UNIVERSIDAD AUTONOMA DE NUEVO LEON

FACULTAD DE CIENCIAS BIOLOGICAS

o il
1115z NS

4

RECURSOS ALTERNATIVOS PARA LA IDENTIFICACION DE Aspergillus spp. Y
LA DETERMINACION DE SU POTENCIALIDAD EN LA PRODUCCION DE

AFLATOXINAS.

Por

SUSANA LOZANO MUNIZ

Presentada como requisito parcial para obtener el grado de DOCTOR EN CIENCIAS
con especialidad en biotecnologia

Diciembre 22, 2005.



APROBACION DE TESIS DOCTORAL POR COMITE DE
TESIS

RECURSOS ALTERNATIVOS PARA LA IDENTIFICACION DE Aspergillus spp. Y
LA DETERMINACION DE SU POTENCIALIDAD EN LA PRODUCCION DE
AFLATOXINAS.

Comité de Tesis:

Dr. José Santos Garcia Alvarado Dr. Alberto Morales Loredo
Director interno Director externo
Dra. Norma Laura Heredia Rojas Dr. Carlos Hernandez Luna
Asesor Asesor

Dra. Julia Verde Star
Jefe de la Division de Estudios de Postgrado

i



APROBACION DE TESIS POR COMITE ACADEMICO

RECURSOS ALTERNATIVOS PARA LA IDENTIFICACION DE Aspergillus spp. Y
LA DETERMINACION DE SU POTENCIALIDAD EN LA PRODUCCION DE
AFLATOXINAS.

Comité Académico de Doctorado

Subdirector de Estudios de Posgrado
Dra. Julia Verde Star

il



APROBACION DE TESIS POR COMISION DE EXAMEN

RECURSOS ALTERNATIVOS PARA LA IDENTIFICACION DE Aspergillus spp. Y
LA DETERMINACION DE SU POTENCIALIDAD EN LA PRODUCCION DE
AFLATOXINAS.

Comision de examen de Doctorado

Dr. José Santos Garcia Alvarado Dra. Norma Laura Heredia Rojas
Presidente Secretario
Dr. Carlos Herndndez Luna Dra. Julia Verde Star
Vocal Suplente

Dr. Alberto Morales Loredo

Asesor Externo

v



LUGAR DE TRABAJO

RECURSOS ALTERNATIVOS PARA LA IDENTIFICACION DE Aspergillus spp. Y
LA DETERMINACION DE SU POTENCIALIDAD EN LA PRODUCCION DE
AFLATOXINAS.

La presente investigacion se realizd6 en la Unidad de Investigacion en Biologia
Molecular y Celular ubicada en la Unidad A, laboratorio A1-223, 3er Piso de la Facultad
de Ciencias Biolodgicas, por convenio del Instituto Nacional de Investigaciones
Forestales Agricolas y Pecuarias y la Universidad Autonoma de Nuevo Ledn, San
Nicolas de los Garza, Nuevo Leon, México, asi como en el laboratorio de Biologia
Molecular del CFPPNL, terrenos de la exposicion ganadera, Guadalupe Nuevo Leon. El
director interno fue el Dr. José¢ Santos Garcia Alvarado de la FCB UANL, y el director
externo el Dr. Alberto Morales Loredo del INIFAP, la asesoria interna por la Dra.
Norma Laura Heredia Rojas de la FCB UANL vy la asesoria externa y amplio apoyo en
la investigacion por el Dr. Deepak Bhatnagar del Souther Regional Research Center, de

Nueva Orleans Lousiana, USDA ARS.



DEDICADOA...

Murciélagos. Si, esos que andan por la noche, vagando en busca de su presa mas
deseada, mas necesitada, mas indispensable, para mantener su muerte en vida o vida en
muerte, es igual, para ellos no importa, no saben cuando murieron o cuando comenzaron
a vivir, pero asi es, y asi serd, hasta que un buen dia, una fuerza tan grande e
inimaginable igual a ellos, les arrebate su ultimo suspiro, como la suscitada al momento
de llegar a este mundo, un evento tan grande, como enviado por una fuerza superior que
al dejarlo llegar aqui, dejara caer su furia por su inevitable perdida, porque es un ser tan
grande y poderoso, que nadie, pero nadie desea separarse de el ni un solo segundo,
aunque solo las fuerzas superiores puedan reconocerlo, y por su condicion, este
destinado a vivir en compafiia de si mismo, de su sabiduria, de la oscuridad, y de la
coincidencia de encontrar algin aliado que se sume a combatir por la superacion de este
mundo, aunque los que juran conocerle la mayoria de las veces se equivocan, frustrando
su vida y la de los demas. Un buen dia, mas de uno lo veran de lejos, ahi, en lo alto,
donde es su lugar, y querran alcanzarlo, aprender de el, o verlo al menos, pero no
podran, por ser inalcanzable. Es invencible, llega a caer, pero se levanta, con una fuerza
superior, conspirando el universo a que cumpla su cometido, a lo que fue enviado. Y asi
cada dia, luchando por la vida del indefenso, por mejorar la vida de esos, los que
necesitan que vean por ellos, seguira, aunque tenga que vivir en oscuridad, saliendo a
desafiar al mundo, con la certeza de el éxito..To Batman...y para todos los superhéroes,

Rosendo, Pilar, Alejandro, Amado, Juany, Iris, Paco, Rigoberto, Michel, Paquito,
LuisArmando, Uriel, Ricardito, Susanita, Marisela, Candi, Maria, HéctorMario, Alex,
Adriana, Hiramz, Miriam, Robin, FematJr, Diana, Miguel, Gaby, Bibiana, Fermin,
Carlos, Daniela, América, Verdnica, Gerardo, Cesar, Pepe, Viviana, Adrian, Esmeralda,
Rubén, Fabiola, Genoveva, Luisa, Lupita, Cesar, Eduardo, Mirna, Itsa, Irma, Felipe,
Felipin, Danae, Montse, Alberto®, Rosalba, Adriana, Julia, Carmelita, Nancyz, Mirtrala,
Monica, Nora, Alma, Luli, Doris, Isela, Miriam, Humberto, Magda, Rocha, Benito,
Carlos, JuanFrancisco, Roberto, Ricardo, Amada, Cecilia, Hugo, Raquel, Norma,
Santos, Irene, Ann, Deepak, Jiujiang, Montserat, Andrés, Jiuangua, Jampin, Ratl,
Carlos, Juanitat, Martin, Tofia, Jacinto, Juanita, Francisco, Javier, Gisela, Luisz, Miguel,
Lupe, Julio, Karina, Brenda, Chela, Raquel, Lolis, Perlita, Edgar, Pepe, Inés, Marlla,
LuiSergio, Fedra, Miguel, Veronica, Dulcef, Lupita, Estela, Sergio, Claudia, Jesus,
Alfonso, Julio, Ricardo, Manuel, Pulido, Roberto, Yoli, Uva, Verdnica, Dulcef,
Mamichi, Papichi, Sam, Irlanda, Juliana, Andrea, Rebeca, Alejandra, Janeth, Nifo, Nifa,
Martin, Micaelaf, Chepef, Porfirio, Lolita, Roberto, Beto, Miki, Amada, Vicente, Josué,
Jesus, Gabriel, Maria, Uriel, José, Rafael, Cande, Tere.

vi



AGRADECIMIENTOS
COMNACYT

Esta investigacion fue financiada por el Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia
(CONACYyT) con el convenio 29130B, beca de estudios de postgrado bajo el convenio
113525. S

L)t)
N

-

UA

A la Universidad Auténoma de Nuevo LeoOn, Facultad Ciencias Biologicas. Por

permitir el formar parte de esta maxima casa de estudios, para la formacion moral y
académica tanto en los estudios de maestria en ciencias con especialidad en
microbiologia como ahora en la culminacién de los estudios de doctorado con
especialidad en biotecnologia, gracias al Dr. Luis J. Galan Wong, Dra. Julia Verde Star,
Dr. Ricardo Gémez Flores, Dra Norma L. Heredia Rojas, Dr. Carlos Hernandez Luna,
Dr. José Santos Garcia Alvarado. Gracias también a la M.C. Irma Olivia Martinez
Viézquez por su amplia colaboracion en la realizacion de esta investigacion asi como a

Claudio Moreno Rocha del Departamento de Biologia Celular y Genética, y a la Bidlogo

. =
Instituto Naci de igaci
Forestales, Agricolas y Pecuarias

A el Instituto Nacional de Investigaciones Forestales Agricolas y Pecuarias

Gabriela Herndndez Mora e Ivonne L. Martinez Carlin.

Por su amplia colaboracion, constante dedicacion, apoyo brindado en todos y cada uno
de los momentos de asesoria y por permitir el formar parte de su equipo de trabajo, en la
Unidad de Investigacion y Desarrollo en Biologia Celular y Molecular, doy gracias al
Dr. Alberto Morales Loredo, Dra. Genoveva A. Ojeda, M.C. Cesar Reyes, el M.C. Jorge
Cantt Vega y el Dr. Luis Angel Rodriguez del Bosque.

A la Unién Ganadera Regional de Nuevo Ledn ;
Por su amplia colaboracion y apoyo brindado para la formacion académica y de equipos

de trabajo, gracias al Ing. Antonio Manuel Garcia Garza.

Vil



A el Comité para el Fomento y Proteccion Pecuaria del Estado de N L, A. C,,
Laboratorio de Biologia Molecular por darme la oportunidad de formar parte de su
equipo de trabajo como andlista quimico en el laboratorio de residuos téxicos y
contaminantes y por su amplia colaboracion para el uso de las instalaciones, equipo y
material de laboratorio para la realizacion de esta investigacion, asi como por todo el
apoyo incondicional brindado en todo momento para la constante actualizacion en
técnicas moleculares, formacion académica y de equipos de trabajo, gracias a el Ing.
José G. Muraira Gutiérrez en coordinacién con Gerardo Mendoza y su equipo de trabajo

en el laboratorio de Biologia Molecular.

[N

®©
IMSS

Al Centro de Investigacion Biomédicas del Noreste, de Instituto Mexicano del
Seguro Social, especialmente gracias Amada Torres Salazar y al Dr. Ricardo Martin
Cerda Flores por su amplia disposicién en todo momento, por sus sabias ensefianzas, y

sincera amistad.

A la Universidad Auténoma de San Luis Potosi

A Texas A&M University
Gracias al Dr. Andrés de la Concha y Dr. Jianhua Guo por la asesoria y donacion de

plasmidos y enzimas para sub-clonacion.

viil



A Lousiana State University

Gracias al Dr. Zhi-Yuan Chen por la donacién de el anticuerpo de la proteina inhibidora

de tripsina, 14 kDa como control positivo.

I NC STATE UNIVERSITY

A North Carolina State University
Gracias al Dr. Gary A. Payne por la donacion del clonas recombinantes de omt-A, y el

anticuerpo para deteccion mediante Western blot de la proteina recombinante OMTA.

A United States Departmente of Agriculture, Agricultural Research Service,

National Center for Agricultural Utilization Research

Gracias al Dr. S. W. Peterson por la donacion de cepas de Aspergillus spp ".

Souther Regional Research Center

Al Dr. Jiujiang Yu por la donacion de cepas recombinantes de ord-A.
Dr. Robert L. Brown por la donacion de la proteina IT de 14 kDa.

Dr. Kenneth Ehrlich por la donacion del cDNA de afIR y sus primers.
y al Dr. Deepak Bhatnagar por su apoyo en todo momento, amplia asesoria,

colaboracion.

X



Contenido
PAGINA DE TITULO

APROBACION DE TESIS DOCTORAL POR COMITE DE TESIS
APROBACION DE TESIS POR COMITE ACADEMICO
APROBACION DE TESIS POR COMISION DE EXAMEN
LUGAR DE TRABAJO

DEDICATORIA

AGRADECIMIENTOS

TABLA DE CONTENIDO

LISTA DE FIGURAS

APENDICES
ABREVIATURAS Y SIMBOLOGIA

Seccion

1.

o ©® N Nk wD

RESUMEN

TABLA DE CONTENIDO

ABSTRACT
INTRODUCCION
JUSTIFICACION
IMPORTANCIA
HIPOTESIS

OBJETIVOS
ANTECEDENTES
MATERIAL Y METODOS

9.1 Identificacion de especies de Aspergillus spp mediante el analisis de

rDNA.
9.1.1.
9.1.2.
9.1.3.
9.14.
9.1.5.

Disefio experimental

Iniciadores utilizados para amplificar rDNA de Aspergillus spp
Cepas de Aspergillus spp utilizadas para analisis de rDNA
Extraccion de DNA de Aspergillus spp

Condiciones de PCR utilizadas para amplificar las regiones ITS

Pag.

il
11

v

vi

vii

Xiii
X1V
XV

Pag.

O o0 9 N U W

25

25
26
27
27
29



TABLA DE CONTENIDO

(Continuacion)
Seccion Pag.
9.1.6. Digestion de los productos de PCR-ITS 29
9.1.7. Analisis filogenético de Aspergillus spp 30

9.2. Subclonacion de los genes omt-A y ord-A de Aspergillus flavus Link Ex 31

Fries y Aspergillus parasiticus Speare en E. coli.

9.2.1 Disefio experimental 32
9.2.2  Material bioldgico utilizado para subclonar el gen omt-A 33
9.2.3. Material bioldgico utilizado para subclonar el gen ord-A 34
9.2.4. Diseno de iniciadores para subclonacion el gen omt-A 34
9.2.5. Disefio de iniciadores para amplificacion del gen ord-A 35
9.2.6. Construccion del plasmido que exprese el gen omt-A 36
9.2.7. Construccion del plasmido que exprese el gen ord-A 37

9.2.8. Preparacion de células hospedero de E. coli calcio competentes 38

9.2.9. Transformacién de la cepa de E. coli DH5a con los plasmidos 38
subclonados.
9.2.10. Transformacion de la cepa de E. coli BL21(DEj3) 39

9.2.11. Verificacion y/o confirmacion de plasmido recombinante en 39

células hospedero.

9.2.12. Expresion de proteinas recombinantes OMTA y ORDA 40
9.2.13. Electroforesis de proteinas 40
9.2.14. Western blot 40
10 RESULTADOS 42

X1



TABLA DE CONTENIDO

Secciéon

DISCUSIONES
CONCLUSIONES
LITERATURA CITADA
APENDICES

RESUMEN CURRICULAR
PUBLICACIONES

(Continuacion)

Xii

Pag.
55
59
60
69
74
75



LISTA DE FIGURAS

Figura Nombre

1

W AW

10
11
12

13
14
15
16
17
18

Produccioén global de maiz

Distribucion de maiz y teosinte en México

Genes que codifican para la via biosintética de produccion de AF y ST.
Estrategia general para el analisis filogenético de Aspergillus spp.
Analisis de secuencias de DNA para PCR con el programa
computacional Amplify.

Estrategia general para sub-clonar los genes omt-A y ord-A

Analisis de secuencias de DNA para PCR con el programa
computacional Amplify.

Andlisis de secuencias de DNA para PCR con el programa
computacional Amplify.

Gel de agarosa al 0.8 % con 2 pl de extraccion de DNA método CTAB
de Aspergillus spp.

Gel de agarosa al 1.5% con 3 ul de PCR-ITS de Aspergillus spp.

Gel de poliacrilamida 10% con 3 ul de PCR-ITS de Aspergillus spp
Gel de poliacrilamida al 10% con 10 ul de productos de PCR-ITS de
Aspergillus spp. digeridos con la enzima Ddel

Analisis de grupos de Aspergillus spp.

Extraccion de DNA plasmido de pBluescript con el gen omt-A

Talla molecular del plasmido de pBluescriptOMTA

Plasmido pBluescriptOMTA.

Amplificacion del gen omt-A, mediante PCR

Corte a partir de gel de los fragmentos pET22b y gen omt-A digeridos

xiil

Pagina
17
17

25
26

31
34

35

42

42
43
43

44
45
45
46
46
47



Figura Nombre (continuacion)

19

20

21

22
23
24
25
26

27

28

29
30
31
32

Colonias de E. coli DH5a transformadas con el plasmido
pET22bOMTA

Confirmacion de subclonacion de E. coli BL21(DE3) con el plasmido
pET22bOMTA mediante PCR.

Colonias de E. coli BL21(DE;) transformadas con el plasmido
pET22bOMTA

SDSPAGE de BL21(DE3) pET22bOMTA

Western blot

Caracterizacion del plasmido pCR 2.1TAORDA.

Plasmido pCR 2.1TAORDA y pET30c digeridos

Colonias de de E. coli DHS5q, transformadas con el plasmido
pET30cORDA

Purificacion de DNA plasmido de E. coli DH5a pET30c y E. coli
DHS5a pET30cORDA

Confirmacion de subclonacion de E. coli DH5q con pET30cORDA
mediante PCR

Colonias de de E. coli BL21(DE;) pET30cORDA

SDS PAGE de E. coli BL21(DE3) pET30cORDA

SDS PAGE de E. coli BL21(DEs) pET30cORDA

Western blot

APENDICES

Determinacion de la proteina inhibidora de tripsina de 14 kDa
en variedades maiz de México mediante Western Blot
Implementacion de una sonda tipo Northern del gen regulador

de biosintesis de aflatoxinas en Aspergillus spp afl-R

Xiv

Pagina

48
48
49
49
50
50
51

51

52

52
53
53

54
54

67

71



ABREVIATURAS Y SIMBOLOGIA

Abreviatura o simbolo
HAVN
A

Aso0
MOPS
ADN
cDNA
rDNA
DNA
EDTA
NA
RNA
RNAm
18S
28S
5.8S

ATP
FDA
AFB;
AFB,
AF
PDA
AVN
AVNN
AVF
CTAB

Significado o descripcion
5°-hidroxiaverantina

Absorbancia

Absorbancia 600 nm

Acido 3-[N-Morfin] propansulfénico
Acido desoxiribonucleico

Acido desoxiribonucleico complementario
Acido desoxiribonucleico ribosomal
Acido desoxirribonucleico

Acido etilendiaminotetracético
Acido norsolorinico

Acido ribonucléico

Acido ribonucléico mensajero

Acido ribonucleico ribosomal 18S
Acido ribonucleico ribosomal 28S
Acido ribonucleico ribosomal 5.8S
Actividad de agua

Adenina

Adenostintrifosfato

Administracion de drogas y alimentos
Aflatoxina B,

Aflatoxina B,

Aflatixina

Agar Papa Dextrosa

Averantina

Averufanina

Averufina

Bromuro de cetil-trimetil-amonio

XV



Abreviatura o simbolo

CD

cm
CIBIN
CIRNE
BL21DE3

BL21DE;PLys

BL21

C

CoA

Cols.

