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RESUMEN

El género Aspergillus presenia una gran diversidad y variabilidad en la naturaleza. Esta
variabilidad dentro, de las poblaciones de A. flavus, influye en el proceso de
contaminacion de los cultives. Se conoce que los aislados individuales de A. flavus varian
en su capacidad para producir aflatoxinas, tanto in vitro como durante la infeccion de los
cultives. Mediante ]la caracterizacién del hongo con técnicas moleculares y la serologia a
partir de productos de genes involucrados en la biosintesis de aflatoxinas se estard en
posibilidades de disefiar una estratcgia de identificacién de la contaminacién. Para
apoyar lo anterior, la presente investigacion se planted los siguientes objetivos: (i) Inferir
las relaciones filogenéticas de cinco especies de Aspergilius con base en su apalisis
molecular. (1) Caracterizar geneticamente aislamientos de Aspergillus spp, mediante
Polimoriismous Conformacionales de Cadena Sencilla (SSCP), analisis de restriccion de
los fragmentos de DNA que codifican para los rRNA y Amplificacién al Azar de DNA
Polimérfico (RAPD). (iii) Identificar un patrén electroforético especifico para hongos
aflatoxigénicos mediante RAPD. (iv) Expresar el gen omt-A involucrado en la biosintesis
de aflatoxinas. Como resultadus, se logré integrar 23 aislamientos que representaron a
las especies A. flavus, A. chevalieri, A. ochraceus, A. terreus y A. niger. La extraccion de
DNA de Aspergillus spp, con el método de Cenis a partir de cultivos monospdricos,
permitié obtecner DNA de calidad y en la cantidad adecuada para las reacciones de PCR.
En las cincn especies, se amplificd un fragmento de DNA de 600 pares de hases (pb), que
incluyo las regiones ITS1-5.85-ITS2, mediante iniciadores complementarios a las
regiones conservadas 18S y 288 de los genes que codifican para los rRNA. Se analizé la
secuencia de bases del fragmento ITS1-5.88-1T82, mediante el algoritmo de alineamiento
J. Hein, y se encontré una region conservada de 198 pb la cual incluyé el gen 5.8S. Esta
region fue altamente conservada (100%) entre la mayoria de lag especies, con excepcian de
A. chevaliert y A, flavus que variaron en cuatro y 11 posiciones, respectivamente, Las
secuencias en las regiones ITS1 e ITS2 fueron mas variables. Estas diferencias en la
secuencia permite distinguir entre especies, debido a que existen diferentes sitios de
reconveimiento de endonucleasas lo que genera diferentes patrones de restriccion y
ademas en un futuro se pueden disefigr inigiddores especificos para PCR. El analisis de
las secuencias ITS mediante, €l algoritmo J. Hein, con base en la region conservada y
variable, permitid elaborar el 4rhol filogenético, en el cual se formé un grupo entre A.
ochraceus, A. chevalieri y A. niger y otro cntre A. terreus y A. flavus. Mediante la técnica
SSCP se diferenciaron tres especies: A. flavus, A. chevalieri y A. ochraceus y se encontré
un comportamiento similar tanto en la migracion como en la separacion de cadenas de
DNA, entre A, terreus y A. niger, Lus fragmentos 1TS se sometieron a digestion con tres
enzimas, de las cuales séla Dde I, permitié obtener un patrén de restriccion difcrente y
especifico para las cinco especies en estudio. Mediante la técnica de RAPD se logrd
asociar de acuerdo a su patrion electroforético A. ochraceus y A. chevalieri, las cuales
presentaron los mayores indices de asociacidn de Dice (1.0, 0.60, 0.86 y 0.80) con los cuatro
iniciadores evaluados. ademas con RAPD, se logrd obtener un patron electrotorético
comun para las cepas productoras de aflatoxinas, es decir aflatoxigénicas, de A. flavus.
Se identificé mediante SIIS-PACE una proteina de 26.0 kDa expresada por el gen omi-A,
involucrado en la ruta de la biosintesis de aflatoxinas. Finalmente, las técnicas
moleculares RAPD, SSCP, secuenciacién y analisis de restriccién del fragmento ITS,
permitio inferir las relaciones filogenéticas entre cinco especies del género Aspergilius,
as{ como 1dentificar un patrén electroforético especifico tanto para la especie como para
eepas aflatoxigénicas.



ABSTRACT

The genus Aspergillus occurs in nature, with a great diversity and variability. Aflatoxin
production among the 4. flavus population is influenced by thus variability both in vifro and
in the field. The molecular characierization of the fungi and the serological detection of gene
products involved in the aflatoxin biosynthesis, will provide new strategics to identify
contaminated plant products. Therefaore, the objectives of this work were: (i) Based on the
molecular analysis, elucidate the phylogenetic relationship among five species of Aspergifius.
(if) Characterize strains of Aspergillus spp usiag Single Strand Confromational Pelimorphism
(SSCP), restriction analysis of tDNA and Random Amplification Polimerphic DNA (RAPD).
(1) To determine aflatoxigenicity with fingerprint patters by RAPD on A. flavus. (iv) Express
omtA gene, involved in the aflatoxin biosynthesis, Twenty three isolates belonging to the
species A. flavus, A. chevalieri, A. achraceus, A. terreus, and A. niger were evaluated. DNA for
PCR rcactions was cxtracted from monosporic cultures of Aspergillus spp, following Cenis’s
method. Using primers to anncal at conserved regions on the 188 and 288 rDNA, a 600 base
pair (bp) fragment was amplified frum the 1TS1-5.8S-1TS2 region of the five species. The
sequence analysis of the 600 hp fragment by the J. Hein algorithm showed a highly
conscrved rcgion spanning 198 bp which included the 5.8 S tDNA. This region was highly
conserved (100%) among most species, except A. chevalieri, which had 4 bp changed and A.
flavus, with a difference of 11 bp. All of these might be further studied and exploited to lovk
for specific sequences by PCR. On the other hand, TSI and ITS2 were less conserved.
Phylogenetic analysis of the five spccies, based on both, conserved and variable regions,
yiclded two groups: onc constituted by A. ochraceus, A. chevalieri, and A. niger and another
by A terreus and A, flavus. SSCP analysis differentiated three species: A. flavus, A. chevalieri,
and A. ochraceus, likewise, A. terreus and A. niger were found to be related. Restriction
analysis ot 1'I'S1-5.8-ITS2 with Dde I identified distinct patterns for the five studied species.
In addition, amplified fragments by RAPD provided information, associating A. ochraceus
and A. chevalieri with values of 1.0, 0.60, 0.86, and (.80, coresponding to four different 10-
mer primers. Likewise, the use of RAPD could distinguished aflatoxigenic strains of A. flavus.
On a set of different experimenis, a 26-kDa protein of the omfA gene, was identified by SDS-
PAGE. Finally RAPD, SSCP, DNA Sequcncing, and restriclion analysis allowed to infer
phylogenctic relationships among five species of the genus Aspergillus and identified a

cleetrophorctic pattern distinetive for species and for aflatoxigenic strains.



