En las cepas no aflatoxénicas del grupo Flavii, como es el caso de Aspergillus

oryzae y Aspergillus sojae, se puede asumir que han perdido la capacidad de
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generar estas toxinas al ejercer sobre ellas una evolucion dirigida para mejorar la

velocidad de produccion y/o sabor en la industria alimenticia.

Aspergillus NRRL se consiguié como una cepa no aflatoxénica y en su genoma
parece no haber ningun gen relacionado con la via de sintesis de aflatoxinas lo cual
concuerda con lo esperado y con lo descrito en la literatura. La cepa fue donada
por el Doctor Guillermo Aguilar Osorio y no se sabe si la los genes fueron

eliminados en un laboratorio o la cepa los perdié de manera evolutiva.
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7. CONCLUSIONES

En este trabajo demostramos que es posible identificar la presencia de algunos
hongos del grupo Flavii por el método de PCR.

Este método no permite distinguir entre cepas aflatoxénicas y no aflatoxénicas con
relacion a los genes que hay en el genoma, por lo tanto no puede distinguir si el
hongo pertenece o no al grupo Flavii, y sin estudios mas profundos no podemos
saber si las cepas que suponemos no son aflatoxénicas realmente no sean

aflatoxénicas.

Recomendamos el uso de la técnica de RT-PCR que al estar basada en la
amplificacion de RNA debe dar informacién no solo de la presencia de los genes en
la cepa si no de su expresion lo que haria el método de deteccion mucho mas

interesante y certero.
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Anexo

Anexo 1. Primers utilizados y los genes que amplifican (Levin, 2012)

Gen | Primers Secuencia 5'- 3’ Especie
norl-F ACggATCACTTAgCCAGCAC )
aflD Aspergillus spp.
NoR1-R CTACCAQgggAgTTgAgATCC
aflj-F AgTCAAAggTTgAATACC )
aflJ i Aspergillus spp.
aflj-R gCTCAgCCATgACCTTGACTg
omtB(F)-F gCCTTgACATggAAACCATC )
aflo Aspergillus spp.
omtB(F)-R CCAAgATggCCTgCTCTTTA
omtl-F gCCTTgCAAACACACTTTCA )
aflP Aspergillus spp.
omtlR AgTTgTTgAACgCCCCAgT
APA-450 TATCTCCCCCCgggCATCTCCCqgg
aflR Aspergillus spp.
APA-1482 CCgTCAgACAgCCACTggACACgg
aflR1-F AACCgCATCCACAATCTCAT
aflR Aspergillus spp.
aflR1-R AgTgCAgTTCgCTCAgAACA
aflR-F CgCgCTCCCAgTCCCCTTQATT
aflR Aspergillus spp.
aflR-R CTTgTTCCCCgAgATgACCA
norl ACCgCTACgCCggCACTCTCggCAC ]
aflD Aspergillus spp.
nor2 gTTggCCgCCAgCTTCgACACTCCg
nortag-1 gTCCAAgCAACAQggCCAAgT _
aflD Aspergillus spp.
nortag-2 TCgTgCATgTTggTgATggT
omtl gTggACggACCTAgTCCgACATCAC )
aflP Aspergillus spp.
omt2 gTCggCgCCACgCACTgggTTgggag
omtBII-F ATgTgCTTggCITgCTgTgg ]
aflP Aspergillus spp.
omtBII-R ggATgTggTCTATgCgATTgAg
TUB1-F gCTTTCTggCAAACCATCTC
TUB Todos los hongos
TUB1-R ggTCgTTCATgTTgCTCTCA
verl gCCgCAggCCgCggAgAAAgTggT )
afiM Aspergillus spp.
ver2 ggggATATACTCCCgCgACACAgCC
ver-496 ATgTCggATAATCACCQTTTAgATggC )
afiM Aspergillus spp.
ver-1391 | CgJAAAAgCgCCACCATCCACCCCAATY
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