M

TLC
HPLC
0OD600
USDA
dNTPs
LSD
DEPC
DHST
DH5a
DHOMST
DMDHST
DMST
CO;

SDS

Significado o descripcion (continuacion)

Caldo czapeck dox

Centimetros

Centro de Investigacion Biomédicas del Noreste

Centro de Investigaciones Regional del Noreste

Cepa Escherichia coli de expresion con genotipo: F- ompThsdS
B(rB'mB") galdcm (DEx)

Cepa Escherichia coli de expresion con genotipo: F- ompThsdS
B(rB'mB") galdcm (DE3) pLys

Cepa Escherichia coli de no clonacién, de no expresion con
genotipo: F- ompThsdS B(rB'mB’) galdcm

Citosina

Coenzima A

Colaboradores

Concentracion molar

Cromatografia en capa fina

Cromatografia liquida de alta resoluciéon

Densidad optica a 600 nm

Departamento de Agricultura de Estados Unidos
Desoxinucledsidos trifosfatados

Dietilamida del acido lisérgico

Dietilen-pirocarbonato

Dihidro-esterigmatocistina

Cepa Escherichia coli de clonacion
Dihidro-Orto-metilesterigmatocistina
Dimetildihidroesterigmatocistina (ST)
Dimetilesterigmatocistina

Dioxido de carbono

Dodecil sulfato de sodio

xvi



Abreviatura o simbolo
SDS-PAGE
ELISA
OMT-A
ORDI1

Taq

HinD III
Dde I
Sma |
BamH I
Not I

Sp

Spp

USA

ST

RFLP
omt-A
ord-A
afl-R

°C

NaOH
h

IS
INIFAP

kb
kDa

Significado o descripcion (continuacion)
Electroforesis en geles de poliacrilamida-SDS
Ensayo de inmunoadsorcion ligado a enzima
Enzima orto-metiltransferasa

Enzima oxidoreductasa

Enzima que polimerasa DNA proviene de Thermus aquaticus

Enzima que reconoce la secuencia 5'-AVAGCTT-3’
Enzima que reconoce la secuencia 5'CVTNAG-3’
Enzima que reconoce la secuencia 5'-CCCVGGG-3’
Enzima que reconoce la secuencia 5'-GNGATCc-3’
Enzima que reconoce la secuencia 5'-GCNGGCCGC-3’
Especie

Especies

Estados Unidos de América

Esterigmatocistina

Fragmentos polimoérficos de restriccion

Gen que codifica para la enzima orto-metiltransferasa
Gen que codifica para la enzima oxidoreductasa

Gen regulador de la ruta biosintética de AF

Grados Celsius

gramos

Guanina

Hidroxido de sodio

horas

indice de similitud

Instituto Nacional de Investigaciones Forestales Agricolas y

Pecuarias
Kilo bases

Kilo daltons

xvii



Abreviatura o simbolo
Kpb

L

uv

m

A&M

LB

SEVAG

Hg

ul
MEB
mA
mg

ml

min
ng
NCBi
NL
No

O-MST
Pag

pb

ppb
ppm
pmol

RAPD

Significado o descripcion (continuacion)
Kilo pares de bases

Litro

Luz ultravioleta

Marcador de peso molecular

Medio Adie y Metals

Medio Luria Bertoni

Mezcla de cloroformo-alcohol isoamilico 24:1 v/v.
Microgramo

Microlitro

Microlitros

Microscopia electronica de barrido

Mili Amperios

Miligramos

Mililitro

Milimetro

Minutos

Nanogramos

National Center Biotecnological Information
Nuevo Ledn

Numero

Numero de veces la concentracion con respecto a la de trabajo
Orto-metilesterigmatocistina

Pagina

Pares de base

Partes por billon

Partes por millon

Picomoles

Polimorfismo de ADN amplificado al azar

XViii



Abreviatura o simbolo

AFLP
RFLP
SSCP
%

pH
PCR
ITS

Rf
rpm
seg
TBE
TE
SRRC
ST
0sOq4
T
RT-PCR
Tris-NaCl
Tris

U
UANL
VERA
VERB
VAL
VHA
v

Vol

v/v
et al

Significado o descripcion (continuacion)
Polimorfismo de tramos de fragmentos amplificados
Polimorfismo de tramos de fragmentos de restriccion
Polimorfismos conformacionales de cadena sencilla
Porciento

Potencial de hidrogeno

Reaccion en cadena de la polimerasa

Secuencias de trascripcion intergénica

Relacion de frentes

Revoluciones por minuto

Segundos

Solucién amortiguadora tris-boratos-EDTA
Solucién amortiguadora tris-EDTA

Southern Regional Research Center
Sterigmatocistina

Tetradxido de osmio

Timina

Transcriptasa reversa-reaccion en cadena de la polimerasa

Tris[hidroximetilJaminometano-cloruro de sodio
TRIZMA® Base. Tris[Hidroximetil]aminometano
Unidades de actividad enzimatica

Universidad Autonoma de Nuevo Leon
Versicolorina A

Versicolorina B

Versiconal

Versiconal hemiacetal acetato

Voltios

Volumen

Volumen / volumen
Y colaboradores

Xix



1. RESUMEN

Los mohos del género Aspergillus causan el deterioro de muchos productos alimenticios,
debido a su crecimiento y/o a los productos metabdlicos de la invasion flingica, los
cuales suelen ser muy toxicos tanto para el hombre como para otros animales. Es por
esto que la deteccion e identificacion tanto de los hongos como de las toxinas son muy
importantes para poder proponer medidas para su control y/o eliminacion.
Tradicionalmente la identificacion de estos hongos se hace en base a las caracteristicas
macro y micromorfoldgicas, pero actualmente se han desarrollado métodos
inmunologicos rapidos para su identificacion y técnicas moleculares en base al
polimorfismo del DNA nuclear, ribosomal o mitocondrial, para estudios a nivel intra- e
inter-especifico. El objetivo de este trabajo fue el de poder identificar a A. flavus de otros
Aspergillus spp de importancia médica y econémica a partir de cultivos microbiologicos,
amplificando mediante PCR, las secuencias intergénicas de los Aspergillus spp y
mediante digestion enzimatica ver los patrones electroforéticos en un analisis de PAGE,
asi como subclonar intermediarios de la ruta biosintética de aflatoxinas en E. coli como
sistema de expresion de proteinas recombinantes, con objeto de que en investigaciones
futuras se puedan generar anticuerpos policlonales y con esto, una técnica de deteccion
de intermediarios de la ruta biosintética de aflatoxinas tipo ELISA. Se utilizaron 9
especies de Aspergillus (A. orizae, A. tamarii, A. pseudotamarii, A. sojae, A. niger, A.
flavus, A. ochraceus, A. terreus, Eurotium chevalieri) cuya digestion de productos
amplificados del rDNA por PCR-ITS fueron analizadas mediante PAGE y fue posible
detectar un patrén electroforético caracteristico con el que se puede identificar 6 de ellas
(A. flavus, A. terreus, Eurotium chevaliery, A. ochraceus, A. orizae y A. niger), y otras 3
especies de Aspergillus (A. sojae, A. pseudotamarii y A. tamarii), obtuvieron el mismo
patron electroforético con el que se puede diferenciar de las otras 6 pero no entre ellas.
Ademas, se sub-clonaron o los genes intermediarios de la ruta omt-A y ord-A de la
biosintesis de aflatoxinas, para que en futuras investigaciones sea posible el desarrollo
de un método diagndstico tipo ELISA y de esta manera evitar el uso de estandares de
aflatoxinas en los métodos convencionales y de una manera indirecta inferir que esta

activa esta ruta de biosintesis.



2. ABSTRACT

Species of Aspergillus can grow on many food products, and some of their metabolic
products could be toxic for man and animals. The traditional identification process for
these fungi is based on macro and micro morphological characteristics, but currently
new immunological rapid methods and molecular techniques based on nucleotide
sequence polymorphism from nuclear, ribosomal or mitochondrial DNA for studies at
intra or inter specific level, have been developed. The objectives of this investigation
were 1) identify A. flavus from other Aspergillus species that are important in health or
industry, using amplification of intergenic ribosomal sequence and its electrophoretic
analysis bye PAGE. 2) to subclone two intermediate enzymes before of the aflatoxin
biosynthetic pathway on an E. coli system to obtain recombinant protein as a source for
future studies on the potentiality of strains to produce aflatoxins. The isolates of
Aspergillus spp (A. orizae, A. tamarii, A. pseudotamarii, A. sojae, A. niger, A. flavus, A.
ochraceus, A. terreus, Eurotium chevalieri) were analyzed by restriction analysis of
PCR-ITS amplification from rDNA. Six species were differentiated using this technique
(A. flavus, A. terreus, Eurotium chevaliery, A. ochraceus, A. orizae y A. niger). The
other (A. sojae, A. pseudotamarii y A. tamarii) have the same electrophoretic pattern.
The omt-A and ord-A genes were sub-cloned on E. coli and the protein product
expressed. These procedures are alternative methods to those previously established and

open new field of research.



3. INTRODUCCION

En México, el maiz es ampliamente cultivado e incluso es importado a fin de abastecer
las necesidades de consumo, debido a que es la base nutricional de los mexicanos. Este
grano frecuentemente es atacado por especies de hongos del genero Aspergillus, que
presentan una gran diversidad y variabilidad en la naturaleza. La contaminacion del maiz
puede presentarse en los diferentes procesos a los que esta sujeto, como precosecha,
cosecha, almacenamiento, manejo, distribucion o consumo (en los refrigeradores de los
consumidores como subproductos del maiz). Para determinar la calidad del maiz para
uso alimenticio, uno de los pardmetros a medir es el nivel de aflatoxinas (AF) presentes
en el grano. Estas toxinas son metabolitos secundarios producidos por los hongos
imperfectos Aspergillus flavus y A parasiticus, los cuales son carcinogénicos potentes
producidos naturalmente y pueden contaminar sustratos ricos, como oleaginosas,
cereales y sus derivados, cacahuate, nueces y harinas. Por otra parte si estos sustratos se
usan ya contaminados como alimento para ganado entonces se pueden encontrar AF en
su leche y productos lacteos derivados, convirtiéndose en una amenaza potencial para la

salud (Lillehoj, 1986).

La contaminacion por AF ha sido reportada practicamente en todo el mundo. La
Administracion de Alimentos y Drogas (FDA-USA) prohibe el comercio de granos para
alimento que contengan mas de 20 partes por billén (ppb) de esta toxina, pero en México
la contaminacién en maiz frecuentemente supera los niveles de 20 ppb. Los principales
estados mexicanos que reportan contaminaciones en maices son Tamaulipas, Chiapas,
Morelos y Oaxaca, en donde en el noreste de México, se reportd el 98% de la
produccion de maiz con mas de 20 ppb durante 1989, en 1991 la contaminacion del
hongo fue de un 23%, y fue reducido hasta menos de 1% en 1992 mediante un plan
regional de medidas preventivas (Rodriguez, 1992). No es sencillo prevenir el
crecimiento fingico en los granos, aunque, hay genotipos de maiz que son resistentes y
otros que son susceptibles al ataque de hongos y contaminacion por AF, directamente
proporcional a la expresion de una proteina inhibidora de tripsina de 14 kDa (IT-14kDa),
con alta, baja o nula expresion de ella. En México se cuenta con variedades de maiz que

expresan dicha proteina (APENDICE A, datos no publicados atin).



Se han desarrollado métodos alternativos de deteccion de AF con el objeto de
evaluar el grado de contaminacion de los productos vegetales y por ende permitir la
toma de decisiones con respecto al manejo posterior de ellos. Entre ellos sobresalen las
cromatografias liquidas de alta resolucion y la de capa fina, ensayos inmunoenzimaticos
como la ELISA y la basada en fluorometria (Aflatest®). Todos ellos son eficientes en su
deteccion, aunque varian en complejidad, sensibilidad, manejo y costo. Sin embargo, en
los ultimos afios se ha simplificado la deteccion de micotoxinas, debido al
reconocimiento oficial de los métodos inmunoldgicos. La ruta biosintética de la
produccion de AF involucra varios pasos enzimaticos en donde el gen regulador de
dicha biosintesis afl-R codifica para una proteina de unién al DNA (Chang et al., 1993).
Se ha determinado que es importante la determinacion de la expresion mediante una
sonda tipo Northern en un cultivo de Aspergillus spp, para indicar que dicha biosintesis
esta activa (APENDICE B, datos no publicados atin). Debido a esto la subclonacion de
los genes que codifican a otras enzimas previo a la biosintesis de AF ord-A y omt-A es
de suma importancia, ya que pudiera representar un predmbulo para realizar
investigaciones futuras con el fin de purificar las proteinas recombinantes ORDI1 y
OMTA e inducir anticuerpos policlonales para la implementacion de un método
diagnostico tipo ELISA que permita determinar la presencia de estos intermediarios de
la ruta biosintética de AF, sin requerir de los estandares de AF, que son dificil de
conseguir y de manejo peligroso, en los protocolos utilizados de rutina en los
laboratorio. Las cuentas de hongos son atn incluidas en los requerimientos de control de
calidad para muchos alimentos. Los métodos tradicionales que han sido usados para
determinar la presencia de AF son trabajosos, tardados, caros, requieren de micologos
expertos, y sobre todo no permiten la especificacion de las cepas micotoxigénicas. La
clasificacion del género Aspergillus esta basada principalmente en las caracteristicas
morfologicas, y para ello se requiere de micologos expertos en el cultivo e identificacion
de hongos, por lo que recientemente se han utilizado técnicas basadas en el andlisis de
DNA para estudios taxonomicos y filogenéticos, como la digestion de productos
amplificados de genes ribosomales (rDNA) mediante PCR-ITS, los cuales han sido
utilizados para los estudios filogenéticos e identificacion de Aspergillus spp (Kumeda y
Asao, 1996)



4. JUSTIFICACION

En Meéxico, el maiz es ampliamente cultivado e importado para abastecer las
necesidades de consumo y éste, frecuentemente es contaminado con micotoxinas de
Aspergillus, debido a la invasion del hongo saprobio oportunista sin capacidad
patogénica, asi las cepas de A. flavus suelen infectar antes de la cosecha a semillas de
algodon, cacahuate nuez o granos de maiz en crecimiento, durante el almacenamiento,
manejo, distribucion y consumo. Las toxinas se producen poco después de la infeccion
de las mazorcas a la temperatura ambiente y en dos dias se puede alcanzar una
concentracion de 200 ng/g, llegando a 2,000 ng/g luego de nueve dias a 26-34°C,
causando un grave problema econémico y de salud. En México se han reportado brotes
de intoxicaciones por ingesta de maiz contaminado causados por malas condiciones de
almacenaje, combinado con factores ambientales favorables. Los insectos también
podrian favorecer la transmision del hongo, por el dafio fisico que le hacen al grano, y
con ello el hongo pueda entrar facilmente al grano, o porque el insecto mismo lleve las
esporas del hongo entre los granos de una misma mazorca y entre las mazorcas de un
mismo cultivo. Otro factor que favorece la contaminacion del maiz por aflatoxinas es el
estrés hidrico de la planta asociado con altas temperaturas, asi como, una escasa
disponibilidad de fuente nitrogenada en el suelo, o un exceso de la misma. Es dificil
evitar la exposicion a las AF porque no es sencillo prevenir el crecimiento fingico en los
granos y otros productos. La aplicacion de insecticidas limita el dafio por insectos, pero
no suele eliminarlos ni evita la infeccion fingica de los granos. La aplicacion de un
paquete tecnoldgico para el manejo agrondmico del maiz minimiza los riesgos de
aflatoxinas en campo, el cual incluye la determinacién y/o identificacion de hongos
micotoxigénicos en los diferentes procesos de produccion, asi como de la determinacion
de micotoxinas incluyendo las aflatoxinas. El realizar un diagnéstico rapido de
contaminacion de hongos micotoxigénicos y/o de intermediarios de la ruta biosintética
de aflatoxinas, ayudaria a una oportuna toma de decision en las medidas preventivas de

contaminacion y/o control.



5. IMORTANCIA

La clasificacion del género Aspergillus esta basada principalmente en las caracteristicas
morfologicas. Para esto se requiere de micologos expertos en el cultivo e identificacion
de hongos. Sin embargo existen nuevas alternativas usando técnicas genéticas. Las
secuencias ITS (Genes del espacio I, Il y de RNAr 5.8) son variables en su composicion
nucleotidica y puede ser usado para diferenciar especies o poblaciones. Las técnicas
basadas en el andlisis de secuencias de genes ribosomales (rDNA) para estudios
taxonomicos y filogenéticos, mediante la digestion de productos amplificados por PCR,
nos permiten establecer patrones electroforéticos especificos de los fragmentos para
especies de Aspergillus de importancia biotecnologica, clinica y alimentaria, como un

método alternativo en la identificacion y diferenciacion de especies.

La utilizacion de los anticuerpos de productos de genes involucrados en la
biosintesis de AF combinados con técnicas de PCR podria conferir la posibilidad de
detectar la contaminacion con base a un metabolito intermediario pero especifico de la
ruta para la produccion de AF que estuviera presente en alimentos y granos. Esto
facilitaria en mucho la deteccion del hongo y la potencialidad de contaminacion del
alimento, evitando el uso y manejo de la aflatoxina por el peligro que representa. Es de
suma importancia el subclonar los intermediarios de la ruta biosintetica de aflatoxinas,
previos a su produccion, como lo es el subclonar los genes omt-A y ord-A. En
investigaciones futuras podrian ser utilizados en la produccion y purificacion de las
proteinas recombinantes OMTA y ORDA, para inducir la produccion de anticuerpos

policlonales y con ello generar una técnica tipo ELISA.



6. HIPOTESIS

Es posible desarrollar técnicas alternativas para la identificacion de Aspergillus spp y la

determinacion de su potencialidad en la produccion de aflatoxinas.



7. OBJETIVOS

1.- Identificacion de especies de Aspergillus spp mediante el analisis de rDNA.
2.- Subclonar los genes omt-A y ord-A de Aspergillus flavus Link Ex Fries y Aspergillus

parasiticus Speare en E. coli.



8. ANTECEDENTES

Hongos:

Los hongos son ubicuos en el medio ambiente, son saprofitos primarios, utilizando
material organico sin vida como fuente de nutrientes y reproduccion. Muchos de estos
saprofitos pueden colonizar material organico dafiado por humedad. Durante los
procesos de digestion, los hongos pueden secretar enzimas para degradar los compuestos
complejos en compuestos simples, los cuales son entonces asimilados y digeridos por el
hongo y como resultado pueden producirse micotoxinas, las cuales se ha determinado
que son producidos para competir contra otros microorganismos. Hay mas de 200
micotoxinas reconocidas, sin embargo, el estudio de las micotoxinas y sus efectos en la
salud humana es una area de oportunidad de estudio, ya que hay mucho por descubrir

(AMC, 2004)

Micotoxinas:

Las micotoxinas son metabolitos secundarios de ciertos hongos que ejercen efectos
toxicos sobre los animales y los seres humanos. Dichos efectos sobre la salud animal y
humana se conocen como micotoxicosis, cuya gravedad depende de la toxicidad de la
micotoxina, del grado de exposicion, de la edad y el estado nutricional del individuo, y
de los posibles efectos sinérgicos de otros agentes quimicos a los que esté expuesto. Las
micotoxinas tienen estructuras muy diversas, pero todas son compuestos organicos de

masa molecular relativamente baja (Peraica et al.,1999).

Los efectos adversos de los mohos y los hongos se conocian ya en la antigiiedad.
Por ejemplo, por lo menos 10 de las plagas en el antiguo Egipto son recordadas en el
Exodo que pudieron ser asociadas con contaminacion de micotoxinas en alimentos
(Schoental, 1984; Marr y Malloy 1996). La plaga de Atenas en aproximadamente 430 a.
C. pudo ser atribuida a la ingesta de alimentos contaminados (Peraica et al., 1999). En

los siglos VIII y VII a. C. Se instaur6 el festival de las Rabigalia en honor del dios
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Robigus, quien era responsable de proteger el grano y los arboles, se celebraba el 25 de
abril, por ser la época del afio en la que era mas probable que las cosechas resultaran
atacadas por los hongos. En la Edad Media, los brotes de ergotismo causados por
alcaloides ergoticos de Claviceps purpurea alcanzaron proporciones de epidemia,
mutilando y matando a miles de personas en Europa. El ergotismo se conocia también
como ignis sacer (fuego sacro) o fuego de San Antonio, porque a la sazon se creia que
una peregrinacion al santuario de San Antonio aliviaria la intensa sensacion de
quemazodn que padecia las personas. Las victimas del ergotismo estaban expuestas a la
dietilamida del acido lisérgico (LSD), sustancia alucinégena que se producia durante el
horneado del pan elaborado con trigo contaminado por el cornezuelo del centeno, asi
como a alcaloides de la belladona procedentes del fruto de la mandréagora, utilizado para
tratar el ergotismo (Dongen y Groot, 1995). Aunque éste no tiene ya consecuencias tan
importantes para la salud publica, informes recientes indican que hoy por hoy siguen

siendo posibles los brotes de micotoxicosis humana (Peraica et al.,1999).

Algunas micotoxicosis han desaparecido gracias a medidas de higiene mas
rigurosas. Por ejemplo desde hace varias décadas no se registra ningin caso de beriberi
cardiaco agudo maligno por la citroviridina (enfermedad del arroz amarillo o shoshin-
kakke en Japonés), tras suprimirse en los mercados la venta de arroz mohoso. La
citreviridiana es un producto metabolico de Penicillium citreonigrum, que crece
rapidamente en el arroz almacenado tras la cosecha, sobre todo en las regiones mas frias
del Japon. Otra micotoxicosis de la que no se registran casos desde hace décadas es la
aleuicia toxica alimentaria, frecuentemente en los decenios de 1930 y 1940 en la URSS.
Se debia a la accion de los tricotecenos producidos por cepas de Fusarium en el grano

sin cosechar (Peraica et al.,1999).

El interés general por las micotoxinas aumentd en 1960, cuando se declaré en
animales de granja de Inglaterra una micotoxicosis transmitida por el pienso y
denominada enfermedad X del pavo, de la que més tarde se comprob6 que era causada
por aflatoxinas. Se descubri6 ulteriormente que é€stas son hepatocarcinogénicas en

animales y seres humanos, lo que foment6 la investigacion sobre las micotoxinas. Las
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micotoxinas son metabolitos secundarios de hongos que son daiiinos para la salud
humana y animal. Las AF, tricotecenos (Toxinas T2 y DON) y fumonosinas son de
mayor importancia por contaminar cultivos de plantas y como resultado, afectar con ello
la economia agricola y la inocuidad de alimentos para consumo humano o animal (Yu et

al., 2004).

Aspergillus, caracteristicas generales:

Los mohos del género Aspergillus causan el deterioro de muchos productos alimenticios,
ricos en acidos grasos y carbohidratos, y sus productos metabolicos producidos en su
invasion fungica suelen ser toxicos, tanto para consumo humano como de animales,
aunque especies como A. niger, A. sojae, 0 A. oryzae, son de interés industrial o se
emplean en la fermentacién de alimentos en ciertas regiones y no producen toxinas
(Kozakiewicz, 1989). El color es la principal caracteristica microscopica para la
identificacion de los grupos de Aspergillus, los cuales poseen distintos tonos de verde,

pardo, amarillo, blanco, gris y negro (Carrillo, 2003).