Capitulo 1
INTRODUCCION

Las aflatoxinas son un grupo de metabolitos secundarios producidos
principalmente por los hongos imperfectos Aspergillus parasiticus Speare y A.
flavus Link ex. Fries (27). Estos compuestos son los carcinogénicos mas potentes
producidos naturalmente y pueden contaminar alimentos para ganado y consuma
humano, poer lo que son una amenaza potencial para la salud (55). La
Organizacion Mundial de la Salud sobre aspectos microbiolégicos de 1a higiene de
alimentos, reconacié una lista de 150 tipos diferentes de hongos productores de
micotoxinas téxicas para el hombre y los animales, dentro de los cuales se
encuentran los del genero Aspergillus. Estos causan de manera directa micosis e
indirectamente micotoxicosis por las aflatoxinas generadas como producte del
metabolismo. En México, estos metabolitos secundarios, contaminan el cultivo de
maiz con niveles superiores a lo permitido por la Administracion de Alimentos y
Drogas de los Estados Unidos de Norteamérica (FDA-USA) (48), para la
comercializacién de granos.

L.os hongos A. flavus y A. parasiticus pueden erecer y producir aflatoxinas
sobre un gran numero de sustratos, sobresaliendo por su importancia para
México el maiz. Estos hongos producen las aflatoxinas Bi y B2, ademids A.
parasitices produce dos aflatoxinas adicionales Gty Gz, De todas las aflatoxinas,
la B1 es la mds carcinogénica y generalmente es producida en mayor cantidad.
Otres tipos de aflatoxinas como la Mi, P1, Q1, Aflatoxicol vy otras han sido
identificadas y todas ellas proceden de la aflatoxina Bi (8).

La contaminacién por aflatoxinas ha sido reportada practicamente en todo
el mundo, En los Estados Unidos de Norteamérica, 1a FDA prohibe el comercio de
granos para alimento que contengan mds de 20 partes por billon (ppb) de
aflatoxinas y prohibe la venta de leche con presencia de méas de 0.5 ppb (69). En
México la contaminacidn de maiz con aflatoxinas fue baja (12-35% de ocurrencia)
durante 1981-1988; sin embargo, en 1989 el maiz del Noreste presentd una
contaminaciéon de 100% de ocurrencia con niveles superiores a 20.0 ppb de
aflatoxinas. En el afo de 1991 la contaminacién del hongo fue de un 23% el cual
fue reducido hasta un porcentaje menor del 1% en 1992 mediante un plan regional
de medidas preventivas (80). Se ha determinado que la prevalencia de Aspergillus
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y la subsecuente produccién de aflatoxinas es condicionada por el medio ambiente.
Los problemas mas serios con la contaminacién han ocurrido en regiones con
anos donde las temperaturas y precipitaciones son superiores e inferiores a la
media, respectivamente (35). Cuande estas condiciones ambientales coinciden con
la floracion y desarrollo del grano del maiz, el problema se agudiza, ocasionando
que la contaminacién puede ocurrir en el campo antes de la cosecha y durante el
almacén (69, 81).

La clasificacion de las especies del género Aspergil{lus no cumple canones
ortodoxos de la taxonomia de hongos, ya que este género ha sido dividido por Raper
y Fennell en 1965 (78), en 18 grupos, con 132 especies. En Aspergillus las
diferencias en la composicién del sustrato produce contrastes marcados en el
crecimiento y coloracién, en las dimensiones y morfologia de las cabezas
conidiales. Ademas, este género presenta una gran diversidad y variabilidad en la
naturaleza. Los aislados individuales de A. flavus varian ampliamente en su
capacidad para producir aflatoxinas, tanto in vitro como durante la infeccién de
los cultivos (21). Se considera también que las especies A. glaucus, A. restrictus,
A. ochraceus, A. candidus, A. flavus, A. niger, A. versicolor, A. fumigatus A.
parasiticus y A. clavatus son importantes en el deterioro de granos y semillas
almacenados (64).

Para caracterizar y diferenciar el género Aspergillus se han utilizado
métodos basados en biologia molecular, como el anédlisis de las secuencias que
codifican para los genes de los RNA ribosomales eucariotes 188, 5.8S y 28S (51, 60,
92, 95). A partir de los fragmentos amplificados de las Secuencias de
Transcripeion Interna (ITS), de los genes ribosomales, se pueden realizar los
anidlisis con enzimas de restriccidn para distinguir entre especies; y andlisis de
los Polimorfismos Conformacionales de Cadena Sencilla (SSCP), con los cuales se
tiene como un método sensible y rapido para identificar cambios pequenos en la
secuencia del DNA. Recientemente, se ha encontrade que la produccién de
aflatoxinas difiere significativamente entre grupos de compatibilidad vegetativa, y
estos grupos son consistentes con los polimorfismos de DNA (5). La habilidad para
caracterizar v monilorear cepas genéticamente idénticas de poblaciones de
Aspergillus spp, permitird determinar como la contaminacidén se dispersa y
cuales poblaciones estdn asociados con los maices afectados (59).
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Aunquc los factores que influyen en el metabolismo primario atectan el
metabolismo secundario, 1os metabolitos secundarios no aparecen durante la fase
del crecimiento del hongo (trofofase), debido que las enzimas necesarias para su
formacion est4n ausentes (20). Se ha establecide una relacién estrecha entre la
biosintesis de aflatoxinas y biosintesis de lipidos (28) y es conocide que la sintesis
de proteinas disminuye durante la fase de produccidn de aflatoxinas (idiofase)
(27). La biosintesis de policétidos representa el paso inicial en el cual el erganismo
es llevado a la produccion del producto del metabolismo secundario (16) vy muchos
de luos pasus son esencialmente irreversibles. Se conoce que en la ruta de la
biosintesis de aflatoxinas el paso de ST a O-MST y O-metildihidro-ST es tinico para
A. flavus vy A. parasiticus (10). La enzima que cataliza este paso es una
metiltransferasa codificada por el gen omt-A. Por otra parte se obtuvieron
anticuerpos policlonales contra cepas aflatoxigénicas de A. parasiticus. Lo
anterior apoya la deteceion, de metabolitos intermediarios de la biosintesis de
aflatoxinas, mediante serologia de las proteinas-enzimas especificas de la ruta de

.

la biosintesis.

Al combinar la caracterizacion del hongo mediante técnicas moleculares y
la serologia a partir de productos de genes involucrados en la biosintesis de
aflatoxinas se estara en posibilidades de disefiar una estrategia de prediccién de la
contaminaciin precosecha de aflatoxinas, de suma importancia en el manejo
agronomico del cultivo, en la toma de decisiones para la comercializacién y en un
future para un manejo potencial precosecha.

1. Hipotesis
1. Con bhase en el andlisis genético, mediante técnicas moleculares, es posible
inferir las relaciones filogenéticas entre especies de Aspergillus spp.

2. La variabilidad en la capacidad de producir aflatoxinas de Aspergillus flavus es
posible detectarla mediante andlisis molecular.
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2. Objetivo General
Inferir relaciones filogenéticas de cinco especies de Aspergillus e identificar
mediante técnicas moleculares, un patrén genémico especifico ("huella

genomica'') en A, flavus, para especie y para aislamientos aflatoxigénicos.

3 Obhjetivos Especificos
1. Inferir las relaciones filogenéticas de cinco especies de Aspergillus, con base en
su andligis molecular.

2. Caracterizar genéticamente aislamientos de Aspergillus spp mediante SSCP,
analisis de restriccién de los fragmentos de DNA que codifican para los rRNA y
RAPD.