Meétodos para la identificacion de las especies:

Debido a la necesidad de verificar la presencia de estos hongos para orientar la busqueda
de micotoxinas en un producto determinado, desde hace mucho tiempo se ha utilizado la
identificacion tradicional la cual se basa en caracteristicas macro y micro morfolégicas
en diversos medios de cultivo incubados a distintas temperaturas. Actualmente, se han
desarrollado métodos inmunoldgicos rapidos para la identificacion de los hongos
contaminantes de granos y otros productos vegetales para estudios a nivel intra e inter
especifico. También se han desarrollado técnicas moleculares en base al polimorfismo
de DNA nuclear, ribosomal y mitocondrial, como lo son el polimorfismo de tramos de
fragmentos amplificados, el polimorfismo de tramos de fragmentos de restriccion y el
polimorfismo del DNA amplificado al azar, los cuales han sido utilizados para diversos
estudios de filogenia y diferenciacion o identificacion de diversos organismos (Carrillo,

2003).
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Aflatoxinas (AF):

Son metabolitos secundarios producidos por una ruta biosintética comin con la
esterigmatocistina (ST) a partir de un precursor policetonico, los cuales contienen un
nucleo coumarina fusionado a un bifurano y a una estructura pentanona en el caso de la
aflatoxina B, sustituida por lactona de seis miembros en la aflatoxina G. Las letras By G
se refieren al color de la fluorescencia (azul y verde) observada bajo luz UV y los
subindices ; y » indican el componente mayor y menor respectivamente. Poseen altos
puntos de fusion: B; 268-269°C, B, 286-289°C, G; 244-246°C, G, 237-240°C, M,
299°C, M, 330°C. En estado puro son polvos cristalinos que se descomponen al alcanzar
el punto de fusion. Se han encontrado estas toxinas con mas frecuencia sobre

oleaginosas aunque también en cereales, especialmente en zonas célidas (Carrillo, 2003).

Las AF M, y M; son el producto metabdlico hidroxilado de las AF B; y B,. Se
ha determinado que 1% de AFM, es excretada en leche después de consumir AFB; con
el forraje (Moss, 1991). En condiciones optimas A. flavus produce a los 15 dias 300 ng
de AF por ml del medio de cultivo YES (15% de sacarosa y 2% de extracto de
levadura), a 30 °C y actividad del agua de 0.99 (Carrillo, 2003).

No se han encontrado las AF B,, G; o G, en ausencia de B; (Henry et al., 1998).
Se ha demostrado que el nitrato reprime la sintesis de algunos intermediarios de AF en
A. parasiticus (Feng y Leonard 1998) y favorece la produccion de esclerocios (son
estructuras formadas por micelio aglomerado en forma de bolitas, que sirven de medio
de conservacion en toda condiciones no favorables para su crecimiento, ademas de servir
como medio de distribucion en el aire y/o insectos) por A. flavus. A pH 4 o menor la
formacion de esclerocios se reduce un 50% mientras la produccion de AF esta a su

maximo nivel (Calvo et al., 2002).

El rango de temperatura para la produccion de AF es 7.5-12 a 40-41°C segun los
hongos y las condiciones experimentales. Una humedad relativa menor del 85% detiene
el crecimiento de los hongos productores de estas toxinas, lo que corresponde a un

contenido de humedad de mas de 16 % y una actividad de agua del 0.85. A. flavus, A.
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pseudotamarii y algunas cepas de A. caelatus producen AF B; y B, mientras que A.

parasiticus y A. nomius forman ademas AF G, y G, (Ito et al., 2001).

Las cepas africanas y argentinas de A. flavus var. parvisclerotigenus producen
también AF G; (Cotty y Cardwell, 1999; Novas y Cabral, 2002). Hay mayor porcentaje
de cepas de A. parasiticus que producen toxinas aflatoxigenicas en comparacion con A.
flavus (Widstrom, 1992). A. flavus, A. parasiticus y A. nomius crecen moderadamente a

42°C pero A. pseudotamarii y A. caelatus no pueden desarrollarse (Ito et al., 2001).

Factores bioldgicos que afectan la biosintesis 6ptima de AF:

La produccion de AF depende de la cepa y de su variabilidad. A. flavus produce las AF
B, y B,, en cambio A. parasiticus produce las AF By, B, Gy G,. Los microorganismos
que se encuentren en el lugar donde se desarrolla Aspergillus spp puede competir de
varias maneras y afectar la produccion de AF, ya que los microorganismos presentes
metabolizan las AF, alteran el metabolismo de Aspergillus spp, por la disponibilidad de
sustrato o por producir condiciones desfavorables para la produccion de AF. La
produccion de AF también depende del tamano del inoculo de Aspergillus spp. Con
in6culos pequeios, existe mas ramificacion del micelio y por lo tanto se incrementa la

sintesis de AF (Ellis et al., 1991).

Factores quimicos que afectan la biosintesis 6ptima de AF:

La biosintesis de AF dependera del tipo de sustrato en que se desarrolle el hongo, y su
produccion Optima sera cuando éste sea rico en carbohidratos y dcidos grasos los cuales
favorecen la sintesis de estas toxinas, asi como dependiendo de la disponibilidad de los
nutrientes como glucosa, fructosa, sucrosa, glicina, glutamato, prolina, aspartato,
alanina, glutamina. La disponibilidad de cadmio, magnesio y zinc, también favorecen su
biosintesis, en cambio la inhiben los agentes antiflingicos como el acido propionico y el

acido sorbico (Ellis etal., 1991).
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Factores del medio ambiente que afectan la biosintesis 6ptima de AF:

Las condiciones de temperatura de 25 a 30 °C, favorecen una 6ptima produccion de AF,
asi como la actividad de agua (Aw) de 0.95 a 0.99. Una Aw de menos de 0.85 no es
adecuada para la biosintesis de AF. La cantidad del CO; presente en el sustrato también
afecta su biosintesis, mas de un 10% de CO, inhibe la sintesis de AF. La cantidad de luz
presente en el medio ambiente donde se desarrolle Aspergillus aflatoxigénico, es
inversamente proporcional a la cantidad de AF presente en la muestra, ya que la luz
degrada la AF producida. El potencial de hidrogeno (pH) afecta también la produccion

de AF, ya que a condiciones acidas se inhiben su produccion (Ellis etal., 1991).

Actividad Bioldgica de las AF:

Las AF se consideran cancerigenos hepaticos humanos, de las cuales la més potente es la
toxina Bj, mientras que la M, tiene una potencia diez veces menor (Henry et al., 1998).
Se ha establecido que el consumo de AF y la infeccion con el virus de hepatitis B tienen
una accion sinérgica en el organismo, ya que se ha reportado que cuando hay una
disminucion de la ingesta de AF en personas portadoras del virus de la hepatitis B, hay
disminucion de la probabilidad de desarrollar el cancer de higado (Herrman y Walker,
2000). En estudios de leche materna de 14 madres tailadensas de un total de 60, se
detect6 un promedio de 23 ng de AF M,/L con un rango entre 4 y 6.372 ng/L (Carrillo,
2003). En otro estudio se detectdé AF en el 38% de las muestras de sangre de cordon
umbilical de neonatos con ictericia en Nigeria, asi como en muestras postmortem de

nifios en Malasia, los cuales sufrieron encefalopatia hepatica aguda (Henry et al., 1998 ).

La exposicion a las AF también se produce por el polvo suspendido en el aire
generado durante la cosecha en el campo (67 ng/m’), la descarga de los granos (92
ng/m’), la limpieza de los silos (4849 ng/m’) y las operaciones de alimentacion animal
(421 ng/m3) (Selim et al., 2002), los cuales estan asociados a un aumento de la
incidencia de tumores en las vias respiratorias superiores (Henry et al., 1998). Los
valores DLs oral para perro, rata, mono y pollo son respectivamente 1, 57, 2-8 y 7-8 mg

de aflatoxina Bi/kg de peso corporal (Wyatt, 1991).
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Determinacion de AF:

Se buscan las AF en los productos alimenticios y forrajeros con fin de conocer factores
de riesgo para la salud a consecuencia de su consumo, pero muchas veces hay que
comenzar por el asilamiento e identificacion de los hongos para prever cuales toxinas
podrian estar presentes. Un método relativamente sencillo es el ensayo conocido como
ELISA, de las siglas en inglés Enzyme Linked Immunogenic Assay. El analisis
cuantitativo de las AF se hace mediante cromatografia liquida de alta presion (HPLC)
con deteccion por espectrofotometria, fluorometria o espectrometria de masas, otra
técnica mas sencilla pero menos sensible es la cromatografia en capa fina (TLC) con
densitometria de las manchas fluorescentes o coloreadas; y también se han desarrollado
inmunoensayos los cuales son muy sensibles debido a que hay una interaccion altamente
especifica entre el anticuerpo y la toxina. También se ha desarrollado la cromatografia
de afinidad, usando una columna con anticuerpos monoclonales, la cual permite obtener
un eluido con la AF pura para posteriormente hacer su determinacion por fluorometria o

espectrofotometria (Carrillo, 2003).

Regulacion de la presencia de AF:

Se han establecido limites, establecidos sobre la concentracion de AF permitidos, que
varian en los paises y se han establecido con el fin de proteger la salud humana y animal.
Por ejemplo la Administracion de Alimentos y Drogas (FDA) de Estados Unidos
establecio como limites méaximos la concentracion de 20 pg/kg (ppb) para granos y otros
forrajes destinados a la crianza animal y vacas lecheras. Canada acept6 el limite de 50
ng de AF M,/L (ppb) de leche, propuesto por la Comisiéon Codex sobre Contaminantes y
Aditivos Alimentarios (FAO-WHO). Un ng/kg de peso corporal/dia de AF B; o aln

menos contribuye al riesgo de contraer cancer hepatico (Codex, 2001).

Limites de AF para consumo animal en México se rigen bajo la norma oficial
mexicana, los cereales con una concentracion mayor de 20 pg/kg (ppb) de AF y que se
destinen para consumo directo o como parte de alimentos procesados, deberan ajustarse
a lo dispuesto por especie en la etapa de produccion del producto como limite maximo

en pg/kg, por ejemplo, en aves excepto pollos de engorda, el limite maximo es 100
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ug/kg, en cerdos de 25 a 45 kg es 100 pg/kg, en cerdos mayores de 45 kg es 200 pg/kg,
en cerdos maduros destinados a reproduccién es 100 pg/kg; en rumiantes maduros

destinados a la reproduccion es 100 pg/kg y en rumiantes de engorda en etapa de

finalizacion es 300 pg/kg (NOM-188-SSA1-2002).

Métodos de control:

Se han desarrollado estrategias para controlar el crecimiento de los hongos productores
de AF. Se ha establecido que para granos de maiz enteros, una humedad del 16%,
amoniaco al 2% durante 1 h a 55 atmoésferas de presion y 40-45 °C, destruye hasta el
93% de las toxinas. También se ha establecido que un substrato contaminado tratado con
hipoclorito de sodio al 0.5-1% a pH 4 degrada las AF B, y G, a cualquier temperatura,
pero B, y G, disminuyen con calentamiento, eliminandose tnicamente a 100°C. Hay
poco efecto sobre AF B en el tratamiento con bisulfito de sodio al 1% a 20°C, y persiste
solo el 10% a 100°C. Desafortunadamente se observa igual cantidad residual después del
tratamiento con persulfato de amonio al 0.1% a 20°C y con agua oxigenada al 0.1% a 60

°C (Carrillo, 2003).

En almidon de maiz, la molienda himeda reduce la concentracion de toxinas a
1% del valor que tenia en los granos de su origen y la seca a 10%. Ademas se ha
encontrado que el contenido de AF disminuyé de un 50-80% con el tostado de los
cacahuates. Sin embargo, también se ha observado que se concentra 3 a 6 veces la AF

M, durante la elaboracion de los quesos (Henry et al., 1998; Carrillo, 2003).

Presencia de AF en maiz:

El maiz es el cereal mas ampliamente cultivado en todo el mundo, por su capacidad de
adaptarse a un amplio rango de medios ambientes. Los paises, los cuales tienen alto
consumo anual de maiz per capita (Kg) son, Malawi (137), México (127), Zambia
(113), Guatemala (103), Honduras (98), Sur Africa (94), El Salvador (93), Kenya (93),
Zimbabwe (89), Lesotho (87), Venezuela (68), Nicaragua (56).
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El principal uso del maiz en paises industrializados como Canadd y Estados
Unidos es para alimento para animales en forma de grano o vendido como alimento
industrial para animal y como materia prima para industria de extraccién como fructosa,
almidon, glucosa, dextrosa, asi como etanol mas usado como aditivo en gasolina, solo un
porcentaje pequefio es para consumo humano como jarabe de maiz, hojuelas de maiz,

harina, pan de maiz, maiz dulce y palomitas de maiz.

,} } [“' J Cada sefial representa ,".“ by
I (( .| aprox. 75,000 t por aio &

Figura 1. Produccion global de maiz (ENV/IM/MONO, 2003)

A diferencia de paises en desarrollo como en México, el maiz es un producto
basico y un ingrediente importante en la dieta, para hacer tortillas, tamales y tostadas; en
grano como pozole, pinole y pozol; en tallo para construir cercas; con Ustilago maydis
para alimentarse. Globalmente, solo el 21 % de la produccion total de grano es

consumido como alimento

Produccion de maiz
Ton por afio
W55
05-15
01-05

Figura 2. Distribucion de maiz y teosinte en México (ENV/JM/MONO, 2003)
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El maiz es frecuentemente atacado por plagas de insectos y roedores y/o por
hongos toxigénicos en los diferentes procesos a los que esta sujeto como lo son
precosecha, cosecha, almacenamiento, secado, transportacion, manejo, distribucion y
consumo, causando un grave problema econdémico y de salud. En México se han
reportado brotes por ingesta de maiz contaminado causados por malas condiciones de

almacenaje, combinado con factores ambientales favorables (Brown, 2004c; Bucio-

Villalobos, 2001).

La asociacion entre A. flavus y la planta de maiz en el campo no termina con la
cosecha pues se han encontrado AF en los rastrojos y esclerocios (Widstrom, 1992). Se
ha establecido que la contaminacion de los productos agricolas con micotoxinas de
Aspergillus se debe a la invasion del hongo saprobio oportunista sin capacidad
patogénica, asi las cepas de A. flavus suelen infectar antes de la cosecha a semillas de

algodon, cacahuate o granos de maiz en crecimiento (Lillehoj, 1992).

La elaboracion de las toxinas se produce poco después de la infeccion de las
mazorcas a la temperatura ambiente y en dos dias puede alcanzar una concentracion de
200 ng/g, llegando a 2,000 ng/g luego de nueve dias a 26-34°C. Se observa una gran
variacion de la contaminacion fingica, generalmente transmitida por insectos, entre los

granos de una misma mazorca y entre las mazorcas de un mismo cultivo.

Se ha establecido que el estrés hidrico de la planta asociado con altas
temperaturas, es la principal causa de contaminacion. Sin embargo, también contribuyen
una escasa disponibilidad de fuente nitrogenada en el suelo, asi como un exceso de la
misma (Widstrom, 1992). Es dificil evitar la exposicion a las AF porque no es sencillo
prevenir el crecimiento fungico en los granos y otros productos, aunque algunas
variedades de maiz expresan una proteina inhibidora de tripsina de 14 kDa (IT-14kDa),
la cual es directamente proporcional a la resistencia de dichos genotipos de maiz al
ataque de los hongos productores de AF. Por el contrario en variedades de maiz que
presentan una baja o nula expresion de ella tiene una correlacion directa con su

susceptibilidad o nula defensa al ataque de los hongos aflatoxigenicos y como
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consecuencia la inevitable produccion de AF en dicho sustrato, como se muestra en
estudios realizados por Chen y col. (Chen et al., 1998, 1999a. 1999b). En México se
cuenta con variedades de maiz que expresan dicha proteina como se explica en el
APENDICE A, (datos no publicados atn). Los insectos estan asociados a la presencia de
AF en granos debido a que pueden actuar como vectores, pero las larvas no son inmunes
al efecto toxico. La aplicacion de insecticidas limita el dafio por insectos, pero no suele

eliminarlos ni evita la infeccion fungica de los granos (Widstrom, 1992).

Las interacciones con otros microorganismos pueden afectar la produccion de
micotoxinas. Brevibacterium linens y Streptococcus lactis inhiben la sintesis de AF pero

la estimulan Lactobacillus plantarum y Acetobacter aceti (Moss, 1991).

Desde el punto de vista agricola, los mas importantes son A. flavus y A.
parasiticus. Estos dos hongos tienen una limitada habilidad parasitica, asi pueden
colonizar y producir AF en tejidos en el campo, aunque A. flavus es el mas agresivo y
por mucho el mas predominante de los dos en los diferentes sustratos. En el género
Aspergillus, hay especies muy cercanas a A. flavus y A. parasiticus tales como las
especies no aflatoxigénicas A. fumigatus que es un patogeno, A. orizae y A. niger que
son usadas en la produccién de enzimas, péptidos y otros compuestos organicos, y A.
sojae que es usado en la fermentacion de salsa de soya, la cual es base de una industria

de billones de dolares por todo el mundo (Yu et al, 2004a).

Las especies del genero Aspergillus presenta una gran diversidad y variabilidad
en la naturaleza. Su clasificacion y/o identificacion tradicional esta basada
principalmente en las caracteristicas morfoldgicas. Estudios comparativos de secuencias
de nucleotidos de genes de RNA ribosomal (rRNA) pueden ser utilizados para el analisis
de relaciones filogenéticas y/o identificacion de especie o subespecie de hongos

(Kumeda y Asao, 1996; Schmidt y Moreth, 2002).
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AF y su ruta biosintética:

Los metabolitos precursores de la biosintesis de AF estan agrupados en dos etapas, como
metabolismo primario y secundario, en este ultimo existen pasos enzimaticos especificos
para la produccién de las AF B; y B, que son comunes en otros hongos. La via
biosintética de AF representa una de las mas estudiadas del metabolismo secundario de
hongos. Las AF son un grupo de al menos 16 estructuras relacionadas a derivados
policetidos de furanocoumarinas. Su elucidacion resulta de 36 afios de estudio por
cientificos de muchas disciplinas. La AF es producida principalmente por especies de
Aspergillus: A. flavus, A. parasiticus, y algunas cepas de A. nomius, A. tamarii (Goto et
al., 1996) y A. ochraceoroseus (Frisvad y Samson, 1999). Estos metabolitos son en
primer lugar producidos por algunos aislados de Aspergillus flavus y A. parasiticus en
productos agricolas, y en segundo, de manera mucho menos frecuente por otros
Aspergillus spp incluyendo A. pseudotamarii, A. bombycis, A. nomius, de un taxén del
oeste de Africa y de un aislado de A. ocrhaceoroseus (Bhatnagar et al., 2002). Algunos
aislados de A. flavus, A. ocrhaceroseus y A. pseudotamarii producen solo el tipo B,

aunque otras producen By G.

La ruta biosintética de AF ha sido elucidada con detalle, asi como el
agrupamiento de los genes biosintéticos, y las funciones de estos genes (Payne y Brown,
1998; Bhatnagar et al., 2002, Brown et al., 2002; Yu, et al., 2002a; Yu et al., 2002b; Yu
et al., 2004c¢). Algunos de los hallazgos en el entendimiento de la genética y regulacion
de la biosintesis de AF se han realizado en A. nidulans que ha servido como organismo
modelo en genética y biologia del desarrollo por décadas y por algunas cepas las cuales

producen precursores de AF las ST.

En la biosintesis de AF, el acido norsolorinico (NOR) es el primer intermediario
estable. NOR es sintetizado por la combinacion de la sintesis especifica de un acido
graso, el cual produce una unidad de hexanoato, y un policetide sintasa. A través del uso
de cepas mutantes, inhibidores de la via, e intermediarios radiactivos se determinaron la
mayoria de los intermediarios de la ruta biosintética de AF: NOR — averantina —

averufanina — averufina (AVF) — hidroxiversicolorona — versiconal hemiacetal acetato
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(VHA) — versicolorina A — esterigmatocistina (ST) — O-metilaesterigmatocistina

(OMST) — aflatoxina B; (AFB,).

La conversion de ST a OMST y OMST a AF, la cual representa el paso final de
la via, es unico para la produccion de AF por los hongos A. flavus y A. parasiticus,
donde ST es sintetizado como el intermediario final en la via biosintetica similar en otra
de las especies de Aspergillus tal como A. nidulans. Una variedad de experimentos,
incluyendo complementacién en cepas mutantes, genética reversa, y busqueda
diferencial de librerias de c¢DNA, han llevado a la identificacion, clonacién y
caracterizacion de los genes involucrados en la biosintesis de AF. Los analisis de clonas
recombinantes de A. flavus y A. parasiticus indican que estos genes son agrupados y que

su posicion relativa en los agrupamientos de ambas especies es similar.

El primer gen biosintético clonado fue nor-1, luego ver-1, afl-R y omt-A. Se
determiné que los genes de la via biosintética de AF en A. parasiticus y A. flavus, estan
agrupados, lo cual aceler6 el descubrimiento de mas genes. Hay 21 pasos enzimaticos
requeridos para la biosintesis de AF. Los genes de regulacion positiva afl-R o afl-J
codifican para una proteina que a mostrado estar involucrada en la activacion
transcripcional de muchos de los genes estructurales (APENDICE B, datos no
publicados aun) (Rosas, 2001); también es parte del grupo de 25 genes en una secuencia
de DNA de 70 kb, que contiene los 25 marcos de lectura abierta (ORFs), dichos genes
estructurales codifican monooxigenasas del citocromo p450, deshidrogenasas, oxidasas,
metiltransferasas, una polyketido sintetasa y dos sintetasas de acidos grasos exclusivas

representando el grupo bien definido de genes de la ruta biosintetica de aflatoxinas.

Los genes que codifican para una alfa sintasa de acidos grasos mide FASq 5.8 kb
y FASB 5.1 kb y la de sintesis de poliquetidos PKS mide 6.6 kb, los otros 22 en
promedio miden 2 kb, en el extremo 5" del grupo de genes hay una region no codificante
de 2 kb que marca el final del grupo y su orientacion. El extremo 3" de este grupo esta
delineado por un grupo consistente de 4 genes que codifican para la utilizacion de

azucares. Otras especies de Aspergillus como A. nidulans, producen precursores de
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aflatoxinas tales como la esterigmatocistina (ST), la cual puede ser metabolizada por A.
flavus y A. parasiticus y convertirla a aflatoxina. Su biosintesis ocurre a través de una
serie de reacciones de oxido-reduccion altamente organizadas, comenzando por la
conversion de malonylcoenzima-A a condensacion de poliquetidos en norantrona por el
producto de dos genes de sintesis de acidos grasos (fas-1 y fas-2) y uno de poliquetidos
sintasa (pksA) (Yu et al., 2004).

Para convertir norantrona a acido norsolorinico (NOR) se requiere de una
monooxigenasa codificada por el gen (Cyp-A) y una dehidrogenasa (norB). La
conversion de NOR a averantina (AVN) involucra una dehidrogenasa, codificada por el
gen (nor-1), pero puede ser catalizado también por una dehidrogenasa codificada por el
gen (nor-A). afl-K(vbs) involucra la conversion de versiconal (VAL) a versicolorina B
(VERB). La conversion de AVR a versicolorina B (VERB) es mediada por afl-L(verB).
Dos genes afl-M(verl) que codifica para una ketoreductasa y afl-N(verA) que codifica
para un citocromo p450 momooxigenasa, son requeridos para la conversion de
versicolorina A (VERA) a dimetilesterigmatocistina (DMST). Afl-O(omtB, dmtA) es
involucrado en la conversion de dimetil sterigmatocistina (DMST) a esterigmatocistina
(ST) y de dimetildihidroesterigmatocistina a (DMDHST) a dihidroesterigmatocistina
(DHST) (Yu et al., 2004).

Mediante la biblioteca de DNA complementario (cDNA) construida de RNA
aislado de A. parasiticus SRRC 143, se clon6 un inserto de cDNA (1,460) que contiene
la region codificante del gen omtA que codifica para una O-metiltransferasa que
actualmente es denominado afl-P, se ha reportado que se involucra en la parte final de la
biosintesis de aflatoxinas, con la actividad metiltransferasa la cual media la conversion
de esterigmatocistina (ST) a  O-metilesterigmatocistina  (OMST) y de
dihidroesterigmatocistina a dihidro-ortoOmetilesterigmatocistina (DHOMST) (Yu et al.,
1993; Yu et al., 2004).

El gen ord-A actualmente es denominado afl-Q. Se ha propuesto la relacion

biosintética entre los grupos B (AFB; y AFB,) y los grupos G (AFG; y AFG;) de las
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AF, con estudios enzimdticos se ha demostrado la relacion de la monooxigenasa
dependiente de NADPH en la conversion de OMST a AFB; en los pasos finales de la
biosintesis de AF, el gen ord-1 que codifica para el citocromo p450 monooxigenasa es
requerido para la conversion de DHOMST a AFB,, este gen es responsable de la
conversion de OMST a AFB; y AFG; y de DHOMST a AFB; y AFG,, se ha
identificado que se requiere de aminoécido critico para la actividad enzimdtica y la
union al grupo hemo motif para la sintesis de toxinas del grupo G (AFG; y AFG;)
requiriendo enzimas adicionales a las necesarias para la sintesis de aflatoxinas del grupo
B (AFB; y AFB;) (Yu et al., 2004), y requiere del gen afl-R, es decir, que el producto
proteico, AFLR, regula la actividad de ORDA. El ¢cDNA (1948 pb) del gen ord-A
obtenido por RT-PCR fue clonado mediante el vector PCR 2.1 (pTA) en células de E.
coli DHS5a, (ver Figura 3) ord-A media la conversion de OMST a AFB; y DHOMST a
AFB; en la biosintesis de AF en A. flavus y A. parasiticus (Prieto et al., 1997). Estos dos
genes (ord-A y omt-A) son responsables de la actividad enzimatica especifica
directamente involucrados en los ultimos pasos de la biosintesis de AF, y estan
regulados por afl-R, los cuales son sumamente importantes por proveer informacion vital
para el entendimiento de biosintesis y regulacion molecular del proceso de produccion

de AF.

Mediante la deteccion de metabolitos intermediarios de la biosintesis de AF, con
serologia de las proteinas-enzimas especificas de la ruta de la biosintesis, ayudara al
diagnéstico de la contaminacién en maiz por AF de una manera indirecta, lo que permite
disefiar una estrategia de prediccion de la contaminacidon precosecha de AF, de suma
importancia en el manejo agrondémico del cultivo, en la toma de decisiones para la
comercializacion y en un futuro para su control en precosecha. En esta investigacion se
us6 el andlisis de restriccion de regiones de rDNA, incluyendo las regiones ITS1-5.8S-
ITS2, con fin de elucidar relaciones filogenéticas para identificacion de especies de
algunos géneros de Aspergillus spp. El objetivo de estudiar también la biosintesis de AF
fue de obtener informacion necesaria para implementar nuevas estrategias de control, y
prevenir la contaminacion de AF de alimentos, permitiendo entender el metabolismo

secundario de los hongos.
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9. MATERIAL Y METODOS

9.1. Identificacion de especies de Aspergillus spp mediante el andlisis de rDNA.
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Figura 4. Estrategia general para el analisis filogenético de Aspergillus spp

9.1.1. Disefio experimental.

Mediante el apoyo del programa computacional Amplify para analisis de experimentos
por PCR, se procedi6 a analizar las secuencias de los genes en estudio (rDNA) para la
seleccion de los iniciadores de PCR, se analizaron secuencias de DNA de especies de
Aspergillus, que codifican para el RNA ribosomal, ya que son altamente conservados. Se
seleccionaron iniciadores que amplifican las regiones espaciadoras ITS1 e ITS2, las
cuales flanquean la subunidad transcripcional en la que se organiza la sub-unidad

pequeiia 5.8S y la subunidad grande de los genes RNAr, amplificindose un fragmento
de 600 pb.
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Se solicitaron cepas de referencia de especies de Aspergillus spp de interés
biotecnoldgico, clinico y alimentario, los cuales fueron cultivadas en medio liquido con
agitacion para obtener micelio vegetativo, posteriormente se realizd la extraccion de
DNA. Los fragmentos amplificados por PCR se purificaron a partir de geles de agarosa
al 1.5%, para utilizarse en la digestion enzimatica con Dde I y buscar patrones
electroforéticos diferentes en geles de agarosa al 1.5 % y geles de poliacrilamida al 10%

entre las especies de Aspergillus, con objeto de identificacion de las especies.

9.1.2. Iniciadores utilizados para amplificar rDNA de Aspergillus spp

Se utilizaron iniciadores universales para eucariotes de 17 nucledtidos que amplifican
secuencias de transcripcion intergénica (ITS), caracterizadas por ser unidades
ribosomales multicopia agrupados en tandem, de esta manera se ha establecido que casi
todos los eucariotes tienen mas de 100 copias. Estan localizados en regiones
especializadas de los cromosomas que son asociados con los nucleolos y se encuentran

en las regiones 18S y 28S (Lalev y Nazar, 1999).

PCR ITS Aspergillus spp.

1
628

502

=== Fragmento amplificado

D> Iiciador ITS1 5'-caaggtttccgtaggtg-3-
<] [Iniciador ITS4 $'-cgcttattgatatgctt-3-

Figura 5. Analisis de secuencias de DNA para PCR con el programa computacional Amplify. Se muestra
la amplificacion de 628 pb de Aspergillus spp con los iniciadores necesarios para amplificar el fragmento
ITS1-5.8S-ITS2 del rDNA.
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9.1.3. Cepas de Aspergillus spp utilizadas para el analisis de rDNA.

Se utilizaron las cepas Aspergillus orizae NRRL 447, Aspergillus tamarii NRLL 20818,
Aspergillus pseudotamarii NRRL 25517, Aspergillus sojae NRRL 5597, Aspergillus
niger SRRC 61, Aspergillus flavus 1273, Aspergillus ochraceus MC 228, Aspergillus
terreus MC111966, y Eurotium chevalieri NRRL 78, las cuales fueron donados por el
Dr. Stephen W. Peterson de USDA ARS NCAUR vy por la Facultad de Ciencias

Quimicas de la Universidad Auténoma de San Luis Potosi.

9.1.4. Extraccion de DNA de Aspergillus spp

El cepario obtenido de USDA ARS NCAUR fue recibido en tubos de vidrio liofilizados
y sellados al vacio, conteniendo una suspension de esporas en leche en polvo (A. oryzae
NRRL 447, A. sojae NRRL 5597, Eurotium chevalieri 78), asi como en tubos de vidrio
con medio de cultivo agar extracto de levadura (A. tamarii NRRL 20818, A.
pseudotamarii NRRL 25517), y el resto de las cepas de Aspergillus spp fueron recibidas
en tubos de vidrio con medio de cultivo sélido de PDA. A partir de estas cepas de
referencia, se realizd un cepario de laboratorio en viales con medio de cultivo PDA, para
lo cual se tom6 un inoculo de esporas de cada cepa de referencia, se dejo desarrollar el
micelio y posteriormente la esporulacion, para lo cual, se almacené a temperatura
ambiente por 5 dias. Esto se realizd periddicamente y el cepario de laboratorio es el que
se utilizé para los experimentos de extraccion de DNA. Para esto se tom6 micelio con
una punta de asa de alambre como inoculo de Aspergillus spp en tubos Eppendorf de 1.5
ml con 500 pl de medio liquido papa dextrosa (Difco) y se incubd 72h/25 °C con
agitacion a 200 rpm, con objeto de obtener micelio vegetativo. Todas los siguientes
pasos de centrifugacion indicados se llevaron a cabo a 14,000 rpm por 5 min Se
centrifugd y se elimind el medio de cultivo, y se lavo el micelio con 500 ul de
amortiguador TE (10 mM Tris-Hcl pH 8). Se centrifugd 5 min, se elimind el
amortiguador TE. Se molié con nitrogeno liquido hasta pulverizar completamente. Se
agrego6 500 pl de amortiguador de lisis (400 mM Tris-HCI pH 8, 60 mM EDTA pH 8,
150 mM NaCl, 1% SDS) y se moli6 con un pistilo y portapistilo eléctrico,

posteriormente se dejo a temperatura ambiente por 10 min Se us6 el vortex brevemente.
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Se adicionaron 25 ul de lizosima (10 mg/ml) y se mezclaron cada 10 min, esta
suspension se incubo a 37 °C durante 1 h. Se agregaron 70 pl de SDS 10% y 10 pl de
proteinasa K (10 mg/ml). Los tubos fueron mezclados cada 5 min y se incubaron a 65°C
20 min Posteriormente se adicionaron 100 pul de NaCl 5 M y 100 pl de
cetyltrimetilamoniobromido (CTAB) precalentado a 65 °C. La suspension se agitod hasta
que alcanz6 una consistencia lechosa y se incub6 a 65 °C por 20 min Se hirvid para
inactivar enzimas. Se adicionaron 375 ul de cloroformo:alcohol isoamilico 24:1 y 375
ul de fenol saturado, se mezcld por inversion y se centrifug6 a 14,000 rpm 6 min
Inmediatamente después se transfirid el sobrenadante a un tubo nuevo,
aproximadamente 600 ul. Se tomaron alicuotas de 200 pl, procurando no tocar o tomar
la parte intermedia (ya que esta puede contaminar DNA). Se midi6 el volumen obtenido
de sobrenadante y se agreg6 la tercera parte del volumen de solucién de acetato de
potasio (pH 4.5, hecho con 60 ml de SM acetato de potasio, 11.5 ml de acido acético
glacial, y 28.5 ml de agua destilada) para precipitar impurezas, se agitdé brevemente y se
centrifugd a 14,000 rpm 15 min Se transfirid el sobrenadante a un tubo nuevo. Se
centrifugd nuevamente a 14,000 rpm por 15 min y se transfirio otra vez el sobrenadante
a un nuevo tubo. Se midi6 el volumen de sobrenadante obtenido y se agreg6 2 terceras
partes del volumen de isopropanol, para precipitar los acidos nucleicos. Se incub6 a —20
°C de 30 min a 12 h. Y se centrifugd a 14,000 rpm por 15 min Se decantd el
sobrenadante y al precipitado se le adiciond 1 ml de etanol helado al 70 %, haciendo
todo este procedimiento a —20 °C. Posteriormente se centrifugd 15 min y se decant6 el
sobrenadante. Se repitio el proceso de centrifugacion y decantado y finalmente se dejo
secar el DNA a temperatura ambiente. Este fue resuspendido en 20 ul de TE 1X. El
DNA purificado se visualizdo mediante electroforesis en un mini-gel de agarosa al 0.8%,
agregando 1 pul de DNA purificado el cual fue mezclado con 2 pl de amortiguador de
carga 6X (halt) [5% SDS, 0.025% azul bromofenol, 0.025% azul bromofenol
xhilencianol y 25% glicerol] en TBE 0.05% a 100 volts. 1 pl de DNA se utilizé en una
reaccion de PCR de 25-50 pl. Para visualizar el producto amplificado se analizo
mediante electroforesis (2ul) en un gel al 0.8% de agarosa. Para esto, se pesé 0.8 g de

agarosa y se disolvio en 100 ml de amortiguador TBE 0.05%.
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La electroforesis se llevo acabo a 100 V por 20-30 min a temperatura ambiente.
Se compar¢ el patron electroforético a fin de identificar alguna diferencia en el mismo.

El gel se tifio con bromuro de etidio (10 mg/ml) y se visualiz6 con luz UV.

9.1.5. Condiciones de PCR utilizadas para amplificar las regiones ITS

La reaccion se realizo usando 2 pl de DNA purificado, 2 pl de una mezcla de dANTP 10
mM, 1.5 ul de MgCl, 25 mM, 2 ul del iniciador 1 y 2, 5 ul de amortiguador Taq y 1 pl
de Taq polimerasa (IU/pl) y se aforo con agua miliQ estéril a un volumen de 25 pl. Se
corrieron por 35 ciclos de las siguientes condiciones: 94 °C durante 2 min para la
desnaturalizar el DNA posteriormente 94 °C durante 1 min, 50 °C durante 1 min para
alineacion de los iniciadores, y 72 °C durante 1 min para la extension y 10 min de

extension a 72 °C para el ciclo final.

La visualizacion de los productos de PCR se realizo por electroforesis en geles
de agarosa al 1.5% y poliacrilamida 10%. Las condiciones de ésta fueron a 100 V por
20-30 min El fragmento de aproximadamente 600 pb fue cortado del gel con ayuda de
una navaja y se separd del gel de agarosa mediante el kit de purificacion QIAEX II. Una
alicuota de 2 pl del DNA purificado se analizé electroforéticamente en un minigel de

1.5%. El producto amplificado purificado a partir de gel se utilizé en la digestion.

9.1.6. Digestion de los productos de PCR-ITS.

Con objeto de encontrar diferencias entre los fragmentos amplificados de DNA de
Aspergillus spp, se tomaron 6 pul de DNA del producto del PCR-ITS purificado a partir
de gel y se le agregd 1 ul de enzima Dde I, se le agregaron 2 pl de amortiguador para
enzima Dde I [100mM NaCl, 50 mM Tris-HCIL, 10 mM MgCl,, 1 mM ditiotreitol (pH
7.9 a 25°C)], 0.9 ul de BSA, 10 pl de agua y se incub6 a 37° C.

La visualizaciéon de los productos de PCR-ITS se realizd en geles de
poliacrilamida (PAGE) al 10%. En el sistema de electroforesis se utilizo 100 V por 1 hy
se tifieron con bromuro de etidio (10 mg/ml) por 5 min y se visualizaron con luz UV

para poder identificar alguna diferencia en el patron electroforético.



30

9.1.7. Andlisis filogenético de Aspergillus spp

Se realizo6 un registro del tamafo de las bandas obtenidas por digestion de la enzima Dde
I para cada especie de Aspergillus spp utilizada en el estudio, formandose una matriz con
0 y 1, en donde 0 correspondi6 a ausencia de la banda y 1 fue presencia de ésta. Estos
datos se analizaron mediante el programa de SPSS origindndose un dendograma el cual
se baso en el coeficiente de similitud genética, con lo cual se pudo realizar un andlisis

filogenético entre las especies de Aspergillus spp.



31

9.2. Subclonacién de los genes omt-A y ord-A de Aspergillus flavus Link Ex Fries y

Aspergillus parasiticus Speare en E. coli.
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9.2.1. Disefio experimental.

El objetivo principal de la ingenieria genética utilizada en esta investigacion fue lograr la
correcta expresion del gen clonado en el microorganismo huésped elegido. Se procedio a
elegir y disenar vectores especializados con objeto de que este pudiera transcribirse y
traducirse en el microorganismo huésped. Se procedié a analizar las secuencias de los

genes en estudio (ord-A y omt-A) para el disefio de los iniciadores de PCR.

En el caso de omt-A los iniciadores se disefiaron para ser utilizados en una
clonacion sitio-dirigida conteniendo los sitios de restriccion BamH I y Hind III, para
subclonarse en el plasmido pET22b, los cuales sirvieron también para comprobar la
subclonacion. Se amplifico el gen omt-A mediante PCR y el fragmento amplificado del
gen se purifico a partir de gel de agrosa al 1.5% y se sometid a digestion enzimatica con
BamH I y Hind III para ligarse al plasmido pET22b digerido con enzimas de restriccion
BamH I y Hind III, y utilizarse en la transformacion de células de E. coli de clonacion
calcio competentes DH5a.. Se seleccionaron colonias de E. coli DH5q, transformadas
para purificar el DNA pldsmido y mediante patrones electroforeticos en geles de agarosa
al 0.8% elegir a las posibles recombinantes comprobandose mediante PCR. Se purificd
nuevamente DNA plasmido de las transformantes positivas conteniendo el gen omt-A de
E. coli DHS5a para utilizarse en la transformacion de células de E. coli de expresion de
proteinas recombinantes calcio competentes BL21(DE3;), e inducir la produccion de
proteinas recombinantes mediante IPTG. Se comprobd la expresion de la proteina
OMTA mediante Western blot con anticuerpos de union a las histidinas unidas a la
proteina recombinante como proteina de fusién y anticuerpos de unidon a la proteina

OMTA donado por el Dr. Deepak Bhatnagar del SRRC USDA ARS.

El disefio de la subclonacion del gen ord-A fue sitio dirigida liberando el gen del
plasmido pCR2.1TAORDA con las enzimas Hind III y Not I y ligandolas al plasmido
pET 30c digerido previamente con las enzimas Hind III y Not I. Se disenaron iniciadores
para amplificar el gen ord-A y comprobar la subclonacion. Posteriormente se
caracterizaron los plasmidos que contenian los genes en estudio, asi como los plasmidos

a los que se ligarian.
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Se liber6 el gen ord-A mediante las enzimas Hind III y Not I y se purifico el
fragmento del gen liberado a partir de un gel de agarosa al 1.5 %, para ligarse al
plasmido pET30c digerido con enzimatica de restriccion Hind III y Not I y utilizarse en
la transformacion de células de E. coli de clonacion calcio competentes DH5a. Se
seleccionaron colonias de E. coli DHSa transformadas para purificar el DNA plasmido y
mediante patrones electroforeticos en geles de agarosa al 0.8% elegir a las posibles
recombinantes por diferencia de tallas del plasmido que contenia el gen y del que no lo
contenia, comprobandose mediante PCR amplificando el gen en estudio. Se purifico
nuevamente DNA plasmido de las transformantes positivas conteniendo el gen ord-A de
E. coli DHS5a. para utilizarse en la transformacion de células de E. coli de expresion de
proteinas recombinantes calcio competentes BL21(DE3). Se indujo la produccion de
proteinas recombinantes mediante IPTG y se comprobd mediante Western blot con
anticuerpos de union a las histidinas unidas a la proteina recombinante como proteina de

fusion.