3. Identificar un patrén electroforético especifico para hongos aflatoxigénicos
mediante RAPD en A. flavus.

4. Expresar el gen omit-A involucrado en la biosintesis de aflatoxinas.
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ANTECEDENTES

1. Biologia del genero Aspergilius

Los hongus del género Aspergillus siempre han estado presentes en el ambiente del
hombre, pero fue hasta 1729 que Micheli distinguié las estructuras tales como los
tallos y las cabezas de esporas. El observé que las cadenas de esporas o columnas
radiadas surgen de una estructura central similar al aspergillum o hisopo usado
para rociar agua hendita en el catolicismo, de aqui el nombre de Aspergillus
utilizado para estos hongos. Pero fue al inicio de la década de los 40s que este género
se estudiéo mas ampliamente, debido a que se estableci6 su potencial en la industria
de la produccién de ciertos dcidos organicos, su implicacién en las enfermedades de
animales y humanos, su papel en los procesos de descamposicién en el suelo,
asimismo han 8ido recientemente incorporades como herramienta para investigar

los procesos fisiolégicos y rutas metabdlicas en los microorganismos.

Debido a que algunas pacas especies de Aspergilius presentan etapa
ascosporica, mientras que la mayoria no la tienen, existe considerable confusién
para definir los nombres que deberian ser aplicados a los miembros de este género.
De acuerdo con Thom y Church, 1926 y Thom y Raper, 1945 el nombre genérico de
Aspergillus deberia ser aplicadn para todos aquellos hongos, con o sin etapa
ascospérica. La identificacion de los aislamientos deberia ser basada en las
caracteristicas de sus colonias y en los detalles de morfologia de sus esporas. Los
hungos de Aspergillus estdn presentes sobre un gran nimero de sustratos, pero las
diferencias en la composicién del mismo produce cambins marcados en el crecimicnto
y coloracidn, en las dimensiones y morfologia de las cabezas conidiales (78).

Por lo anterior, es notorio que el género Aspergilius tiene una gran
importancia en la industria, como patégeno y como herramienta en investigacién,
pero la gran variacién y variabilidad en su morfologia y fisiologia por efecto de
mecanismos genéticos tales como mutaciones, rearreglos cromosomales, ploidia,
heteriocariosis, cte., ocasiona que el estudie para su clasificacidn, por técnicas
tradicionales basadas en su morfologia, requiera un trabajo exhausto y un amplio
conocimiento del hongo, de lo contrario los resultados pueden ser conflictivos.
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1.1. Biologia de Aspergillus flavus

Aspergillus flavus, adema4s de ser un sapréfito, es patégeno oportunista de plantas,
insectos, vertebrados e inclusive de animales domésticos y humanos (9). En los
campos agricolas, durante condiciones de sequia y temperaturas allas, las
poblaciones de A. flavus se incrementan svbre los restos del cultivo, sobre tejidos
maduros o0 muertos y sobre material vegetativo dariado, lo que le permite ser una
fuente de inéculo (68). La asociacion de A. flavus con el cultivo puede iniciar desde la
madurez, cosecha y hasta el almacén. Asimismo la fuente de 1ndculo de infeccion
inicial puede ser interrumpida, el proceso de contaminacién puede ser dividide en
dos fases: una ocurre durante la maduracién del cultivo y la segunda después de la
maduracién (20). En la madurez, los cultivos susceptibles a la contaminacion con
aflatoxinas son generalmente susceptibles a la infeccién por A. flavus. La
colonizacién de los cultivos por el hongo na necesariamente lleva a una acumulacion
de aflatoxinas en semillas de algodon (29). En el cultivo de maiz existe una relacion
entre el grano y el hongo, por lo que se ha sugerido que la a-amilasa producida por
A. flavus tiene un papel en la induccidn de la biosintesis de aflatoxinas en los granos
de maiz infectados (100).

A. flavus y A. parasiticus, son productores de aflatoxinas, v ademds son
especies patogenas para una gran variedad de plantas, aunque A. flavus predomina
subre la mayoria de hospederos, a excepcidn de cacahuate (26). En 1984, Durakovic y
cols. (31), al estudiar de manera per se las relaciones de la biomasa del hongo y la
biosintesis de aflatoxinas, establecieron que el tipo y cantidad de aflatoxinas
depende, principalmente, de la temperatura del medio de cultivo, mas que del
ercaimiento del micelio. En campo, la ocurrencia y severidad de la contaminacion por
aflatoxinas es altamente dependiente del ambiente y se relaciona con temperaturas
superiores al promedio y precipitaciones inferiores al promedio de una region
determinada (35). Si estas condiciones coinciden con la etapa de floracion y
desarrollo del grano del maiz, el problema se agudiza, debido a que la contaminacién
puede ocurrir antes de la cosecha (69, 80). Ademds, en 1995 Rodriguez y cols.,
proponen un modelo de prediccion de la contaminacion de aflatoxinas, el cual
considera las temperaturas nocturnas durante el periodo critico y la aplicacidn de un
"Paquete Tecnolégico”, el que incluye practicas agronémicas como control de plagas,
fecha de siembra, entre otras. Al implementar el modelo, se observa que los riesgos
de contaminacién se incrementan notablemente al aumentar la temperatura,
independiente de la aplicacidn del paquete tecnolégico. En vista del limitado
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polencial para reducir los niveles de aflatoxinas en el eampo, se ha recurrido a
métodos de destoxificacion y remocién absorsiva de aflatoxinas, pero éstos tienen
como limitante la incertidumbre de la aprobacién por agencias que regulan el uso de
este material tanto para consume animal comou humano (11).

En el género Aspergillus existe variacion regularmente entre los miembros de
cualguier especie, serie 0 grupo. Estas variaciones cominmente difieren en grado
mas que en caracteres bdsicos. El grupo A. flavus sirve para ilustrar esta variacion.
Las caracteristicas de A. oryzae, A. flavus, A. parasiticus y A. tamarrii son tipicas,
pero entre una especie y otra se tienen formas intermedias, que muestran grados de
variacion entre las cepas seleccionadas como tipicas. Esta situacién es comun entre
A fluvus y A. vrveae | A. flavus y A. parasiticus y entre A. flavus y A. tamaru (78). Se
picnsa que existe variahilidad a nivel poblacional, pues al asignar aislados de A
flavus en grupos de compatibilidad vegetativa, via pruebas de complementacién
entre mutantes no utilizadores de nitrate, se encontré que, aunque muchos grupos
de compatibilidad vegetativa estdn ampliamente distribuidos, en un campo agricola
puede haber un perfil poblacional tinicg, que cambie significativamente de un aio a
otro (6).

La variabilidad dentro de las poblaciones de A. flavus influyen en el proceso
de contaminacidon de los cultivos. l.os aislados individuales de A. flavus varian
ampliamente en su capacidad para producir aflatoxinas, tanto tn vitro como durante
la infeceién de los cultives (21). Sin embargo la produccién de aflatoxinas in vitro es
similar entre organismos relacionados, lo que supone que la produccion de éstas es
un caracter genético (5). Ademds, la capacidad de A. flavus para producir aflatoxinas
es independiente de su capacidad para infectar y multiplicarse en cultivos, lo que
sugiere que la produccion de aflatoxinas no incrementa la virulencia en la
interaccion con algodon (21). Recientemente se ha identificado, en la semulla de
mafz, inhibidores del crecimiento de A. flavus y por lo consiguiente en la
acumulacion de aflatoxinas. (45), asi como inductores de la biosintesis de aflatoxinas
en granos de maiz (34).