9.2.2. Material biologico utilizado para sub-clonar el gen omt-A

Se utilizo E. coli con el plasmido pBluescript conteniendo el gen omt-A donado por el
Dr. Gary A. Payne de North Carolina State University. El gen omt-A, involucrado en la
biosintesis de AF fue clonado en el plasmido pBluescript en 1993 por Yu y col., el
cDNA de 1460 pb fue aislado de A. parasiticus (Yu et al., 1993 ). Se utilizo6 para la
subclonacion células de E. coli DH5a, BL21 (DEs3) y el plasmidos pET22b.
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9.2.3. Material bioldgico utilizado para sub-clonar el gen ord-A.

Se utilizo E. coli con el plasmido pCR2.1TA conteniendo el gen ord-A, donado por
Jiujiang Yu del SRRC USDA ARS y se utilizaron para la subclonacion células de E. coli
DH5a, BL21(DE3) y el plasmido pET30c.

9.2.4. Disefio de iniciadores para subclonacion del gen omt-A.

Se realizo el analisis de las construcciones de vectores recombinantes a fin de que el gen
de interés se ubicara dentro de los marcos de lectura abierta (ORF), mediante el apoyo
del programa computacional Amplify para andlisis de experimentos por PCR. Se
disenaron iniciadores que incluyeron los sitios de restriccion para HinD III y Bam HI

para la clonacion del gen omt-A en el sistema pET22b.

PCR omitA
4 -
— L | | 1 ] w
T T T ] T [=2]
o4
Fragmento amplificado ==
1480 Iniciador D
Primer: Union = 100%, Estabilidad = 77% .
5 3 Iniciador <
ATGGCACTACCGAGCAAAGC

acccattacacctagccccataaacatggecactaccgagecaaagecgeoctigtgggecttgcaaacaca

I I
664 683

Primer: Unién= 98%, Estabilidad = 72%

2133 2150
I I
aagggtctcactggggegticaacaactgegtitgegeaagtaggggaatgcaatggagatatectiggg
I
CTGCGTTTGCGCAAGTAC
3 5

Figura 7. Analisis de secuencias de DNA para PCR con el programa computacional Amplify. Se muestra
la amplificacion del gen omt-A de 1489 pb a partir del DNA de la clona recombinante de E. coli, con los
iniciadores necesarios para subclonarse en el sistema pET de novagen.
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9.2.5. Disefio de iniciadores para amplificacion del gen ord-A.
Se realiz6 el andlisis mediante el apoyo del programa computacional Amplify para
analisis de experimentos por PCR. Se disefiaron iniciadores que amplificaran el gen ord-

A

PCR ord-A
p s
B o e T o e e e ot I
4 =]
Fragmento amplificado s
1667 Primer: Iniciador [>
Primability of Match= 93% Iniciad
Stability of Match = 70% niclador

5 ¥
GCCCGGGCACTAAGCTTCCAGTACGATCGTCACTTGCC
RTITTTT T
GGAAACAGCTATGACCATGATTACGCCAagettecagtacgategteacttgect tecaceegaccatga
| I
223 260

Primer:

Primability of Match= 97%
Stability of Match = 68 %

1851 1887
I I
catggecagaaateagatgatttgatggacatatatateegeteggtatCTAGAGGGCCCAATTCGCCCT
T Tl
ATGATTTGATGGACATATATATCCGCGCGGCCGCTAG
3 5

Figura 8. Analisis de secuencias de DNA para PCR con el programa computacional Amplify. Se muestra
la amplificacion del gen ord-A de 1667pb a partir del DNA de la clona recombinante de E. coli, con los
iniciadores indicados en este diagrama para amplificar el gen y comprobar si esta subclonado el gen
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9.2.6. Construccion del pldsmido que exprese el gen omt-A.
Purificacion de DNA plasmidico.

El DNA plasmidico se purifico mediante el kit RPM (Bio 101). Los plasmidos que se
utilizaron fueron pBluescriptOMTA y pET22b.

Caracterizacion del DNA plasmido pBluescript gegnOMTA 'y pET22b.

El plasmidos pBluescript con el gen omt-A, se caracterizO mediante enzimas de
restriccion BamH 1, Xho I, Hind III. También por combinacion de corte con enzimas de
restriccion BamH 1 y Xho I, BamH I y Hind III. El plasmido receptor del gen omt-A,
pET22b, se caracteriz6 y prepar6 para la ligacion mediante enzimas de restriccion con

BamH Iy Hind III.

Amplificacion del gen omt-A para subclonacién en el plasmido pET22b.
El gen se amplifico mediante los primers disefiados con el programa Amplify omtIR y

omt2R conteniendo los sitios de restriccion BamH I y Hind III.

Para la amplificacion del gen medinte PCR se utilizaron 2ul de DNA, 2 pl de
una mezcla de ANTP 10 mM, 1.5 pl de MgCl, 25 mM, 2 ul del iniciador 1y 2, 5 ul de
amortiguador taq y 1 pl de taq polimerasa (IU/ul). El volumen se ajusté a 25 pl con
agua miliQ estéril. Los productos se analizaron en electroforesis con un gel de agarosa al
1.5%, las condiciones de la electroforesis fueron 100V a temperatura ambiente por 30
min, se tifio el gel con bromuro de etidio (10mg/ml) y se visualizaron con luz

ultravioleta.

Digestion enzimatica del gen omt-A y el plasmido pET22b

El fragmento correspondiente al gen omt-A amplificado mediante PCR se sometié a
digestion enzimatica con Hind III y BamH I y se sub-clond en el plasmido pET22b
obtenido de Novagen, Inc. (Madison Wis). Para ello, el plasmido se linearizd6 mediante
digestion enzimatica con Hind I y BamH 1. El plasmido linearizado y el fragmento del
gen obtenidos de la digestion enzimatica se purificaron a partir de un gel de agarosa

utilizando el kit Quiaex I (Quiagen).
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Ligacion del gen omt-A con el plasmido pET22b.

Se ligaron usando 1 pl de fragmento de gen, 3 ul de plasmido, 1 ul de solucién
amortiguadora de ligasa 10X y 2 ul de enzima T4-DNA ligasa (GIBCO BRL) y 3ul de
Agua MiliQ. El sistema fue incubado toda la noche a 4 °C. Sin embargo, antes de
realizar la transformacion, la reaccion se incubd 10 min a 65 °C para desactivar la
enzima y se llevd el volumen de producto de ligacion a 100 ul. Es sabido que la
construccion pET22b(+) mas el inserto posee 6 codones de histidina en el extremo C-

terminal del inserto omt-A, ademads del gen de resistencia a ampicilina y el promotor T7.

9.2.7. Construccion del plasmido que exprese el gen ord-A.

Purificacion de DNA plasmidico.

El DNA plasmidico se purificé mediante el kit RPM (Bio 101). Los plasmidos que se
utilizaron fueron pCR2.1TAORDA y pET30c.

Caracterizacion del DNA plasmido pCR2.1TAORDA y pET 30c.

Se caracterizo el plasmido pCR2.1TAORDA mediante digestiones Hind III, Xba I, Apa
I. Finalmente se liber6 este gen mediante enzimas de restriccion Hind III y Not I, las
cuales también se utilizaron en el plasmido pET30c, para proceder a purificar a partir del
gel y ligar el gen ord-A y el plasmido pET30c el cual fue utilizado en la subclonacion de
células de E. coli DH5a. La construccion pET30c(+) mas el fragmento ord-A, posee 6
codones de histidina en el extremo N-terminal del fragmento ord-A, ademas del gen de

resistencia a kanamicina y el promotor T7.

Digestion del plasmido pTA con el gen ord-A para liberar el gen

El fragmento correspondiente al gen ord-A obtenido de DNA del plasmido TA, se
subclond en el plasmido pET30c (Novagen, Inc.) Ambos pldsmidos se sometieron a
digestion enzimatica con Hind III y Not I. El plasmido linearizado y el fragmento del
gen obtenidos de la digestion enzimatica se purificaron a partir de un gel de agarosa

utilizando el kit Quiaex I (Quiagen).
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Ligacion del gen ord-A con el plasmido pET 30c

Se ligaron usando 1 pl de fragmento de gen, 3 ul de plasmido, 1 ul de solucién
amortiguadora de ligasa 10X y 2 ul de enzima T4-DNA ligasa (GIBCO BRL) y 3ul de
Agua MiliQ. La mezcla fue incubada toda la noche a 4 °C. Sin embargo, antes de
realizar la transformacion, la reaccion se incubd 10 min a 65 °C para inactivar la enzima
y se llevo el volumen de producto de ligacion a 100 ul, y con ello optimizar la

transformacion de células de E. coli calcio competentes.

9.2.8. Preparacion de células hospedero de E. coli calcio competentes

Se utilizaron cepas de E. coli de clonacion DH5a y de expresion BL21(DE;) las cuales
fueron activadas en caldo Luria Bertoni (LB Difco) a partir de cultivos congelados de
reserva. Del cultivo activado de E. coli se tomé un inoculo y se sembrd en 4 cuadrantes
sobre una placa con agar LB (Difco), y se incubd a 37 °C 12 h. De este cultivo se
selecciond una colonia la cual se toco con la punta de una asa de alambre y se coloco en
un tubo conteniendo 3 ml de medio LB y se incubd de nuevo 12 h, a 37 °C con agitacion
a 200 rpm respectivamente. De este cultivo, se tomaron 100 pl y se colocaron en un tubo
con 3 ml de medio nuevo LB y se incubaron a 37°C con agitaciéon a 200 rpm
aproximadamente 2 h, hasta alcanzar una densidad 6ptica a 550 nm de 0.6. El cultivo fue
enfriado con hielo por 10 min para detener el crecimiento. Se centrifugéd a 7,000 rpm por
10 min a 4°C y se elimind el sobrenadante. Se obtuvo una pastilla celular la cual se
resuspendié en 1.5 ml de cloruro de calcio 0.1 M y se incub6 en hielo por 20 min,
posteriormente se centrifugd a 7,000 rpm por 10 min a 4°C, y se elimind el
sobrenadante. Se resuspendio la pastilla en 50 pl de CaCl, y de nuevo se incubo en hielo
por 1 hr y se procedi6 a transformar las células calcio competentes obtenidas, con la

construccion de plasmido.

9.2.9. Transformacion de la cepa de E. coli DH5a. con los plasmidos subclonados.

Para la subclonacion, se usaron 10 pl del producto de la ligacion para transformar las
células calcio competentes. A la suspension de células se agregaron 2 pul de DNA (no
mas de 50 ng en un vol de 10 ul), se mezcld gentilmente y se incubaron por 30 min en

hielo. Como control positivo se utilizd la bacteria competente mas 2 pl de DNA
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plasmido sin linearizar, y como control negativo se utilizaron bacterias competentes sin
agregar DNA plasmido. Los tubos fueron transferidos a un bafio de agua a 42°C por 90
seg sin mezclar y posteriormente a hielo por 10 min A ellos se agregaron 800 pl de
medio LB enriquecido con 250 mM KCI, 2M de MgCl, y IM de glucosa y se incubaron
durante 45 min en bafo de agua a 37 °C con agitacion de 225 rpm. Esto se realiz6 para
permitir la recuperacion celular y la expresion del marcador de resistencia a antibidtico
codificado por el plasmido. Las células se transfirieron a cajas con medio LB al cual se
le habia agregado 60 a 100 pug/ml de ampicilina y 20 mM de MgSQO,, como medida para

evitar el desarrollo de colonias satélites alrededor de la colonia recombinante.

9.2.10. Transformacion de cepas de E. coli BL21(DEj).

Una vez identificada la clona recombinante de E. coli DH5a mas el inserto se procedio a
transformar la cepa de expresion BL21(DEs;) con DNA plasmido por el método de
transformacion quimica de CaCl,, tal y como se especifico previamente. La cepa
BL21(DEj;) contiene una copia del gen que codifica para la T7 RNA polimerasa la cual

se indujo por la adicion de isopropil-p-tiogalactopiranosido (IPTG).

9.2.11. Verificacion y/o confirmacion de plasmido recombinante en células
hospedero.

Se seleccionaron colonias posibles recombinantes a las que se realizd extraccion de
DNA plasmido con el kit RPM (Bio 101), y éste se visualiz6 en geles de agarosa al 0.8%
para ver su perfil electroforetico y elegir a las colonias recombiantes por diferencia de
talla. La confirmacion de las clonas mas el inserto se realizoO mediante reacciones de
PCR con los iniciadores que previamente se disefiaron. Para la amplificacion del gen
mediante PCR se utilizaron 2ul de DNA, 2 ul de una mezcla de ANTP 10 mM, 1.5 ul de
MgCl, 25 mM, 2 ul del iniciador 1 y 2, 5 ul de amortiguador taq y 1 ul de taq
polimerasa (IU/ul). El volumen se ajusté a 25 pl con agua miliQ estéril. Los productos
se analizaron en electroforesis con un gel de agarosa al 1.5%, las condiciones de la
electroforesis fueron 100V a temperatura ambiente por 30min, se tifio el gel con

bromuro de etidio (10mg/ml) y se visualizaron con luz ultravioleta.
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9.2.12. Expresion de proteinas recombinantes OMTA y ORDA.

Las colonias seleccionadas se resuspendieron en 50 ml de medio LB con ampicilina 100
ug/ml y a las 4 h de incubacion y una O.D. de 0.6 (345 nm) se indujo la expresion de
proteinas recombinantes agregando isopropyl-B-tiogalactosidasa (IPTG) a wuna
concentracion final de 1 mM. Se realizaron estudios de tiempo y curso de la induccioén
de produccion de proteinas recombinantes, a fin de determinar el tiempo de mayor
expresion de la proteina de interés. A las 1, 2, 3,4, 5, 6 y 7 h después de la induccion, se
tomaron alicuotas de 1.5 ml del cultivo en tubos Eppendorf para obtener el extracto de
células por centrifugacion a 12,000 rpm por 3 min Se elimin6 el medio y el precipitado
celular se guardd a —20°C. Posteriormente se resuspendio en 20 pl de amortiguador TE
(10 mM Tris-Hcel pH 8), se hirvid por 5 min y se les agregoé 20 ul de amortiguador de
muestra pH 6.8 (2% SDS, 5% Pmercaptoetanol, 0.002% azul de bromofenol, 0.0625

mM Tris-HCL, 10% glicerol) para desnaturalizar y linearizar la proteina.

9.2.13. Electroforesis de proteinas.

La electroforesis de proteinas se realizo en geles de poliacrilamida-SDS (SDS-PAGE)
utilizando un gel concentrador de 4% y un gel separador de 15%. Las condiciones de la
electroforesis fueron 20 mili Ampers por 4.5h. Se compar6 el patron electroforético de
proteinas totales de células de pET con y sin inserto, a fin de detectar el tiempo de

mayor expresion de dicha proteina y diferencias en los patrones electroforéticos.

9.2.14. Western blot.

El Western blot se utilizo para identificar la produccion de proteinas recombinantes. Se
utiliz6 una camara de transferencia (BIORAD), se formé un “sandwich” cuyo orden de
los componentes en direccion de polo positivo a negativo fue el siguiente: un panel de
fibra, papel filtro, el gel de poliacrilamida, la membrana de nitrocelulosa, papel filtro y
el otro panel de fibra para proporcionar un ambiente himedo no acuoso, todo
humedecido en amortiguador de transferencia (25mM Tris, pH8.3, 192 mM glicina, 20%
MeOH, 0.1% SDS). Las condiciones de la transferencia fueron de toda la noche a 4°C,
con 30 Volts. Posteriormente la membrana de nitrocelulosa se tifid con colorante rojo

Ponceau S (0.2% Ponceau S, 3% acido tricloroacetico, 3% acido sulfosalicilico) durante
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5 min, para visualizar las bandas de los marcadores moleculares, luego se realiz6 un

lavado con agua destilada para eliminar el colorante.

La membrana de nitrocelulosa se colocé en una solucion TBS-TWEEN-leche
descremada al 2% durante toda la noche. Se agregé el primer anticuerpo (anti-omt-A o
anti-histidinas para el caso de ord-A) diluido 1:5000. Se incubé a temperatura ambiente
durante toda la noche. Se lavo la membrana por 10 min, en 2 ocasiones con TBS-Tween
0.05% y por ultimo con TBS, posteriormente se incubd por 3 h con 5Sul del conjugado
anti IgG de conejo marcado con peroxidasa (1:5000 en TBS). Se lavé la membrana por
10 min, 2 veces con TBS-Tween 0.05% y una vez con TBS. Se afiadi6 diaminobenzidina

al 0.05% como sustrato hasta que aparecieron las bandas (10 min).
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10. RESULTADOS

En esta investigacion se implementd una técnica molecular con la que mediante
digestiones de productos de PCR de las region ITS1-5.8S-ITS2, de varias especies de
Aspergillus se pudo diferenciar entre las especies. Para esto se extrajo el DNA mediante

el método CTAB (Fig. 9).

DNA
DNA -

Figura 9. Gel de agarosa al 0.8 % con 2 ul de extraccion de DNA método CTAB de Aspergillus spp, 1: A.
tamarii, 2: A. pseudotamarii, 3: A. ochraceus, 4: A. Terreus, 5. A. fumigatus.

Posteriormente se realizd6 la amplificacion de fragmentos de 600 pb

aproximadamante de los rDNA de las especies de Aspergillus spp (Fig. 10y 11)
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Figura 10. Gel de agarosa al 1.5% con 3 ul PCR-ITS de Aspergillus spp. 1: Marcador Bioline, 2: A. orizae,
3: A. tamarii, 4: A. pseudotamarii, 5: A. sojae, 6: A. niger, 7: A. flavus, 8: A. ochraceus, 9: A. terreus, 10:
Eurotium chevalieri., 11: A. pseudotamarii, 12: A. flavus, 13: A. flavus. 14: A. flavus. 15: A. orizae, 16: A.
tamarii, 17: A. sojae, 18: A. niger, 19: A. flavus, 20:. Eurotium. chevalieri. 21:A. flavus, 22: A. orizae, 23:
Marcador Bioline.
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Figura 11. Gel de poliacrilamida 10% con 3 ul de PCR-ITS de Aspergillus spp. 1: Marcador Bioline, 2: A.

orizae, 3: A. tamarii, 4: A. pseudotamarii, 5 A. niger, 6: A. flavus, 7: A. ochraceus, 9: Eurotium.
Chevalieri.

Finalmente se procedié a purificar los productos de PCR a partir de gel, para
proceder a la digestion con la enzima Dde I, y buscar diferencias entre las especies en
los patrones electroforéticos. Solo las especies A. sojae, A. tamarii y A. pseudotamarii,

comparten el mismo patrén electroforético (Fig. 12).

pb _ 8 10 11 12 13 14

Figura 12.- Gel de poliacrilamida al 10% con 10 pl de productos de PCR-ITS de Aspergillus spp digeridos
con la enzima Ddel. 1: Marcador Bioline, 2: A. orizae, 3: A. tamarii, 4: A. pseudotamarii, 5 A. niger, 6: A.

flavus, 7: A. ochraceus, 9: A. niger, 10: A. terreus, 11: Eurotium. chevalieri, 12: A. sojae, 13: A. flavus. 14:
A. flavus.
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En el analisis filogenético, A. sojae, A. tamarii y A. pseudotamarii, son las tres
especies de Aspergillus mas cercanas filogenéticamente a diferencia de las demas, que
después de estas dos se alejan en el siguiente orden, A. orizae, A. niger formando un
grupo con A. sojae, A. tamarii y A. pseudotamarii, luego estos 5 en conjunto con A.
flavus y Eurotium chevalieri y finalmente todos se agrupan junto con A. ocrhaceus, la

especie mas alejada filogenéticamente (Fig. 13).

1] 5 10 15 20 25
Fm—————— —+———— -- -+
A. pseudotamarii
A. sojae 3_
A. tamarii
A. orizae
A. niger —
A. terreus |
Eurotium chevalieri

A. flavus
A. ochraceus

Figura 13. Analisis de grupos de Aspergillus spp.

El dendograma obtenido se bas6 en el coeficiente de similitud genética
determinada por la presencia o ausencia de los fragmentos de DNA originado por la

enzima de restriccion Dde I de las regiones ITS.



45

En cuanto a la subclonacion de los genes intermediarios de la ruta biosintética de

AF se obtuvieron los siguientes resultados.

a) Se purifico el DNA plasmido a partir de E. coli pBluescriptOMTA (Fig 14).
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Figura 14. Extraccion de DNA plasmido de pBluescriptOMTA. 1 Marcador A Hind 1II, 2, 3, 4, y 5
plasmido pBluescriptOMTA.

Se caracteriz6 el plasmido pBluescriptOMTA (Fig. 15 y 16).
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Figura 15. Talla molecular del plasmido pBluescriptOMTA. Panel A y B: 1 Marcador A Hind III, X 174
Hae 111, 2, 4, 6, 8 pBluescriptOMTA sin digerir, 3, 5, 7, 9 digerido con BamH I y Xho 1. Panel C: Talla

molecular del marcador. Panel D: Talla molecular de los fragmentos de pBluescriptOMTA sin y con
digestion enzimatica.
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Figura 16. Plasmido pBluescriptOMTA. Panel A. 1 Marcador A Hind II, X 174 Hae III, 2
pBluescriptOMTA sin digerir, 3 digerido con BamH 1, 4 digerido con Hind III, 5 digerido con BamH I y

Hind III. Panel B. 1 Marcador A Hind III, X 174 Hae 111, 2 y 3 pBluescriptOMTA digerido con BamH 1 y
Hind III.

El gen omt-A se amplifico mediante los iniciadores conteniendo los sitios de

restriccion BamH 1y Hind I1I como lo indica la (Fig. 17) .
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Figura 17. Amplificacion del gen omt-A, mediante PCR. 1 marcador gibco 100 pb, 2 Amplificacion
inespecifica del gen omt-A. 3, 4, 5, 6 Amplificacion adecuada del gen omt-A, se purifico la banda
amplificada a partir del gel para someterse a digestion enzimatica con BamH I y Hind III y posteriormente
ligarse con el plasmido pET 22b. Se logré amplificacion de un fragmento de 1490 pb.
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El producto de PCR del gen omt-A amplificado y el plasmido pET22b, fueron
digeridos con las enzimas de restriccion BamH I y Hind III y los fragmentos digeridos se

purificaron a partir de un gel de agarosa al 0.8% (Fig. 18) .
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Figura 18. Corte a partir de gel de los fragmentos pET22b y gen omt-A digeridos. Panel A y D: 1
Marcador A Hind III, X 174 Hae III, 2 plasmido pET22b sin linearizar, 3 digerido con Bam H 1,4 y 5
digerido con BamH 1y Hind III, 6 y 7 pBluescript omt-A digerido con BamH I y Hind III. Panel B: Talla
molecular del marcador. Panel C: Talla molecular de los fragmentos, Panel D: Corte de las bandas de
plasmado pET22b y omt-A digeridos con BamH Iy Hind III.
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Una vez construido el plasmido pET22bOMTA, se utilizd para subclonarse en

cepas de E. coli de clonacion DHS5a (Fig 19).

Figura 19. Colonias de E. coli DH5q. transformadas con el plasmido pET22bOMTA.

Se seleccionaron colonias para purificacion del DNA plasmido, el cual fue

utilizado en un PCR para verificar la construccion del plasmido pET22bOMTA (Fig 20).
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Figura 20. Confirmacion de subclonacion de E. coli BL21(DE;) con el plasmido pET22bOMTA, mediante
PCR. 1 Marcador gibco 100 pb, 2 E. coli con pBluescript omt-A, 3 E. coli BL21 DE3 no recombinante, 4
E. coli BL21(DEj3) recombinante con pET22bOMTA. Se logré amplificacion de un fragmento de 1490 pb.
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Se purificé mayor cantidad de plasmido pET22bOMTA, para subclonarse en
células de E. coli de expresion BL21(DE;) (Fig 21).

Figura 21. Colonias de E. coli BL21(DEj3) transformadas con el plasmido pET22bOMTA.

Se seleccionaron varias colonias de E. coli BL21(DEj;) para cultivarlas e inducir

la produccion de proteinas recombinantes mediante IPTG durante 1 a 7 h (Fig. 22)
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Figura 22. SDS PAGE de BL21(DE;) pET22bOMTA. Se muestran tiempos de induccion de produccion
de proteinas recombinantes mediante IPTG de 2.5 y 5 h. 1. Marcador de proteinas BenchMarck. 2.
BL21(DE;) pET22b 5 h, 3. BL21(DE;) pET22bOMTA 5 hr, 4. BL21(DEs) pET22bOMTA 2.5 hr, 5.
BL21(DE;) pET22bOMTA 5 hr, 6. BL21(DE3) pET22bOMTA 2.5 hr.
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Se seleccionaron cepas de E. coli BL21(DE3) con el plasmido pET22bOMTA

mediante SDS PAGE para analizarlas mediante Western blot (Fig. 23).
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Figura 23. Western blot. Panel A. Membrana de nitrocelulosa tefiida con Ponceau S, 1 Marcador Gibco 10
kDa, 2, 5 y 6 BL21(DE;)pET22b, 3, 4, 7y 8 BL21(DE;)pET22bOMTA. Panel B. Western blot con anti
histidinas de Panel A. Panel C Membrana tefiida con Ponceau S, 1 BL21(DE;)pET22b, 2
BL21(DE;)pET22bOMTA. Panel D. Western blot con anti-OMTA de Panel C. Panel E. Membrana tefiida
con Ponceau S, 1 BL21(DE;)pET22b, 2 BL21(DE;)pET22bOMTA. Panel F. Western blot de Panel E.

b) Se caracteriz6 el plasmido pCR2.1TAORDA mediante digestiones Hind III, Xba I,
Apa I (Fig. 24).
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Figura 24. Caracterizacion del plasmido pCR2.1TAORDA. Panel A y D:1 Marcador Marcador A Hind III,
X 174 Hae I1I. 2 pCR2.1TAORDA sin digerir, 3 pCR2.1TAORDA digerido con Xba I, 4 digerido con
Hind 111, 5 digerido con Hind III y Xba I, 6 digerido con Apa I, 7 digerido con HindIIl y Apa 1. Panel B:
Talla molecular del marcador. Panel C: Talla molecular de los fragmentos.
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El gen ord-A fue liberado del plasmido pCR2.1TAORDA mediante las enzimas
de restriccion Hind III y Not I, las cuales también se utilizaron en el plasmido pET30c

(Fig. 25).
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Figura 25. Plasmido pCR2.1TAORDA y pET30c digeridos.] Marcador Gibco 100 pb, 2 plasmido
pET30c(+), 3 plasmido pCR2.1TAORDA 4 pET 30c(+) digerido con Hind NI y Not I, 5 plasmido
pPET30c(+) digerido con Hind III, 6 plasmido pCR2.1TAORDA digerido con Hind IIT y Not I 7 plasmido
pCR2.1TAORDA ord-A digerido con Hind III.

Los fragmentos digeridos del plasmido pCR2.1TAORDA y pET30c fueron
purificados a partir del gel para ligarse para construir el plasmido pET30cORDA vy

transformar células de E. coli de clonacion DH5a (Fig.26).

Figura 26. Colonias de E. coli DH5a transformadas con el plasmido pET30cORDA.
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Se seleccionaron colonias de E. coli DH5a para purificacion del DNA plasmido
el cual se analizo en un gel de agarosa al 0.8% (Fig. 27) en busca de las que contuvieran

el plasmido pET30cORDA.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
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Figura 27. Purificacion de DNA plasmido de E. coli DH5a pET30c y E. coli DH5a pET30cORDA. 1
Marcador Gibco 100 pb, 2, 4, 6, 8, E. coli DH5a pET30cORDA, 3, 5, 7,9, 10 y 11 E. coli DH5a. pET30c.

El DNA plasmido de las colonias de E. coli DH5a seleccionadas se utilizo para
amplificacion del gen ord-A mediante PCR y asi confirmar la construccion del plasmido

pET30cORDA (Fig. 28).
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Figura 28. Confirmacion de subclonacion de E. coli DH5¢ con el plasmido pET30cORDA, mediante
PCR. 1 Marcador Gibco 100 pb, 2 E. coli DH5a pET30cORDA.
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Se purificé mayor cantidad del DNA plasmido pET30cORDA a partir de la
colonia de E. coli DH5a seleccionada por PCR, para transformar E. coli de expresion de

proteinas recombinantes BL21(DEs) (Fig. 29)

Figura 29. Colonias de E. coli BL21(DE;) pET30cORDA.

Se seleccionaron colonias de E. coli BL21(DE3) pET30cORDA para cultivarse e
inducir la produccion de proteinas recombinantes con adicion de IPTG tomandose

muestras de 1 a 7 h, después de la induccion (Fig. 30).
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Figura 30. SDS PAGE de E. coli BL21(DE3) pET30cORDA. Muestras tomadas a 2.5 y 5 h después de la
induccion de produccion de proteinas recombinantes mediante IPTG. 1. Marcador de proteinas
BenchMarck. 2. BL21(DE;) pET30c 5 h, 3.y 5 BL21(DE;) pET30cORDA 5 h, 4. BL21(DE;)
pET30cORDA 2.5 h.
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Se obtuvieron proteinas totales para visualizar el patron electroforético en SDS

PAGE con objeto de identificar las posibles colonias recombinantes (Fig. 31).
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Figura 31. SDS PAGE de E. coli BL21(DE;) pET30cORDA. Muestras tomadas a 2.5 y 5 h después de la
induccion de produccion de proteinas recombinantes mediante IPTG. 5. Marcador Gibco 10 kDa, 2 y 6 E.
coli BL21(DE;) pET30c, 1, 3,4, 7, 8,9 y 10 E. coli BL21(DE3) pET30cORDA.

La expresion de produccion de proteina recombinante por E. coli BL21(DE;3)

pET30cORDA, se verifico mediante Western blot, con anticuerpos de union a las

proteina de fusion histidinas (Fig. 32).
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Figura 32. Confirmacion de subclonacion de E. coli BL21(DEs) con el plasmido pET30cORDA a 5h de
induccion con IPTG, mediante Western blot con anticuerpo para deteccion de 6 histidinas unido a la
proteina recombinante como proteina de fusion. 1, 4, Colonias de E. coli BL21(DE;) sin plasmido
pET30cORDA, 2, 3, 5, 6, 7 Colonias de E. coli BL21(DEj3) con plasmido pET30Corda
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DISCUSION

Las especies del género Aspergillus tienen una amplia distribucion en el medio
ambiente, sus conidios son de los mas ubicuos en el aire, si éstos son inhalados por
individuos inmunocompetentes, por lo general no tienen un efecto adverso, ya que son
eliminados con relativa eficiencia por los mecanismos de inmunidad innata (Latgé,
1999). Sin embargo en pacientes inmunocomprometidos, puede ocasionar infecciones
invasivas que en algunos casos pueden ser fatales. A nivel diagndstico, la ausencia de
sintomatologia especifica asi como de ensayos diagnosticos rapidos que detecten estas
infecciones, han constituido uno de los mayores problemas en el tratamiento de
pacientes con aspergilosis. De tal manera que un reconocimiento rapido y exacto de la
infeccion invasiva fungica, permitird una terapia antifingica apropiada, clave para
reducir la mortalidad asociada con esta enfermedad (Von et al., 1995).
Desgraciadamente, la identificacion de los Aspergillus basandonos en métodos
morfologicos requieren de un tiempo de incubacion largo (5 dias 6 mas) a fin de poder
evaluar las caracteristicas, tanto macro como microscopicas. En estos casos se requieren
conocimientos taxonomicos del género Aspergillus, el cual comprende mas de 130
especies, de las cuales, solo tres: Aspergillus flavus, A. fumigatus y A. terreus provocan
la mayoria de las aspergilosis invasiva (Al) (Henry min, 2000). En base a esto, se hace
necesario la busqueda de nuevas técnicas que nos permita la deteccion de Aspergillus
spp a partir de muestras ambientales y clinicas (Bretagne S, et al., 1995; Einsele et al.,
1997; Yamakami et al., 1996).

Durante los ultimos afios se han desarrollado una gran variedad de sistemas
moleculares para facilitar el analisis de genomas complejos; entre éstos destacan, los
basados en la tecnologia de la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR). Este tipo de
tecnologias se emplean en el mapeo genético, la seleccion asistida por marcadores, en la
obtencion de la huella genética (fingerprinting) y para investigar las relaciones
genéticas. Cada sistema difiere en su principio, aplicacion, tipo y cantidad de
polimorfismos detectados, asi como en el costo y tiempo requerido (Pecina-Quintero,

2001).
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La organizaciéon de los genes de RNA ribosomal son altamente conservados
dentro de la clasificacion microbioldgica de los hongos, y se utiliza para estudiar
distancias de organismos relacionados a nivel taxonémico. Las regiones ITS son tal vez
las regiones del DNA mas ampliamente secuenciadas, son variables en su composicion
nucleotidica y puede ser utilizadas tipicamente para sistematica molecular a nivel de
especies, y aun entre especies, para identificar razas geograficas, por su alto grado de
variacion que otras regiones genéticas del rDNA [subunidad pequefia del rtDNA (SSU) y
subunidad grande del RNA (LSU)], las variaciones entre repeticiones de rDNA pueden
algunas veces ser observadas tanto en las regiones del especio interno transcrito (ITS)
como espacios intergenicos (IGS). Ademds de los iniciadores estandar ITS1 e ITS4
utilizados por la mayoria de los laboratorios, hay primers especificos de taxén descritos,
los que permiten la amplificacion selectiva de secuencias de hongos (Gardes y Bruns,

1993) que amplifican las secuencias ITS de basidiomicetos de muestras de minorizas.

Se han hecho estudios de relaciones evolutivas entre especies que se involucran
en la produccion de micotoxinas (Aspergillus seccion Circumdati, Flavi, Nigri, Fumigati
y Clavati) utilizando analisis filogenético de secuencias de los genes del RNAr (Varga
2003), basado en lo observado, la capacidad de producir micotoxinas de estos asilados,
se perdi6 o se gano, varias veces durante la evolucion del genero. Estudios previos
revelaron que los genes biosintéticos de algunas micotoxinas son agrupados en el
genoma, permitiendo la idea de que estos agrupamientos pueden ser transferidos
horizontalmente como una unidad en especies no relacionadas, permitiendo la
biosintesis de las mismas micotoxinas en hongos no relacionados filogenéticamente.
Aunque no todas las cepas de hongos son capaces de producir micotoxinas y la
amplificacion de estas regiones no esta ligado a que tengan la capacidad de producirlas

(Geisen, 1998).
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Anteriormente, se realizd un estudio de digestion enzimatica de las regiones ITS
de los hongos Aspergillus seccion Flavi: Aspergillus flavus, A. orizae, A. parasiticus, A.
sojae, A. tamarii, y A. nomius (Kumeda y Asao, 1996), en donde se utilizaron varias
enzimas de restriccion determinandose que la Dde I origind un patron electroforético
caracteristico de las especies aflatoxigenicas de las que no lo son, por lo que en nuestro
estudio, incluimos ademas otras especies de Aspergillus spp importantes desde el punto
de vista biotecnologico, clinico y alimentario, obteniéndose patrones electroforéticos
diferentes para 6 de las especies de Aspergillus spp estudiadas (A. flavus, A. terreus,
Eurotium chevaliery, A. ochraceus, A. orizae y A. niger), y tres patrones iguales para
otras tres especies de Aspergillus spp por lo que estas no podrian diferenciarse entre
ellas (A. tamarii, A. sojae, y A. pseudotamarii) pero si del resto anteriormente
estudiados. En promedio todas las especies amplificaron una banda de 600 pb, se estudio
el patron electroforético de la digestion enzimatica con Dde 1 de este fragmento
mediante PAGE y se hizo un registro de tallas de bandas obtenidas, en donde, A.
tamarii, A. sojae, y A. pseudotamarii son las especies mas relacionadas
filogenéticamente y asi en el orden siguiente A. orizae, A niger, A. terreus, Eurotium
chevalieri, A. flavus y A. ocrhaceus. Habria que ampliar el estudio a mas cepas tanto de
las mismas especies como de diferentes para verificacion de especificidad y sensibilidad

(Varga, 2003; Zhao, 2001; Binder, 2002).

El gen ord-A codifica para una monooxigenasa P-450 que media la conversion
de OMST a AFB,, requiere del gen afl-R, es decir, que el producto proteico, AFLR,
regula la actividad de ORDA. El cDNA (1948 pb) del gen ord-A obtenido por RT-PCR
fue clonado mediante el vector PCR 2.1 (pTA) en células de E. coli DH5¢, (ver Figura
3) ord-A media la conversion de OMST a AFB; y DHOMST a AFB, en la biosintesis de
AF en A. flavus y A. parasiticus (Prieto et al., 1997).
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Mediante la biblioteca de DNA complementario (¢cDNA) construida de RNA
aislado de A. parasiticus SRRC 143, se clono un inserto de cDNA (1,460) que contiene
la region codificante del gen omt-A que codifica para una O-metiltransferasa, la cual
media la conversion de ST a OMST y DHST a DHOMST (Yu et al., 1993). Estos dos
genes son responsables de la actividad enzimadtica especifica directamente involucrados
en los ultimos pasos de la biosintesis de AF, y estan regulados por afl-R, los cuales son
sumamente importantes por proveer informacidon vital para el entendimiento de

biosintesis y regulacion molecular del proceso de produccion de AF.

En esta investigacion se subclonaron los intermediarios de la ruta biosintetica de
aflatoxinas previo a su biosintesis, omt-A y ord-A, con el objeto de que en futuras
investigaciones se produzcan anticuerpos contra las proteinas recombinantes OMTA y
ORDA, e implementar una técnica tipo ELISA para la determinacion de estos
intermediarios e inferir que la ruta biosintética de AF esta activa en la muestra a
analizar, esto es de suma importancia ya que se evitaria la utilizacion de estandares de
AF en el andlisis, ya que su introduccion al pais se dificulta, asi como de todo lo que
implica el uso de los métodos convencionales para su determinacion, como

infraestructura, solventes, y demas requerimientos, ademas de micélogos expertos.
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CONCLUSIONES

Se extrajo el DNA de micelio vegetativo de Aspergillus orizae, A. tamarii, A.
pseudotamarii, A. sojae, A. niger, A. flavus, A. ochraceus, A. terreus y Eurotium
chevalieri y se amplifico los fragmentos ITS-PCR, los cuales presentaron un tamafio
promedio de 600 pb, sin variacion notoria entre las diferentes especies, que al digerirse
con la enzima Dde |, y analizarlos electroforéticamente en geles de poliacrilamida al
10% se logro la diferenciacion 6 especies de Aspergillus spp (A. flavus, A. terreus,
Eurotium chevaliery, A. ochraceus, A. orizae y A. niger) las cuales fueron a la vez

diferentes a A. sojae, A. pseudotamarii y A. tamarii.

Se analizaron las secuencias de los genes omt-A y ord-A de la ruta biosintética de
aflatoxinas, para disefiar por ingenieria genética los pldsmidos pET22bOMTA vy
pET30cORDA, éstos plasmidos se subclonaron en E. coli DH5a para obtener mayor
cantidad de DNA plasmidico y posteriormente en E. coli BL21(DE3) para expresion de
proteinas recombinantes. La clonacion se comprobd mediante PCR, andlisis de perfiles
electroforéticos mediante SDS PAGE, y Western blot con anticuerpos de unién a la
proteina de fusion histidinas y mediante anticuerpos de unién a la proteina OMTA. Se

logré la subclonacion de los genes omt-A y ord-A en E. coli BL21(DE3).
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APENDICE A

Determinacion de la proteina inhibidora de tripsina de 14 kDa en variedades maiz
de México mediante Western Blot

La contaminacion de maiz por A. flavus y A parasiticus y su contaminacion por AF son
problemas cronicos reconocidos por su potencial dafio a la salud humana y animal por
asociarse al cancer de higado (Ellis et al., 1991). El maiz esta expuesto a estos hongos en
los diferentes procesos a los que esta sujeto como lo son precosecha, cosecha,
almacenamiento manejo, distribucion y consumo. Las plantas son expuestas a una gran
cantidad de patdgenos, pero estas no tienen sistema inmune, por lo que las plantas tienen
varios mecanismos de defensa, incluyendo la sintesis de compuestos de bajo peso
molecular, proteinas y péptidos que tienen actividad antifungica (Selitrennikoff, 2001).
En vez del sistema inmune de las plantas tienen mecanismos de defensa activos o
pasivos, o almacén estratégicamente ubicado de compuestos antimicrobianos que
funcionan para prevenir la colonizacion en el tejido de las plantas (Chen et al., 2001). En
vias de intensificar su resistencia como hospedero al Aspergillus spp., el mejoramiento
genético natural de maiz ha permitido desarrollar lineas resistentes a estos hongos, en
donde se han detectado diferencias en las proteinas totales del grano de maiz resistente
del susceptible a ataque por hongos Aspergillus spp. y su consecuente produccion de AF
en el grano. La presencia de una proteina inhibidora de tripsina de 14 kDa (IT-14kDa) se
ha correlacionado con resistencia de varios genotipos de maiz (Chen et al., 1998, 1999a,
1999b.), incluso esta proteina es purificada del maiz y utilizada para fines terapéuticos
(Bank et al., 2002). La resistencia en maiz a produccion de AF es directamente
relacionado a la resistencia a la colonizacion de hongos en ciertos genotipos (Brown et
al., 1995). La estrategia mas efectiva para el control de la contaminacion por maiz en
alimentos para humanos y animales es reducir o eliminar el proceso de iniciacion de la
produccion de AF (Zuaber et al., 1987; Brown et al., 2004a). En Estados Unidos se
purificé la proteina inhibidora de tripsina de 14 kDa aislada de granos de maiz resistente
del genotipo GT-MAS:gK y se produjo anticuerpos. La proteina inhibidora de tripsina
de 14 kDa, presente en el maiz ocasiona cambios morfoldgicos de la hifa y ruptura del
conidio en Aspergillus flavus, Aspergillus parasiticus, and Fusarium moniliforme
(Brown, et al, 2004b; Chen, et al, 2001, 2002). Por tanto, este estudio de la proteina
inhibidora de tripsina en maiz de México es de gran importancia.
Material y método
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Germoplasma: Linecas de maiz del Noreste de México T-38, T-41, T-42, LRB-16,
LRB-18, LRB-137, LRB-10, LRB-14; hibridos de cruzas simples: LRB-16xLRB-18,
H-435, H-436; hibridos cruzas trilineales: H-437, H-439, H-440; polinizacion libre:
VS-409, CPSRC3; VS-454, VS-440, de Iguala Guerrero ciclos C4, C5, C6, obtenidos de
poblacion Amplia Base Genética (PABG) y del Bajio Mexicano (H-347, SB302).