También se ha sugerido que la resistencia, en el cultivo de maiz, para evitar la
produccién de aflatoxinas estd directamente relacionada a la resistencia para la
colonizacién del hongo en ciertos genotipos de maiz (15). Existen cepas que nn
producen aflatoxinas (22), que pueden interferir en el proceso de contaminacion por
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competencia que permita excluir cepas toxigénicas y ademds por interferencia
directa con la toxigénesis. Lo anterior sugiere que cepas no productoras de
aflatoxinas pueden ser utiles como agentes de control biolégico para prevenir la
contaminacion de aflatoxinas. La causa de la variacién en los miveles de produccion
de aflatoxinas es desconocida, aun entre semillas igualmente infectadas, aunque
aqui ]la heterogeneidad contribuye de manera importante en esta variabilidad (53).
El conocimiento de ésta puede ayudar, a un mejor entendimiento de la variacion
genética intraespecifica y al conocimiento del fenémeno de contaminacién con
aflatoxinas (9).

Ademads de la variabilidad morfolégica del género Aspergillus, en la especie A.
flavus exaste variabilidad en cuanto a la capacidad de produccion de aflatoxinas y en
la patogenicidad, estas caracteristicas han mostrado ser independientes, pero deben
ser consideradas de importancia desde el punto de vista del control de la
contaminacion en campos de maiz.

2. Estudios de la variabilidad de Aspergillus spp basados en métodos
moleculares
Dentro de los 18 grupos del género Aspergillus, considerados por Raper y Fennell en
1965 (78), entre los que invaden granos almacenados se tiene a: A. glaucus, A
restrictus, A. ochraceus, A. candidus, A. flavus y A. versicolor, entre otros. Cada uno
de estos grupos, a excepeion de A, candidus que 80lo presenta una especie, estd
integrada por especies con caracteristicas morfoldgicas generales muy similares
dentro del grupo, su clasificacién en especies individuales se basa principalmente en
caracteristicas morfoldgicas especificas (forma, estructura, tamano y color) y

fisiologicas (reproduccion y crecimiento) (64).

Para caracterizar y diferenciar el género Aspergilius se han utilizado mnétodos
basados en biologia moelecular tales como la caracterizacion de metabolitos (30),
complementaricdad del DNA (52), RFLPs de DNA mitocondrial y de DNA que
codifica para los rRNA en A niger (95), analisis del patrén de restriccién en DNA
mitocondrial (62), entre otros.

También se han usado métodos basados en la reaccién en cadena de la
polimerasa (PCR), éstos han permitido establecer relaciones genéticas entre
aislamientos de A. flavus sect. flavi con base en la varabilidad de un sitio de
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restriccién en una poreién del gen de la Taka-amilasa A (32). También han
permitido asociar grupos de compatihilidad vegetativa y morfologia con los
polimorfismes de DNA (RAPD) en A. flavus (5). Adema4s, analizar especies de
Aspergillus, mediante RAPD (63). Diferenciar especies con PCR especifico, mediante
iniciaderes que complementan con la secuencia de los genes ver-1, omié-1 y apa-2
involuerados en la ruta de la biosintesis de aflatoxinas (84). Ademas se ha detectado
DNA de especies de Aspergillus en muestras de lavados broncoalveolar por PCR
competitivo (14) y se ha construido y caracterizado una sonda con DNA mitocondrial
de A. flavus var. flavus para distinguir entre cepas de A. flavus (59).

De los métodos moleculares utilizados, para los estudios taxonémicos en
Aspergillus spp, destacan; el analisis de las secuencias de DNA que codifican para
los RNA ribosomales (rRNA) y los espaciadores transeriptos internos (ITS) asi como
la técnica de RAPD, las cuales se revisan a continuacidn.

2.1. Andlisis genético con base en las secuencias intergénicas de los genes
ribosomales (ITS)

Otra opcién para la determinacion taxonomica es el analisis molecular de las
secuencias que codifican para los genes de los RNA ribosomales (rRNA) eucariotes
185, 5.8S y 28S. Estas secuencias son facilmente aisladas, ya que son
moderadamente repetitivas y son un blanco atractivo para los ensayos de PCR. Las
regiones de estos genes se encuentran altamente conservadas y estdn separadas por
dos espacins transcritos internos (ITS). Las regiones mas conservadas se utilizan
para la clasificacién a niveles taxondémicos superiores (de género a Phylum),
mientras las regiones ITS, menos conservadas, se utilizan a nivel de especie y
subespecie (96). Las diferencias en las secuencias ITS son efectivas para la
difercnciaciin de variedades y especies de Gossypiurm (58), en la deteccidon y
clasificacion de Verticillium tricorpus (65), V. dahliae y V. albo-atrum con
iniciadores especificos que diferencian entre estas dos especies que atacan el cultivo
de alfalfa (66). Ademds, los analisis con enzimas de restriceion de las secuencias ITS
han sido utilizados para distinguir entre especies y aislamienlos de nematodos
Meloidogyne hapla y M. chitwoodi (109).

Con el propdsito de diagnosticar la aspergilosis invasiva en pacientes
inmunocomprometidos, Melchers y cols. en 1994 (60), compararon la secuencia
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nucleotidica de los genes que codifican el tRNA 18S de A. nidulans, A. terreus, A.
niger y A. flavus junto con la de A. fumigatus, y el de otros microorganismos de
importancia clinica. Se identificaron secuencias especificas del género en las
regiones V7 y V9 del rRNA 18S. Ademds se logré la determinacién sensitiva y
especifica de Aspergillus mediante hibridacién Southern blot y anilisis de
restricclon.

Con la finalidad de resumir la calificacion filogenética molecular de los hongos
Taylor, 1995 (92) discute los siguientes conceptos (i) el lugar de los hongos en el todo
de 1a vida, (ii) la relacién de la importaneia médiea del hongo con otros hongos como
organismos modelo y (iii) la integracién del hongo asexual y sexual en una
clasificacion basado en la comparacion de la secuencia de los genes ribosomales. Este
discute la estrecha relacion del reino animal y de los hongos y dentro del orden
Kurotiales, considera dos géneros mitospdricos de importancia econdmica:
Aspergillus y Penicillium., los cuales contienen especies patogénicas. En Aspergillus
se tienen 16 especies que han sido reportadas como causa de enfermedad en
humanos, pero solamente cuatro de ellas son consideradas en la mayoria de los
reportes clinicos, éslas son: A. fumigatus, A. flavus, A. niger,y A. terreus. Ademas se
ticnen evidencias moleculares que reportan relaciones filogenéticas de A. fumigatus
v A. flavus. Por otra parte, al considerar que los caracteres moleculares estdn
presentes en todes los hongos, independientemente de poseer o no reproduccion
sexual, la nccesidad de ubicar a los hongos comoe Deuteromycetes tiende a
desaparecer.

El analisis de los polimorfismos de conformacionales de cadena sencilla
(SSCP) a partir de fragmentos amplificados por PCR se presenta como un método
sensible y rdpido para identificar cambios pequefios en la secuencia del DNA. Un
método rapido, simple y no isotépico ha sido desarrollado, éste involucra la
desnaturalizacion del DNA de doble cadena (dsDNA) por alcali, uso de formamida,
colorantes de carga y deteccidn por tenimiento con bromuro de etidio. La
conformacion dependiente de la secuencia y 1a movilidad del DNA de cadena sencilla
(ssDNA) son afectadas por un nimero de factores fisicos, dentro de los cuales se
mcluyen la composicién del gel y las condiciones de electroforesis (103). Al inicio de
esta Iinvestigacidn no se tenian reportes del uso de esta técnica en la diferenciacién
de especies de Aspergilius, y fue hasta 1996 que Kumeda y Asao la utilizaron para
distinguir entre especies de Aspergilius seccién Flavi. (51). Para ésto, amplificaron
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mediante PCR los espaciadores transeritos internos lo que incluyo la regién 5.85
(ITS1-5.8S-1TS2), los productos de PCR obtenidos, de aproximadamente 570-590
pares de bases (pb), se sometieron a la téenica de SSCP con formamida al 20%.
Encontraron que este analisis es scondmico y practico para apoyar la identificacion
mortoldgica de los hongos, al clasificar 67 de 68 cepas de Aspergillus Seceidn Flavi
dentro de ecuatre grupos taxonémicos.