Extraccion de proteinas totales de maiz: 10 g de maiz seco pulverizado se extrajo con
20 ml de amortiguador de fosfato-citrato pH 2.8 (84 mM 4cido citrico, 30 mM
Na,HPO4,) y 14 mM Pmercaptoetanol, 6 mM acido ascorbico, a 4°C, en agitacién 200
rpm/1h. Se centrifugé a 3,000 rpm/20 min a 4°C, el sobrenadante se filtrd (papel
Whatman No 4) y ajustdé a pH 7. Se dializ6 por 12 h (Pierce, 10,000 MWCO) y después
se liofiliz6. Se resuspendié en 1 ml de H;O y un volumen igual de amortiguador de
muestra pH 6.8 (2% SDS, 5% Pmercaptoetanol, 0.002% azul de bromofenol, 0.0625
mM Tris-HCI, 10% glicerol).

Electroforesis de proteinas totales: El gel de poliacrilamida-SDS (SDS-PAGE) al 15%
se realizd por duplicado de los extractos proteicos, uno para tincion con azul Coomassie
R-250, acorde a Laemmli (Laemmli, 1970) y otro para transferir a membrana de
nitrocelulosa, y tefiirse con Ponceau S para visualizacion de las proteinas transferidas,
antes de realizar el Western blot. La electroforesis se llevd a cabo a 100V/2h. Se utilizé
un marcador Bench Mark TM (Invitrogen).

Inmunodeteccion de la proteina de 14 kDa: La membrana de nitrocelulosa se bloque6
con 10 mL de solucién TBS-TWEEN-leche descremada durante toda la noche o 2 h (2-
5% leche descremada, 1X PBS, 0.05% Tween-20, pH 7.4). Se lavo 3 veces con solucion
de enjuague por un tiempo de 10 min. cada uno (1X PBS, 0.05% de Tween-20, pH 7.4).
Posteriormente se agrego el primer anticuerpo anti-IT diluido1:1500 en 1X PBS-Tween-
20 0.05% pH 7.4. (anticuerpo anti-inhibidor de tripsina de 14 kDa obtenida del extracto
proteico del maiz GT:MASK, donado por el Dr. Ziwan Chen, de Louisiana State
University). Se incubd a temperatura ambiente durante toda la noche o 2 horas. Se lavo
la membrana por 10 min, 2 veces con TBS-Tween 0.05% y una vez con TBS,
posteriormente se incubd por 3 h con SmL del conjugado IgG anti raton marcado con
peroxidasa en una solucién de 1:10000 en TBS. Se lavo la membrana por 10 min, 2
veces con TBS-Tween 0.05% y una vez con TBS. Se anadié solucion reveladora
diaminobenzidina 0.05% como sustrato (pastilla NBT/BCIP para fosfatasa alcalina
disuelta en 10 mL H2O (Sigma)) hasta que aparecid las bandas en un tiempo
aproximado de 10 a 30 min.

Resultados y Discusion. La infeccion por hongos es una causa de perdidas economicas
en todo el mundo (Robens,1993). Ademas, Aspergillus flavus y A. parasiticus producen
una toxina altamente carcinogénica (AF) que pueden causar el rechazo de los cultivos y
sus subproductos por regulacion preventiva en su venta en todo el mundo. Esto resulta
en pérdidas econdmicas (Dohlman, 2003), hay otros tipos de presion como de
ecologistas y del medio ambiente, aun y el desarrollo de funguicidas seguros y mas
eficientes por lo cual se exigen la implementacion en métodos de control para la
prevencion de la infeccion del los cultivos por hongos. En esta investigacion, se utilizé
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un método para medir la resistencia del maiz, a la invasion por hongos basado en el
descubrimiento de una Unica, proteina antifingica inhibidora de tripsina de 14 kDa (IT-
14kDa) la cual ocurre en algunos maices pero no en otros (Chen et al., 1998). La
transferencia y la aplicacion de este tipo de tecnologia a México ayuda a identificar
algunos maices con altas concentraciones de la proteina IT-14kDa, la cual tiene potente
actividad antifungica contra A. flavus y A. parasiticus (Chen et al., 1999) y asi mismo,
utilizandola en la proteccion de cultivos como parte integral de un paquete tecnoldgico
para su control. La proteina IT-14kDa puede también ser utilizada para otras
aplicaciones (alimentos, medicina) (Banks et al., 2002). Se utilizaron analisis de SDS-
PAGE y Western blot para examinar 23 variedades y lineas de maiz de maices de
Meéxico, para identificar la proteina de IT-14kDa, del noreste de México, del Bajio
mexicano y de Iguala Guerrero. Los resultados de este estudio fueron basados solo en
analisis cualitativos, descriptivos. En el analisis de SDS-PAGE y de Western blot por
ejemplo el mostrado en la siguiente figura, indicaron que las 23 variedades y lineas de
maiz expresaron la proteina de IT-14 kDa. El Western blot reveld que la variedad de
maiz H-437 mostrd presencia de la proteina IT-14kDa como mondémero (14kDa), y
como dimero. La proteina de peso molecular de 33kDa en la fraccion de el control
positivo de la proteina IT de 14kDa, es un dimero de IT (Chen, et al 1999), también la
proteina IT-14kDa puede ser fraccionada, en el método de extraccion, en otras proteinas
de 6 y 2 kDa (Chen et al., 1998). Los extractos de proteinas totales obtenidas del maiz
de México tienen reaccion en el analisis de Western blot con el anticuerpo obtenido de el
purificado nativo del inhibidor de tripsina de maiz GT-MASK:gk de USDA ARS de 14
kDa y reaccion cruzada con el dimero de 33kDa y con las fracciones de la proteina IT de
6y 2kDa.

Extracto proteico de variedades de maiz (50 pl). Panel A: SDS-PAGE (15%), carril 1: BenchMarck (15 pl), 2: C+ IT-
14 kDa (7ul), 3: LRB-16xLRB-18, 4: LRB-16, 5: VS-409, 6: H-437, 7: LRB-10, 8: H-439, 9: L-14, 10: T-38, 11:
LRB-12, 12: H-438, 13:H-440, 14:T-41, 15:H-435, 16:LRB-137, 17:Marcador BenchMarck. Panel B. SDS-PAGE
(15%) transferido a membrana de nitrocelulosa y tefiido con ponceu S 1: LRB-137, 2: H-435, 3: T-41, 4: H-440, 5: T-
42, 6: T-38, 7: LRB-14, 8: H-439, 9: LRB-10, 10: H-437, 11: VS-409, 12: LRB-16, 13:LRB-16xLRB-18, 14:H-436.
Panel C: Western blot de panel B, con anticuerpo contra la proteina IT-14 kDa. Panel D. Western blot con anti IT-
14kDa en papel de nitrocelulosa. carril 1: H-437, 2: Control + proteina IT-14kDa.

Los expresion de proteinas en granos de maiz implicadas en la resistencia o
susceptibilidad a infeccion por A. flavus y produccion de AF, incluyen el estudio de la
proteina IT-14kDa, la cual se a observado en altos niveles en el endospermo de las lineas
de maiz resistente, pero en bajos niveles o ausente en las lineas de maiz susceptible,
dicha proteina a demostrado fuerte bioactividad in vitro contra A. flavus y otros
patogenos, ademas, de tener actividad litica contra la pared celular del hongo, asi como
inhibir la actividad a-amilasa de A. flavus.
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Existen diferencias en las proteinas de grano de maiz resistente y susceptible a
contaminacion por AF, por ejemplo las variedades de maiz susceptible Va35, G4666,
P3165, de USDA ARS, variedades de maiz medio susceptible B73, y variedades de maiz
resistente Mp420, Mp313E, T115, GT-MAS:gk de USDA ARS, y ejemplos de las
proteinas que se han encontrado relacionadas con la susceptibilidad o resistencia de maiz
a la produccion de AF por A. flavus son globulinas (GLBs), proteinas abundantes en la
embriogénesis tardia (LEAs), proteinas que se inducen por el estrés hidrico (WSI),
aldosa reductasa (ALD), y proteinas del estrés térmico (HSP) (Chen et al., 2002b). Las
materiales de maiz encontrados que expresan la proteina se sugiere ser utilizados como
progenitores para conferir este caracter o caracteristica a las nuevas variedades de maiz
en México.

El hibrido H-435 esta formado por las lineas T-38 Y T42 y el H-436 por las
lineas T-41 Y T-42. El hibrido H-437 lo forman las lineas H-436 y LRB-10. EI hibrido
H439 esta formado por H-435 y LRB-14. Asi como H-440 esta formado por LRB-137 y
LRB-16x LRB-18. Cuando algin progenitor mantiene la caracteristica de expresar la IT-
14kDa, el hibrido que forma también mantiene esta caracteristica, este es el caso de H-
435, H-436, H-437, H-439 y H-440. Esta caracteristica podria ser controlada
genéticamente. Probablemente los maices de lugares céalidos que son expuestos a
temperaturas altas y a sequia han tenido algin tipo de seleccién y por eso muestran esta
caracteristica. La tolerancia a AF se relaciona a la expresion de la proteina IT-14 kDa la
cual puede buscarse en maices que son resistentes a sequia y temperaturas altas o que
son resistentes a condiciones adversas. El siguiente paso en este estudio seria buscar cual
de estas lineas con niveles de expresion de la proteina IT, es resistente a la infeccion por
A. flavus y la produccion de AF utilizando el Kernel Screening Assay (Brown 2004b).
Esto podria aclarar la relacion entre la expresion de IT y la resistencia a las lineas
examinadas y permitir una identificacion rdpida de la resistencia en germoplasma de
maiz, que podria ser utilizado en la agricultura o en programas de mejoramiento
genético. En este trabajo se identifico la expresion de la proteina de 14 kDa mediante
Western blot, en lineas y variedades de maiz de México.

Conclusion
Se encontraron variedades de maices de México que presentan la caracteristica
de expresar la proteina de IT-14 kDa asociada a resistencia al ataque por Aspergillus

Spp.
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APENDICE B

Implementacion de una sonda tipo Northern del gen regulador de biosintesis de
aflatoxinas en Aspergillus spp afl-R

La ruta biosintética de la produccion de AF involucra varios pasos enzimaticos,
los factores de regulacion de sintesis de AF son componentes genéticos, en donde en el
agrupamiento de genes de AF, hay un gen de regulacion positiva, afl-R, localizado en el
medio de el agrupamiento de genes para activar la transcripcion genética de la via, el
cual codifica para una secuencia especifica de proteina de uniéon al DNA (zinc), que ha
mostrado ser requerida para la activacion transcripcional, de si no de todos de la mayoria
de los genes estructurales (Yu et al., 2004). Se prepard una sonda tipo Norther para
deteccion de la expresion del gen afl-R de Aspergillus parasiticus, con fines de detectar
su expresion en cultivos del hongo.

Material y método

-
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E ¢oli DH3a 2 pUCIS + aiR
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hlat *
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con extractos de
plantas que inhiben la
esporulacion

sonda preparada

[L.0Zano, 2004

Cepas utilizadas: Aspergillus parsiticus 148, E. coli DH5a. Plasmido pUC 18 con el
gen aflR.

Preparacion de células frescas calcio competentes de DH5a.. Se produjeron células
competentes con un rendimiento de 5 x 10° colonias transformadas de un cultivo de E.
coli DH5a se sembr6 en cultivo en placa con medio LB agar, y se incub6 a 37°C 12 hr.
Del cual se selecciono una colonia con un picadientes estéril, de 16 h a 37°C, y se
transfirié a 100 ml de medio LB en un matras de 1000 ml, y se incub6é a 37°C 300
ciclos/min, procurando no pasar de 1x10® células/ml. Se transfiri6 el cultivo a 2 tubos de
50 ml asépticamente helados, se enfrié por 10 min, para parar el crecimiento celular. Se
centrifug6 4,000 rpm 10 min 4°C. Se decantd, y se mantuvo en posicion invertida 1 min.

73



Se resuspendio el pellet celular en 40 ml de 0.1M CacCl, frio y se incubo en hielo por 20
min. Se centrifugé 4,000 rpm 10 min 4°C. Se decantd, y se mantuvo en posicion
invertida 1 min. Se resuspendi6 cada pellet en 2 ml de 0.1M CacCl, y se alicuoto en tubos
de 1.5 ml con volumenes de 50 pl y se dejo reposar 1 hr y se procedié a la
transformacion de las células de E.coli DH5a con el plasmido pUC18 afl-R.

Subclonacion del plasmido pUC18 afIR en cepa de E.coli DH5a. Se colocaron las
células calcio competentes en hielo y se agregd 2 ul del DNA plasmido pUCI18 afl-R. Se
mezclo e incubd en hielo 30 min. Se calentd el tubo a 42°C por 90 seg y se incubo en
hielo 2 min. Se agregd 800 pl de medio SOC y se incubo 1 hr a 37°C. Se vaci6 a placas
con medio LB agar y ampicilina. Se seleccionaron colonias para purificacion del DNA
plasmido pUCIS8 afl-R, para su posterior purificacion.

Purificacion de DNA plasmido de pUC18 afIR: Se utilizo el kit de BIO 101 el cual se
basa en el método de lisis alcalina para la purificacion del DNA plasmido.

Digestion del plasmido pUC18 afIR: Se tomaron 48 pul de plasmido purificado por lisis
alcalina y se le agrego 1 pl de enzima Bam HI, 7 ul de amortiguador React 11l y 14 pl de
agua miliQ estéril y se incubo a 37 °C toda la noche. Se corrio un gel al 1% de agarosa
en TBE 0.5 X para observar la digestion de pUC18 afl-R con Bam HI tomando 5 pl de
marcador de 50 a 2000 kb, 5 ul de digerido y 5 ul sin digerir, para observar el fragmento
de 1900 pb y proceder a cortar el gel para su purificacion mediante el kit QIAEX II,
obteniéndose el DNA en 20 pl de agua. Y se procedid a marcar la sonda con digo-
oxigenina-dUTP con el kit Genius 6.

Extracto acuoso de A. americana: Se licuaron 20 gr de planta en 100 ml de agua,
dejando reposar a 4°C, concentrandose en rotavapor, deshidratdndose a 60°C y se
disolvio a 10mg/ml (Lozano 2000).

Extraccion de RNA: Se peso 0.001 g de micelio, triturAndose con nitrogeno liquido y
mortero, hasta obtener un polvo fino. Para la extraccion de RNA se utilizo el kit Rneasy
Plant Mini de Quiagen.

Gel agarosa-formaldehido: Se prepard un gel con agarosa al 1% con agua tratada con
dietilenpirocarbonato (DEPC), adicionando 5 ml de MOPS 10X y 1.5 ml de
formaldehido 37%.

Preparacion de la muestra: Cada muestras de RNA (1 a 10 pg) se prepard con 2.5 ul
de MOPS 10X, 4.4 ul de formaldehido 37% y 12.5 ul de formamida, incubandose a
55°C por 15 min. Se centrifugé 12000 rpm por 10 min y se adicion6 al precipitado el
amortiguador marcador de RNA (1 mM de EDTA pH 8.0, azul de bromofenol 0.25% y
glicerol al 50%).

Transferencia del RNA del gel a nitrocelulosa. El gel se sumergié en NAOH 50 mM
por 30 min en agitacion, se enjuagd con agua destilada y se adiciono el amortiguador de
neutralizacion Tris 0.5 M NaCl 1.5 M a pH 7.5 por 30 min y se coloc6 en N - lauril -
sarcosina 10X y se procedio a transferir a membrana de nitrocelulosa.
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Northern blot:Se trato la membrana con 10 ml de solucion de hibridacion y se mantuvo
en agitacion por 30 min a 42°C, y se adiciono la sonda preparada del gen aflR, y se
incubd en estas condiciones durante la noche. Una vez fijada la sonda, se removio la
solucion de hibridacion y se realizaron dos lavados con solucion SSC 2X + SDS 0.1% a
temperatura ambiente con agitacion. Después se lavo con 25 ml de solucion SSC 0.5% +
SDS 0.1% a 68°C, 5 min con agitacion. Se lavd 1 min con solucion de lavado
poshibridacion (0.1 M Acido maléico, 0.15 M NaCl, Tween 20 al 3% v/v a pH 7.5). Se
lavo por 45 min con solucion de bloqueo de sitios inespecificos con amortiguador 1:10
(0.1 M 4cido maléico, 0.15 M NaCl pH 7.5). Y posteriormente con solucion de
anticuerpos anti-DIG-fosfatasa diluida 1:5000 en (0.1 M acido maléico, 0.15 M NaCl pH
7.5) durante 30 min. Se realizaron dos lavados de 15 min en 100 ml (0.1 M Acido
maléico, 0.15 M NaCl, Tween 20 al 3% v/v a pH 7.5). Se realizé un ultimo lavado con
solucion de deteccion (0.1 M Tris-HCIL, 0.1 M NaCl, pH 9.5). Se disolvié 80 ul de
NBT/BCIP en 20 ml de solucién de deteccion (0.1 M Tris-HCI, 0.1 M NaCl, pH 9.5) y
se incubo la membrana 12 h a temperatura ambiente en oscuridad para revelar la sefial
de la sonda tipo Norther blot.

Resultados y discusion: Se utilizo el plasmido pUCI18 afl-R para transformar células
calcio competentes de E. coli DH5a, utilizadas para producir mayor cantidad de
plasmido pUCI18 afl-R, el cual se purifico a partir del pastilla celular de E. coli DH5a,
para digerirlo con la enzima Bam HI y liberar el gen afl-R panel A y B, y proceder al
marcaje de la sonda del gen afl-R con digo-oxigenina empleando el kit Genius 6 y para
utilizarse en el andlisis de Northern blot (panel D) con el RNA obtenido a partir de
crecimiento fangico de Aspergillus (panel C).
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Purificacion del gen afIR, subclonacion en E. coli DH5a, purificacién de RNA de Aspergillus parasiticus y Northern blot para
deteccion del gen aflR. Panel A: gel de agarosa al 1%. carril 1:marcador Gibco 100 pb, 2: plasmido pUC18 afIR, 3: plasmido pUCI8
afIR digerido con Bam HI, 4: pET22b. Panel B: gel de agarosa al 1%. carril 1: marcador Gibco 100 pb, 2: pUC18 + afIR digerido con
Bam HI. Panel C: gel de agarosa al 1%, extraccion de RNA, carril 1: Aspergillus parasiticus, 2: A. parasiticus con extracto acuoso de
A. americana que inhibe la esporulacion. Panel D: membrana de nitrocelulosa, analisis de hibridacion tipo Norther, carril 1: A.
parasiticus, 2: A. parasiticus con extracto acuoso de A. americana que inhibe la esporulacion.

El analisis de hibridacion tipo Northern indicé que la transcripcion del gen afl-R se llevo
a cabo en Aspergillus parasiticus cultivado con y sin con extracto acuoso de A.
americana que inhibe la esporulacion

Conclusion: Se logré implementar una sonda tipo Northern para determinar la
trascripcion del gen afl-R en A. parasiticus cultivado con y sin extracto acuoso de A.
americana que inhibe la esporulacion.