Ademads de los SSCP, el analisis de restriccion de los productos de PCR, ha
permitido distinguir entre especies, para lo anterior se han realizado digestiones con
diferentes enzimas y se encontré que con Dde 1 se obtenfan cuatro fragmentos de
DNA para A. flavus y tres para A. oryzae. En general, los resultados del analisis de
las diferentes especies con las enzimas de restriccién fueron consistentes con los
resultados de los SSCP, con excepcién de A. nomius que no tue claramente
diferenciada de A. parasiticus/A. sojae (51). Este tipo de an4lisis, con productos de
PCR obtenidos con iniciadores gque amplifican los ITS, se ha utilizade como

herramienta para la identificacion de especies en diferentes géneros del orden
Glamales (79).

En general, el anilisis de los fragmentos de DNA, amplificados por PCR, que
codifican para los genes de los rRNA, tiene una pran ulilidad en la clasificacion
taxondémica del género Aspergillus, su ventaja radica en que estas secuencias ITS
son facilmente amplificadas por PCR, por ser repetitivas y ademas presenta regiones
conservadas y variables. Estas caracteristicas permite identificar organismos desde
un nivel taxonémico superior como género y a un nivel inferior de género mediante
los andhisis SSCP, patrones de restriccion y PCR con iniciadores internos disenadaos
con base en las variaciones de secuencia existentes en el primer fragmento
amplificado entre los organismos. Otro aspecto importante que se estd explotando,
sun las diferencias y similitudes en secuencia de las regiones conservadas para
inferir relaciones filogenéticas, considerando que la evolucidn implica cambios en el
genoma de los organismos.

2.2, Analisis genético con base en la técnica de amplificacion al azar de
DNA polimérfico (RAPD)

En los andlisis genéticos mediante RAPD, se requiere evaluar un gran ntimero de

individuos, para lo cual es necesario desarrollar métodos de extraccion de DNA

rdpidos y simples que permitan evaluar el mayor niimero de individuos de una
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poblacidn genética. Opciones en las que se reducen los pasous y el tiempo de
extraccién de DNA, son los métodos desarrollades por Card y Dronavalli en 1992
(67) para especies vegetales, tales como son los cultivos de arroz y maiz y otro
método de extraccion de DNA de hongos desarrollado en 1992 por Cenis (18), entre
otros.

La técnica de RAPD se ha utilizado en estudios de determinacion genética
(43), para distinguir entre cepas de una especie (4), en estudios de diversidad
genética y su relacidn con la heterasis (47), estudios de migracién y evolucidn (1), en
el andlisis taxondmico y evolutivo (25), entre otros usos. Adema4s la técnica de RAPD
ha sido usada con otros organismos como una alternativa a los RFLDPs, por proveer
informacidn mas facil, rapida y segura para mapear las caracteristicas genéticas de
cualquier especie. Al comparar RAPD, RFLP e hibridaciones con sondas de DNA de
secuencias repetitivas en 16 aislamientos de A. fumigatus, Anderson y cols. en 1996
(2), encontraron que la sonda M13 en combinacién con el iniciador R108 dio el
mismo nivel de discriminacién que el consenso de tres técnicas de tipificacion
basadas en DNA. La técnica de RAPD, ha permitido obtener marcadores de DNA, y
se presenté como una opeion rapida y confiable para diferenciar aislados de
Fusarium oxysporum f. sp. vasinfectum en algodén (3). La diferenciacién por medio
del analisis de RAPD, ha ayudado a vbtener marcadores de DNA para observar la
variabilidad en hongos patégenos de plantas, tal es el caso de la diferenciacion de
razas de Fusarium solani f sp. cucurbitae (24), Fusarium oxysporum pist (40) y
Gremmenitella abietina (41).

La presencia de variabilidad en la produccion de aflatoxanas, se ha intentado
asociar con marcadores bioquimicos y genéticos tales como: produccién de lipidos y
esteroles, isoenzimas, grupos de compatibilidad vegetativa y polimorfismos en DNA
nuclear y mitocondrial, pero ninguno de éstos ha tenido éxito. Recientemente se ha
encontrado que la produccién de aflatoxinas difiere significativamente entre grupos
de compatibilidad vegetativa, y estos grupos son consistentes con los polimorfismos
de DNA (5). La habilidad para caracterizar y monitorear cepas genéticamente
1dénticas de poblaciones de Aspergilius spp, permitird determinar cémo la
contaminacién se dispersa y cuales poblaciones estin asociadas con los maices

afectados (59).
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La técnica de RAPD se est4d utilizando ampliamente en estudios genéticos y
sistematicos, debido a que presenta ventajas, con respecto a estudios basados en
caracleres morfologicos y a otras técnicas moleculares (RFLP e 1scenzimas)
principalmente en que no maneja radioactividad o fluoreceneia, se realiza con
cantidades minimas de DNA, como se analiza el DNA no se tiene influencia del
medio ambiente y que ademas, esta técnica es aplicable a cualquier organismo. Por
lo anterior, el uso de RAPD ha aportado progresos en estudios de determinacion
genética e identificacién marcadores molcculares en una gran variedad de
organismos y particularmente en hongos de importancia para el hombre.

3. Genes involucrados en la ruta de la biosintesis de aflatoxinas

Las investigaciones iniciales de la genética de A. flavus y A. parasiticus estuvieron
obstaculizadas por la falta de reproduccién sexual en estas especies de hongos
imperfectos. Sin embargo, cepas marcadas de A. parasiticus y A. flavus han sido
analizadas genéticamente mediante el ciclo parasexual (0). La gendtica de A. flavus
ha sido mejor estudiada que la de A. parasiticus, en esta especie mas de 30 genes
han sido mapeados en ocho grupos ligados (7). Recientemente se han derivado 24
mutantes de la linea parental PC-7 de A. flavus. Estos mutantes no son productores
de aflatoxinas y varian en el color de espora. En la cepa PC-7, 11 loci relacionados
con aflatoxinas han sido mapeado a través de recombinacién parasexual, 9 estdn
sobre el grupo ligado VII, uno en el grupo Il y uno en el grupo VIII. La secuencia de
marcadores sobre el grupo VII son (nor, Afl-1), lev, afl-15 arg-7, afl-17 y centrdmero.
Los loci de aflatoxinas son todos recesivos en diploides, con la excepeidn del mutante
que contiene el alelo afl-1.