75



RESUMEN CURRICULAR

Susana Lozano Muiiiz
Candidato para el Grado de
Doctor en Ciencias con Especialidad en Biotecnologia

Tesis: RECURSOS ALTERNATIVOS PARA LA IDENTIFICACION DE Aspergillus
spp- Y LA DETERMINACION DE SU POTENCIALIDAD EN LA
PRODUCCION DE AFLATOXINAS.

Campo de Estudio: Ciencia de la Salud

Datos Personales: Nacido en Monterrey Nuevo Ledn el 18 de Noviembre de 1971, hijo
de Rosendo Lozano Quezada y Maria del Pilar Muiiiz Salcedo.

Educacion:
Egresado del Instituto Tecnologico Regional de Culiacan Sinaloa Grado
obtenido, Ingeniero Bioquimico con especialidad en alimentos.

Egresado de la Universidad Auténoma de Nuevo Ledn. Grado obtenido,

Maestro en Ciencias con especialidad en microbiologia.

Experiencia Profesional:

Analista Quimico, Productos Chata S.A. de C. V., Departamento de
Control de Calidad y de Investigacion y Desarrollo. Actividades Desarrolladas:
Andlisis fisicoquimico, Analisis microbiologico, Analisis sensorial, Inspector de
calidad, Determinacion de perfiles de transferencia de calor en autoclaves
industriales, Elaboracion del primer manual de buenas practicas de laboratorio de
control de calidad y de investigacion y desarrollo para certificacion del USDA.

Analista Quimico, Comité para el Fomento y Proteccion Pecuaria del
Estado de Nuevo Ledn, Departamento de Residuos Toxicos y Contaminantes.
Actividad Desarrollada: Analisis microbioldgico de patdgenos de alimentos por
la norma oficial mexicana y del USDA.

76



PUBLICACIONES

LA ASOCIACION MEXICANA DE
MICROBIOLOGIA Y LA

UNIVERSIDAD AUTONOMA DE NUEVO LEON

IV CONGRESO

LATINOAMERICANO
DE

MICOLOGIA —— -

EL COMITE ORGANIZADOR ENTREGA LA PREFENTE

CONSTANCIA

a Susana Lozano

POR LA PRESENTACION DEL TRABAJO

“Purificacion de omt-A y ord-1 intermediarios de la ruta biosintética
de aflatoxinas de Aspergilus flavus y A. parasiticus a partir de cepas de Escherichia
coli, recombinantes obtenidas por subclonacion de los genes omi-A y ord-1"
En su modalidad de CARTEL

DEL 13 AL 17 DE MAYO DE 2002
KALAPA, VERACRUZ, MEXICO

PRESIDENTE DE LA ALM VICEPRESIFENTE DE LA + J

isec & & 022

S2P - conacrT
Crmsrye Mo bumal dhe Ciormia p Frevhagis

77



Desarrollo de una prueba diagnostica para la determinacién de
la contaminacién de aflatoxinas basada en serologia de
intermediarios de la ruta biesintética de aflatoxinas

Susana Lozano Muﬁizﬁd!berro Morales Loredd. Santos Garcia Alvaradd.

inii‘ap Deepak Bhatnagar' e Irma Martinez Vizquez.

Universidad Auténoma de Nuevo Ledn I

Nacional de Investigaci

United States Department of Agriculture-Agricultural Rerearch Service-S.

USDA
les Agricolas y Pecuariad: %
R -3

ch Center.

Por sighos s b,
0% 5 sevonocd i do la epidemia en

En el soroeata da Mitxicn e el 98% de I prod; mis de 20

oomeminackbn dol hoogo ful de un 23 %, y flsf redecido basta menos del 1% aa
mesdiciss prevestives.

La contaminacide de aflatoxinas ha 630 reportada pricticaments o foda ol mendo. En los Estados Unicos de

g (F

il e 20 ppib de aflatoxisas y probibe b venss de leche conteniendo mis de 0.5 ppb.

rabwjonc, tandackn, carom, roquieren de micoiogos expenos, y

Material y Métodos

.-.m s ok sdos Adgicodnas pese——_y
| LB 8 11,
| gen omt-1,
Tow clonada e ol phlarskdo pllsescript an 19953 por Yu y cob. e CONA de 1480 pb fus. TR par s clonecin
wnincn da A parsalicus. E| SMA (1840 56) el gan 071 nbtenide por RTBCH fus.
0 Do, o 10857 por Primtn e s o M M T T - e
. Dhonpa Brwiager dol Souther Ragionsl Rasasrch Camer, Agrioutursl Ressarch. Comtd e w348 GET PR
Horvien, UB. ey o o | -
@9 Garoline del Hie 24 low Esisdes Lirksos. e e
1 1 i [z}
vecinres. el =ﬂﬂ el
pey G i e
s (GRF), mply o
ﬂnmwuumm"mu-ﬂu
Pan % >
TA, ol cual se ik oo ol g,
| QIO con anzimas MR B y At | pe clonarss o 6 st pOT30C. Sa Seahl [ i H““m"“‘""""‘ﬁmmm
¥ ¥ clrares mectes 50 g
da imvitrogen (Ol
FLHGNTIR sagpeicscegogensrse-TOONONT Thepilan g bosistne Ty DM 5% wre -
8L {DE3) it Cachy
1 L cups DL (D& coxfibcn pars e T7 RNA # Bango tw i noche 8 4 %G, 90 mA 0 30 vom
s e pr— |
e TP 10 b, 1.9 ul e ML 25 mbd, 7 . el inictacior 1y 3 (89 ngraL L 5 ol de aa e el del - |
e oy y ) T S
prarsnlarapdbos v-md posery =
forlardoo cats 1100 el | mevbdecoms 18 h3T cotorrin,
e
==
- PAE4 AT R T -1
=
Plismidos con inserto ord-1 y omi-A et
e N R AR e ’
o] e S
=23 i 3
. b
i = P=n
-] L [
[ = Woned oo 10
L ROACKn B e
X G ¥ 16, 3 vacam con ¥
wrgifican macanis PCR oo Ios nisassms o1 y smiZA we Bnearieh mesteris :L':u 54 houest . _-—u--m:::nnmnwm;—
¥ privr i A pr
W mediards digastitn frdede. 1 i oo TBE Tumsan 0,064,
“m“_m_ur'“'““'ﬁ‘,_m“ g padms b i £ Rasts que sparmcit ns Bandas 4a w Uemes sprosimeds du 10 & 38 min.
® pilamics pETI0C cieenios de Noveqes, e Madissn Wis pars alo, :1 16.000 £ m. jpor ‘:; . s HE e T
Tt ' HE
al sorres ol vecior Ineerizace. i JE ] e
BETII0 y o iomarie o A, chtsridea d n Sigaasin de proccks de PCR, se fgaron. £ o urva, S incuibd an hlaka pas 1 1 s dmotver completamants 18 prOMin. S tarirugd & i
et 15 Oy 4.0l e W0 rpm. e
anEimE 9 o9 0.48 mices - ook l‘.'—h-
OMT-A y ORD-1; B4 s cokamnm con 2.3 mi de o
e - — PURIFICACION DE LAS PROTEMAS ¥ ORD-1; Ba praparars. on o
| REBUL L 3 ] [T :m-:qm e s
e 1 MIBO) y 78 e o1
y 12 on 88 de ures o e o —
D corna. ittt
A it S 4 e
A TrB-HCI pH T4
o °t |
ey T

Aufnoms de Nuevo Leda (UANL)

x Agricall

ABCE-SRERC)

78



Fna [Pm OTaAMm

Orange County Convention Center
Orlando, Florida
May 20- 24, 2001

ATBTR AT

BESCIGNTIFIC SESKIONS® - N
: ® N-29. Ch Z W, Berghote, C K Bagwell, M. M, Dantsber, C R
1 ..iwum Uiniversity o South Canding, Cofumiria, SC
LA r Williagss Lini Trsstal, 1 m N-LL Imgrvrmnents bo the Vital Stain and Probe Method
T ol Growih and Relativ Fitness of £ C. Willanua, D Ftn. . Hong 1 Norily
¥ Wmhwm Skidaway Institisn of Ooranegraphy. f-m-..n..u
i ayly. M. £ Marsion  N-44. Chareserition of Ilmwlwpw-n me
mm-nuhmimlmﬂ.ﬁl
_ - Surt n Cuitare
i Tanpa Dy i |bnmlmmm o
..p.um-n-u. 5 Willkarmsen, |, H. Pasl Patrsichan ¥ Sauer 0, 1. ferghurd, M.J.
Univessity of South Fosids, 5. Pegensbary. L Fankion
N ol Bepman, MT
of Celbalar i cth NI Caietie v ol DhowpWaleer S Assoct
._n-.l.nd-.i- €. ety .mmuu-.p s
i of Cooangraphy Sewasnal (i J 0L Csan, 17 | McCathy
= N-\ll.ﬁnwlmtlnﬂﬂi“mnﬂhn a6 Analysis of lFIL-lw Tiriech Cieamgrogiic dnstbtion, Fort Parc,
i Canasal Marine Waters i Seasoeul and Spatial Kesponses ti Ultraviclet
. Dung. C. K Lowil. Mabiation i Marine facherioplankis

Tasbion Cells in ﬁq'll m
. Hebstow, 5. C, Williars, 11 G, Verh
Sy Ikt cranieaphy Sevannaly GA
LR ll.nlluuf Ihinllml-h vl Io Tartul [yl o i

jom.
W, lI.I!Hle 112 Pakoaleki, | 1t Kase, K. Soott, 5

Lanm-uv of Wil Flewisla, Memsacola, 11
-, M.lndaclrammunmu tackerial amd hinwnl
LIS, Salt

A uchan',

Rl stu 4l 1 Domiriai |

Ak
M.LI! Mn.‘u!ulwltluhllg

wﬂ v, Savanmab, GA
0 hm-w-hf)\m Expression Ol Assizllatoey

! At G Liniversity of
Covagla Warioe It Sapelo lakisd, A

e
I’{)STERSESSIUN

A-E Allent, M. G Boalr, M. E Frischer’, . G. Verity,

Alnmhl.\ 100 ., ﬂﬂlrmmn | Bawran: Pivsder Tall

DL A. Brunk, LI Zebe' 1 031, Varisbality I Nitiogen Riegubdtion of Allatusin
Liniversiy ot G kidaneay
W Oty e G ‘:mm"';;' ey e
A r Scuatiern Misghnnal icmsarch Comiue, New Oueans, LA
c..nmea.r.un e .L CrunCA 3 i i
:mh Aflatasin by 1
Orpﬁll‘ K U, Hinric} WWEFM 5. Laganu', A, Hﬂml'bﬂ:wfs_(_?:h
TFac. C. Mologicas, vershbad Avtinomas
W‘fc’hl‘”“"’"“"""‘“w“"’“““““ Ly, San Nicolas, N.L_, MEXICO, INIFAT; Sat
- N3E b i 1 Facioes and Nm"m'milmusw

E. mhfm D Harvey, .’, Wlartin
Flonida State Unnmluphthhnm
-3, Mlactorial Pepulation Complexity in Cultures of
Pharsleria

Agriculture, Mew Olears, LA
03, Clisény ..dclmuuh-k—unmcnr.m
Tvalved I Lﬂmw
WS.'M.Mnlllml‘ . Dbatnaga, T. I Cheveland!
AL ARS mmmmwhm’
University, Qera, FEYPT
=0 he mor-1 Pro=

moter in the Allalnin Gene
C.It.ﬂlllm LW L, 1hnll

N4 Clays and Humie Arids Increase e
in Marioe Benthic Dacteria

e Muhv‘:ﬂtmﬁ- PQSTER_I SES_SEDN

- N-u.mbl
of Pathogeric Vibris spp. Prosent 34T, Foodborme Pathogens
Lum :|.}|m;s,;nlP hwpmn My, 1030 s, « 12400 worare | Mo Paster Hall

mdmmmmwm " :“L‘m mmm!mﬂslmumrvdd

- N use
Zomes K.Dun-—u .1 , G Filioussis',
m'mw % pﬂ?wﬂm s

'— ran Sy oy W T Gl Morling W b, Flrih

&mnwau-mam

el immartin® oo de. vl mx

1Fac. C. Biclogicas, Universidad Aulonoma de mmsﬂmuhmm:ﬂrmmmmmmmwdnﬁm New Ovleans, LA.

79



UANL

Alberto Morales Loredo, Nubia M. Durén Manriquez, Susana Lozano Mufiiz
irma O. Martinez Viazquez, José S, Alvarado Garcia, Genoveva Alvarez
Ojeda, Deepak Bhatnagar, Robert L. Brown, Cesar A. Reyes
¥ Ricardo E. Preciado Orliz

Constancia

PROTEINA 14 kDa EN MAIZ RELACIONADA A RESISTENCIA CONTRA
Aspergillus spp. Y PRODUCCION DE AFLATOXINAS
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ASOCIACION NACIONAL DE BIOTECNOLOGIA
AGROPECUARIA Y FORESTAL (ANABAF)
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Constancia
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Por haber presentado el cartel PROTEINA 14 kDa EN MAIZ RELACIONADA A
RESISTENCIA CONTRA Aspergillus spp. Y PRODUCCION DE AFLATOXINAS
durante el V Congreso Nacional de Biotecnologia Agropecuaria y Forestal celebrado
en Ghaﬁg‘go México del 24 al 27 de agosto de 2004
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PROTEINA 14 kDa EN MAIZ RELACIONADA A RESISTENCIA
CONTRA Aspergillus spp. Y PRODUCCION DE AFLATOXINAS
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Genoveva Alvarz Ojeda’, Cesar A. Reyes!, Ricardo E. Prociado Ortiz!, Robert L Brown?, Zyuan Chen?, Deopak Bhatnagar®.
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SUMMARY.

This study was to identify a $4-kDa trypsin ©om protein that confers resistance 1o the attack
by Aspergilius spp. Com kemels of nonheast of Mexico were analyzed, 7 sxpressed 14 kDa
|protain in high level, 10 in medium level, & in low lavel and 2 were absent.

INTRODUCCION.
En México ol maiz e ol alimanto fursdam. d da In 6N Y #sle paie o8 no de los
{1} 8= 0.2 millones de para

w,&Mmmmﬂ;Lﬂﬂm“MMt
(soquia) y précticas mmmh-ﬁmwm-mwm l!hn
del grano

{4). En e m*ﬁmm'ymg
nqﬁ,-pndﬂm i por

ine 14 de tripsina (IT-14%Da)

dnﬁzmm
mMWﬁhﬂhrmﬂm-ﬁ‘mﬁlummh
proteina IT-14kDa en makces de Maxico, nos nferir su resistoncia o staque por Aspergiffus
spp. El proposito de este estudio fue identificar la proteina IT-14kDa on variodades y lineas de maices
del Noreste y Bajio

=G

MATERIALES Y METODOS.

Germoplasma

Del Noreste de México: T-38, T-i1, L42, Hl’.erl'.HlT‘ LRE-10, L-14, 46x18, T—Mx‘l’-l&mﬂ—
437, u.nl.mm Mf Del Bajio

saquin.

thrnhlﬂ!{\ﬁ'h}
Soducion 1X PES, 0.05%Tween-20, pH 7.4,
b de tripsina 14 kDa (IT) oblensda del
extracto proteico del maiz Opaque-2, donado por of Dr. R. L Brown, SRRC, USDA-
ARS, dilucion 1:1500 en 1X PBS-Tween-20 0.05% pH 7.4. Anticusrpo secundario
fanti IgG conjugado a fosfalasa

5% leche
ands-

Extraccién de proteinas:

10 g de mair seco pulverizads sa extrajo con 20 mi de smortiguador da fosfato-citrato pH=Z.8 (B4 mM
acido citrico, 30 mM Ne,HPO,,) y 14 mM 2 6 mM ickdo a4 °C, on agitackin 200
rpmiih Sa centrifigd a 3,000 rpmi20 min a 4 °C, al filtrds (papsl Mo d) y ajustd a
PHT. S.mw12hlm1&mm]vdﬂﬂﬁnmhwm1IIIﬂH‘IIv
un volumen igual de amomiguador de muestra pH B.8 (2% SDE, 5% [ mercaploctancl, 0.007% arul de
bromafenal, 10625 ms Tris-HCI, 10% glicerol).

Electroforesis:
El gal de poliacrilsmids-SDS (SDS-PAGE) al 15% =& realizé por de los
miblﬂWML&uﬂrﬁmnmmm-[iM\hnduuﬁﬂmlMcmm

‘Coomassls R-250 y otro para transferic a mambrana de nitroc)

Fig. 1. SOS PAGE Pansl A Tincién con
Coomassis = Carrll 1 Maresdor Banchider,
carril 3 L-46, carrdl 3 HA38. Punel B = Western
biot, Carrdl 1 HA3T, carrll 2 Cortrol: proteine

deid O

Tabsla 1. Detecehin dels sxprasiin de 714

RESULTADOS Y DISCUSION.

Por anidisis en gel y por Wh (Figura 1), & un alto nivel de durn
In proteina de 14 kDa an las varedades. VEASL Medo an L16°, LW, HA37,
H347, CPRS3, 363 x 137, LRE-10', 18x18, H-430, VS404'. Bajo en SE302, L18°,
VS440, C5, T-38, T-44, I.-tlzt-ﬂ? Mnm?ﬂmn&hl}ﬁnh
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24/Octubre/2003

Estimados autores y coautores de los Resiimenes In Extenso.

Estos son los 140 resimenes aceplados para presentarse en el XXX Congreso Nacional de Genética Humana del 16 al 19 de noviembre en la

ciudad de Monterrey.

La modalidad en cartel esta numerado, 1o cual significa que serd el sitio de mampara que le comrespondera colocar el cartel . La modalidad de
los trabajos en Oral estin seftalados al final en celda color amarillo.

Nota: Los restimenes aqui presentes fueron enviados al Dr. Ricardo M. Cerda Flores a su correo ico ri @ omm
como se estipuld en la segunda circular de la AMGH y en la pigina Web de la AMGH.

Favor de difundir estos resultados a otros autores de resumenes.

Gracias.

Afte.

koS

Dr. Hugo Alberto Barrera Saldafia
Presidente de la AMGH

M4 | DMO4 | Lopsz-limanaz

Dr. Ricardo M. Cerda Flores
Secretario

VARIMBILIDAD CUNICA DE LA HEMOFILIA POR LA PRESENCIA DE | Josd 08 Jisis Lapaz-Aimensz. Clauda Palrio Betran-Mrsada, Johanna
FACTOR W {Leiden), PROTROMBINA [20210A) y MTHFR (CE7TT) Mantila-Capacha, Ana Rebaca Jaloma-Cruz

18 | DMDS | Lozana-Muniz

IDENTIFICACION DE ESPECIES DE ASPERGILLUS SPP MEDIANTE | SUsans Lozanc-Muna. wlle 0. Mannez-Vasquez, Albeto Moralss-Larado,
EL ANALISIS DE ADNA

503 Garcia-Alvard

inigap
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M Mhmsimn e, Mo Bt v Fraremrairs Diemr |1 M onnnfies B

Diferencine las especies de Aspergifin spp
medianie digestion enzimdtica de
amplificaciones de secuencis de manscripeion
mlwl;{,'n-,'.h

Mediante amplificacidn de PCR TS v s
digestion es posible diferenciar especios de
Aspergitiuz spp

Las micotoxinas son metabolitos secundanes de honges daflines a la salod humara v animal,
pior contuminar shimentos como maiz. cocahuate, loche v sus denvados. Por ser toxicos v
extrempdamente  corcinogémcos, ovios metabolitos afectun In economin agricola ¥ la
ocuidad alimentaria, ademis de ocawionar daios severos o I sahad humana v animal. La
aflatoxinas (AF} som producidas par especies de dspergilius: A, v, A parasiiens, 4
notiy, A faorartl ¥ A, oobracenroseny, En el gnero de Asperpilie. hay especies muy
ercunas & las productoras de AF como lns especies no pflmoxipénicas 4 fonigano gue os
un paddpeni, 4. orfzae ¥ A siger son uwsadas en la produccidn de enrimas, péplados ¥ olros
compucstos orginicos, ¥ A W s usade en Iy fermentacion de salsn de soya (Yu, e alf
2004). Las especies del género Aspergilfus presentan uma gran diversdad y variabalidad en |a
naturaleza. Su clasificacsdn /o wentificaciin radicional estd basads principalmente en las
camcicristicas morfeldgicns. Los estudios compamtivos de scouencins de muckedtidos de
penes de DNA pibosomal (fDNA) pueden ser wiilieados pam anilsis de relaciones
filogendticns ¥/'0 identi ficacion de especie o subespecie de hongos (Kumedn and Aswo, 1996,
Schmadi, 2002}, En esta investigaciion se utilizaron anilisis de restmocsdn de regiones de
HINA, incluyends lss regiones ITS1-58-1TSZ, con fin de elucider relaciones filogenéticas
para identillcacion de algunas sspecies de dspergiihe,
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