Los genes en la ruta biosintética de aflatoxinas pueden ser identificados
facilmente por su hahilidad para complementar cepas de A flavus por medio de
bloqueo especifico en la ruta a través de transformacion (44, 74, 76, 87, 102). En A
parasiticus mediante seleccion diferencial se identificaron clones asociados con la
biosintesis de aflatoxanas, uno de estos clones correspondié al gen sintasa policétido
(pksl.1), gen clave para la iniciacidn de la binsintesis de aflatoxinas (33).
Posteriormente un nuevo gen, fas-14, directamente involucrado en la biosintesis de
aflatoxinas B, fue clonado por complementacion genética de una cepa mutante de A
parasiticus, bloqueada en dos sitios dnicos de la ruta biosintética. Los datos
obtenidos en 1996 por Mahanthi y cols. (56), sugieren que fas-IA codifica para una
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nueva sintasa 4cido graso, la cual sintetiza parte de la estructura policétido de
AI'B,, La caracterizacion de la funcion de los genes ver-1A y ver-1B indico que ver-14
es el gen funcional en la cepa SU-1 de A. parasiticus y el producto del gen esta
involucrado en la conversién de versicolarin A a esterigmatocistina (ST) (54), el gen
norA codifica para deshidrogenasa (17).

Mediante una biblioteca de DNA complementario (cDNA}) construida de RNA
aislado de A. parasiticus SRRC 143, se clond un inserto de ¢eDNA (1,460 pb) gue
contiene la regidn codificante del gen omi-1 (105). Se determiné que esta secuencia
codifica para una enzima de 46 kilodaltons (kDa). Estudios posteriores de ensayos de
la actividad enzimdtica de extractos crudos de E, coli mostraron que
esterigmatocistina (8T) es convertido a O-metilesterigmatocistina (O-MST) en la
presencia de S-adenosil-L-metionina (SAM).

Reclientemente en A. niduians se determiné que el gen sicP codifica para una
O-metiltransferasa que es requerida para la biesintesis de ST (49). Por otra parte,
clonaron un gen de A. parasiticus (72), designado como apa-2, este gen fue
identificade como un gen regulador en las biesintesis de aflatoxinas. El gen apa-2
fue clenado en base a la svbreproduceién de intermediarios de 1a ruta biosintética
seguido de la transformacion de cepas del hongo con DNA eésmide que contiene los
genes de la biosintesis de aflatoxinas nor-1 y ver-1. La transformacion de una cepa,
que acumula O-MST, mediante un fragmento de DNA que contenia el gen apa-2
resultd en la sobreproduccion de todos los intermediarios de ruta analizades, lo que
sugitid que apa-2 aumenta una funcién existente del gen.

La ruta bicsintética de la produccién de aflatoxinas involucra varios pasos
enzimatlicus que parecen ser regulados pur los genes ofl-2 en A, flavus y apa-2 en A
parasiticus. Al considerar la homalogfa de los genes y su habilidad para regular la
biosintesis de aflatoxinas se ha sugerido que sean designados como afl-K. Ademads el
gen afl-2 es requerido para la expresién de los genes nor-1 y ver 1 en A. flavus (101).
Recientemente, se ha utilizado el gen afIR de A. parasiticus para examinar la
presencia de homologos de este gen en otras especies de Aspergillus seccién Flavi. Kl
gen af1R parece estar involucrado en la regulacién de la biosintesis de aflatoxinas,
yva que codifica para una proteina de unién al DNA. Por otra parte, mediante
iniciadores que amplifican un segmento de aproximadamente 500 pb se encontré que
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el dominio de union al DNA estuva presente en todos los aislados examinados de A
sojae, A. flavus y A. parasiticus en algunos de A. oryzae (71).

Las aflatoxinas son sintetizadas por condensacién de unidades acetato; su
sintesis ecsta estimada que involuerd al menos 16 enzimas diferentes. En otro estudio
realizado por Yu y cols. en 1995 (106) mostraron que al menos nueve genes
involucrades en la ruta de la bicsintesis de aflatoxinas estan localizados dentro de
un fragmento de DNA de 60 kilobases (kb). Cuatro de estos genes, nor-1, aflR, ver-1,
y omtA (previamente llamado ornt-1), han side clonados de A. flavus y A. parasiticus.
Ademas otros cinco genes, pksA, uvm8, aad, ord-1 y ord-2 han sido elonados
recientemente de A. parasiticus. Las distancias fisicas y las direcciones de
transcripcion han sido determinadas, quedando en el orden siguiente: pksA, nor-1,
uvm8, of I, uad, ver-1,ord-1, ord-2 y omtA cn A. parasiticus y nor-1, afiR, ver-1,
ord-1,ord-2 y omtA en A. flavus, Recientemente ge ha determinado que ord!, una
oxidoreductasa, es la responsable de la conversién de O-MST a aflatoxina en A
flavus (75, 76). Se ha demostrado que la funcién de AfIR estd conservada entre
Aspergillus spp y yue la expresién de aflK es suficiente para activar genes en la ruta
de ST (107). Ademas afIR esta involucrado en la regulacién de partes maltiples de 1a
ruta de la biosintesis de aflatoxinas (73). La ruta de la biosintesis de aflatoxinas y
algunos de los genes involucrados se muestran en la Figura 1.

En el hongo, aunque los factores que influyen en el metabolismo primario
afectan el metabolismo secundario, los metabolitos secundarios no aparecen durante
la fase del crecimiento del hongo (trofofase) debido a que las enzimas necesarias
para su formacion estdn ausentes (19). Se ha establecidv una relacion estrecha entre
1a biosintesis de aflatoxinas y biosintesis de lipidos (28) y es conocido que ]a sintesis
de proteinas disminuye durante la fase de produccién de aflatoxinas (idiofase) (27).
La biosintesis de policétidos representa el paso inicial en el cual el organismo es
llevado a la produccién del producto del metabolismo secundario y muchos de los
pasns son esencialmente wrreversibles.

En la ruta de la biosintesis de aflatoxinas el paso de ST A O-MST y O-
metildihidroST es tinico para A. flavus y A. parasiticus (10). La enzima que cataliza
este paso es una metiltransferasa codificada por el gen omt-1. Muchas especies de
hongos (ejemplo A. nidulans) producen ST y sus precursores peru no producen
aflatoxinas B, y By. Recientemente se reportéd un caso que podria ser considerado
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como excepcidn va que se detectd produccion de aflatoxinas By y B; por A. tamarii
(subgénero Cicumdati seccién Flavi ) (39).

Par otra parte los metabolitos precursores de la biosintesis de aflatoxinas
estan agrupados en dos etapas: metabolismo primario y secundario. Dentro del
secundario existen puasos enzimdticos especificos para la produccion de las
aflatoxinas B, y By que no son comunes en otros hongos. Mediante un método
inmunoquimico basado en 1a aplicaciin de anticuerpos monoclonales preparados
contra ocratoxina A, se logro la seleccion de produccion de ocratoxina A entre
aspergilli (94).

Lo anterior apoya que mediante la deteccién de metabolitos intermediarios de
la biosintesis de aflatoxinas, con serologia de las proteinas-enzimas especificas de la
ruta de la biosintesis, ayudara al diagndstice de la contaminacién en maiz. Lo que
permitira disefiar una estrategia de prediccién de la contaminacidn precosecha de
aflatnxinas, de suma importancia en el manejo agronémica del cultivo, en la toma de
decisiones para la comercializacién y en un future para su control precosecha.

4. Métodos oficiales para determinar y cuantificar aflatoxinas

De los métodos oficiales para determinar y cuantificar aflatoxinas se tienen los
siguientes: (1) Espectrofotometros-Cromatograficos de Capa Fina, para determinar
la concentracion de las aflatoxinas B, By, G 0 Gy. (2) Cromatografia Liquida, para
la determinaciéon de aflatoxinas en maiz y mantequilla de cacahuate. (3)
lnmunoadsoreidn Ligado a Enzima (ELISA), para identificar aflatoxina B), Bo y G»
que contaminan semilla de algodén y mantequilla de cacahuate en mds de 20 ng/g y
en maiz y cacahuate en mas de 30 ng/g. Si se tienen mds de 5% de falsos negativos
se repite la prueba y se deben reanalizar las muestras positivas por métodos
oficiales cuantitativos. (4) ELISA, para identificar aflatoxina By en mis de 20 ng/g.
en maiz y cacahuate tostado. (5) Minicolumna Romer, para deteccién de mds de 5
ppb de las aflatoxinas B, , By, Gy, Gy, en almendras; mas de 10 ppb en maiz amarillo
y blanco y mé&s de 15 ppb en alimentos mezclados. (6) Minicolumna De Iloladay-
Velasco, para la deteccion de mds de 10 ppb de aflatoxinas totales en mafz blanco y
amarillo; en cacahuate con cdscara y crudo. (7) Columnas de Inmunocafinidad
(Aflatest), para la determinacion de aflatoxinas By, Be ¥ G2 en mas de 10 ng total de
aflatoxinas/g en maiz, cacahuate crudo y mantequilla de cacahuate. (8) Columna
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Multifuncienal (Mycosep), aplicable para la determinacién de 5-30 ng de aflatoxinas
tutales/g en maiz, almendras, cacahuate, pistacho y nueces de brasil (83).

Un nitmero alarmante de micotoxinas, entre éstas las aflatoxinas y
especificamente la AFB,, poseen actividades carcinogénicas, mutagénicas y otras
actividades que afectan de una manera u otra el aparato genético. La interaccién de
las aflatoxinas con los dcidos nucleicos puede ser una posible explicacion de sus
actividades carcinogénicas y genéticas (90). Con frecuencia, el maiz es contaminado
por una combinacién de aflatoxina B, y B; y, es menos frecuente la combinaciéon B, ,
B;, G, v G,. Para determinar la presencia de contaminacién por aflatuxinas se
considera que la técnica de ELISA puede ser ampliamente desarrollada y utilizada,
debido a su rapidez facilidad de preparacién de la muestra y un potencial bajo costo
por analisis, La desventaja actual es la especificidad por la aflatoxina B, y reaccion
cruzada con las otras aflatoxinas. Por lo anterior la técnica de ELISA necesita mayor
refinamiento de tal manera quec permita distinguir individualmente a cada
aflatoxina 0 de manera conjunta a todas ellas (99). Para cuantificar aflatoxinas se
combina las columnas de inmunoafinidad con fluorometria (93).

Recientemente se obtuvieron anticuerpos policlonales contra cepas
aflatoxigénicas de A. parasiticus mediante dos fuentes diferentes para la extraccion
de anticuerpos: (i) filtrados de cultivo sobre el cual el hongo habia sido cultivado (i1)
dos proteinas quiméricas, expresadas en E. coli como productos separados, de los
genes ver-1'y apa-2, los cuales estidn involucrados en la biosintesis de aflatoxinas. La
utilizacién de los anticuerpos como un sistema multianticuerpos combinado con
técnicas de PCR se podria disponer de una herramienta para la deteccion rapida,
sensible y precisa de productos de aflatoxinas presentes en alimentos y granos (85).

De las opciones para controlar y/o eliminar la contaminacion por aflatoxinas,
la biologia molecular tiene un papel sumamente importante, sin menospreciar los
trabajos de investigacidon en destoxificacién quimica, mediog fisicos de control y el
conirol biolégice. Dentro de las estrategias para eliminar la contaminacion
precosecha de aflatoxinas estdn (i) reemplazar cepas aflatoxigénicas con cepas no
aflatoxigénicas en el campo, (ii) incorporar genes antifungosos expresados en el
tejido especifico de la planta (ejemplo tejidos de semllas) y (11i) mejoramiento
penético para resistencia varietal (12).
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Considerando lo anterior, el analisis genético de Aspergillus spp, mediante
métodos moleculares, con fines de identificacién de la variabilidad genética asi como
el caracterizar hongos productores de aflatoxinas (aflatoxigénicos) en A. fTavus,
aunado a estudios que utilicen los avances en el conocimiento de los genes
involucrados en la ruta de la biosintesis de aflatoxinas con fines de diagnostico
serolégico, permitira generar conocimientos que apoyen la identificacién de la
contaminacién de aflatoxinas en el cultivo de maiz el cual es de importancia
socioeconémica para México.



Capitulo 3

MATERIALES Y METODOLOGIA

1. Material biolégico

1.1. Aislamiento de Aspergillus spp

A partir de muestras de maiz contaminadas se realizaron aislamientos del hongo;
éstos se integraron en un cepario a partir del cual se realizd parte de esta
investigacion. Para los aislamientos del hongo realizados en nuestro laboratorio, el
maiz contaminado, se tratd 1 man con hipoclorito de sodio 1%. Posteriormente, se
lavo con cloruro de sodio 1.5% o agua destilada, se sembraron en agar-papa-dextrosa
(PDA marea Bioxon) y se incubaron 72 h/25 °C. Estos aislamientos fueron
identificados, mediante microcultivos, con base en las caracteristicas morfologicas
tales como forma, color y tamarnio de las cabezas conidiales caracteristicas del
conididforo y de la eolonia, entre oiras. Para la identificacién anterior, se utilizé el
Manual para la Identificacion de Hongos en Granos y sus Derivados de Moreno,
1988 (64), asi como las claves para la identificacion de grupo taxonémico y especies
de Raper y Fennell, 1965 (78).

1.2. Mantenimiento de los aislamientos

Las cepas se conservaron mediante dos métodos: (1). Preservacion del cultivo, en
medio PDA y se cubrié con aceite mineral estéril. (2). Almacenamiento del cultivo en
glicerol al 25% v/v a -70 "C en criotubos. Los tubos con PDA se inocularon con una
asada del cultivo original, se sembré por puncién para que el crecimiento fuera
uniforme, se incubé por 7 dias a temperatura ambiente, después de observar el
crecimiento se adiciono el aceite mineral estéril hasta cubrir el crecimiento, todo
bajo condiciones de asepsia. La inoculacién de las cepas en los criotubos se llevé a
cabo con una asada del cultive original, se almacené a -70 °C. Para determinar la
reactivaciin de la cepa se temaron 10 yl, y se inocularon en una caja petri con PDA,
se incubd por 4 dias a temperatura amhiente.

1.3. Obtencion de cultivos monospdricos
Para obtener cultives monospdricos, con una pipeta pasteur se sembré sobre PDA
una suspensién de esporas contenida en una gota de agua ultrapura estéril. Se

distribuyo la suspensién con una varilla curva de vidrio y se dejé adsorber por 30
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min. Posteriormente las cajas se incubaron en posicién invertida 26 h/25 °C. Se
seleccionaron las esporas con una aguja entomoldgica mediante gbservacion
microscopica y aumento de 10. Cinco esparas lo suficientemente aisladas se
sembraron en cajas con medio PDA. L.as cajas en las que existid crecimiento, fueron

consideradas como un cultivo monospérico.

2. Extraccion del DNA.

2.1. Produccion de micelio

Para la produccion de micelio de las cepas de Aspergilius se utiliz6 el medic de
cultivo liquido de papa-dextrosa (PD), el cual se preparé de la siguiente manera: 350
g de papa en 1000 ml de agua bidestilada, se calentaron hasta punto de coceion,
después se filtré para eliminar los sélidos generados durante su calentamiento. Se
agrego al filtrado 20 g de dextrosa (SIGMA Inc.) y se esterilizé 15 min/121 °C.
Posteriarmente a la sicmbra se incubd por 72 h, a una temperatura de 25 °C en una
incubadora Thermolyne modelo Rossi 1000.

2.2. Purificaciéon de DNA

A partir de micelio de Aspergillus, se probaron diferentes métodos de extraccién de
DNA tales como: el método "Universal" de extraccion de DNA y modificado para
tejidos vegetales (A7), el método Cenis para extraccion de DNA para PCR (18) con
volumenes de 0.5 ml y 10 ml de medio para la produccién de micelio, el método
Chang de extraccién de DNA utilizado en Aspergillus (71), y el método Moller de
extraccion de DNA de alto peso molecular para hongos (61).

2.3. Protocolos de extraccion de DNA

2.3.1. Método "Universal” de extraccion de IINA (57).

Este método ha sido utilizado por Martinez-Soriano, 1993, para la obtencién de DNA
a partir de tejidos y sangre y por su sencillez se probé para la obtencién de DNA de
honggs.

Se tomd una asada del cultivo y se inocul6 en 15 ml del medio liquido Papa-
Dextrosa en un tubo Nalgene. Se incubé por 72 h/25 °C para lograr el crecimierito
micelial. Kl tubo con el micelio se centrifugéd a 6,000 rpm en una centrifuga Beckman
maodelo J2-21 por 3 min, ¢l medio de cultivo se decantd y el micelio se lavd con 5 ml
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de agua bidestilada estéril, se volvié a ecentrifugar para eliminar el agua. El micelio
se resuspendid en 2 ml de solucidn de lisis (2% Tritén X, 100 mM NaCl, 10 mM Tris-
HCl pH 8.0 1% SDS), 1 ml de fenol saturado (82) y 1 ml de SEVAG (cloreformo-
aleohol iseamilico 24:1 vol/vol) se mezclaron per 4 min con la ayuda de un vortex G-
560 VWR Scientific. Enseguida se le adicioné 2 ml de buffer Tris-EDTA (Buffer TE)
{10 mM Tris-IICI pH 8.0, 1 mM EDTA). Se centrifugé a 10,000 rpm por 5 min, se
extrajeron aproximadamente 300ul de la fase superior y se transfirieron a un tubo
Eppendort. Para precipitar el DNA se le agregd al tube 2.5 vol de etanol (KCI 2%) y
se incuhé por 2 h/-20 °C, después se centrifugaron los tubos a 10,000 rpm por 3 min
en una microcentrifuga Eppendorf modelo 5415 C. El sobrenadante se decantd y el
DNA se lavd con 500 ul de etanol al 70% frio; nuevamente se centrifugé a 10,000
rpm por 5 min, se eliminé el sobrenadante y los tubos se colocaron en posicion
invertida, para eliminar los restos de etanol. Eliminado el etanol, el DNA se
resuspendié en 100 ul de buffer TE y se almacené a -20 °C.

2.3.2. Método "Cenis" para extraccion de DNA para PCR (18)

Un tubo Eppenderf con 0.5 ml de medio de cultivo con micelio se centrifugé a 14,000
rpm por 5 min, el medio de cultivo se elimind y el micelio se lavé con 500 ul de buffer
TE (10 mM Tris-HCI pH 8.0, 1 mM de EDTA pH 8.0). Nuevamente se centrifugé a
14,000 rpm por 5 min para eliminar el buffer. Se adicionaron 300 pul del buffer de
extraccién (200 mM Tris-HC1 pH 8.0, 250 mM de NaCl, 25 mM EDTA, 0.5% SDS).
Posteriormente el micelin se trituré con un homogenizador de tejidos Contes por
espacio de 4 min y se le agregaron 150 Ul de acetato de sodio 3 M pH 5.2, se incubd
por espacio de 10 min en un congelador a -20 °C, Después dc la incubacién, los tubos
se centrifugaron a 10,000 rpm por 5 min. El sobrenadante (aproximadamente 400
ul) se transfirio a vtro tubo Eppendorf estéril, se le agregd 400 ul de isupropanol frio
y se incubé por 15 min en hielo. Para precipitar el DNA se centrifugé por 5 min a
10,000 rpm. La pastilla formada se lavé con etanol al 70% frig, nuevamente se
centrifugé a 10,000 rpm por 5 min y se decanld el sobrenadante. Los tubus se
colocaron en posicion inveriida para eliminar el exceso de etanol. Para resuspender
la pastilla se agregaron 50 1l de buffer TE y se almacené a -20 °C.
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2.3.3. Método "Chang" de extracciéon de DNA utilizado en Aspergillus (71)

La generacién de micelio se realizo en tubos Nalgene con 15 ml de medio cultivo
lfquido papa-dextrosa, incubindese por 72 h/25 °C. Pesteriormente el micelio se
centrifugé a 15,000 rpm por § min en una centrifuga Beckman modelo J2-21, se
eliminé el medio de cultivo y se lavé el micelio con 5 ml de agua bidestilada esteéril.
El micelio ya lavado, se colocd en un mortero estéril y se molié con nitrégeno liquidao.
El micelio triturado se transfirié a tubos Eppendort estériles y se resuspendié en 500
ul de buffer extraceién (400 mM NaCl, 40 mM EDTA, 100 mM Tris-HCI pH 8.0, 2%
SDS). Se incubé 20 min/68 °C, se centrifugé a 10,000 rpm por 5§ min. El
sobrenadante se transfirié a un tubo Eppendorf nuevo y estéril, enseguida se le
agregd 25 ul de acetato de potasio 5 M pH 4.2. A esta mezcla se le agregaron 500 pl
de fenol saturado mas 500 jul de SEVAG (cloroformo-aleohol isoamilico 24:1 val/vol),
se centrifugé a 10,000 rpm por 5 min., De la fase acuosa se tomaran 300 ul y se
transfirieron a otro tubo Eppendorf. Se le agregd un volumen igual de isopropanol
frio (300 pl) y se incubé 15 min/-20 °C, enseguida se centrifugd a 10,000 rpm por §
min. El sobrenadante se deecanté v la pastilla que se formd se lav6 dos veces con
etanol al 70%; el DNA que se obtuva se resuspendié en 50 ul de buffer TE.

2.3.4. Método "Moller” de extraccion de DNA de alto peso molecular para
hongos (61)
El micelio se eentrifugs a 15,000 rpm por 5 min, el medio de cultivo se desechd y el
micelio se colocd con ayuda de una asa bacteriolégica en morteros estériles.
Posteriormente se procedié a molerlo con nitrégeno liquido, ya molido, el micelio se
transfirié a un tubo Eppendorf estéril con 500 pl de buffer TES (100 mM Tris-I1C1
pH 8.0, 10 mM EDTA, 2% SDS). Se adicionaran 7 ul de Proteinasa K de un stock de
10 mg/ml y se incubé 30 min/58 “C, se ajusté la concentracién a 1.4 M con 140 ul de
NaCl 5M. Se agregé 65 jl de CTAB al 10% y se incubé 10 min/65 °C. Se mezclé con
500 pl de fenol saturade mas 500 yl de SEVAQG, y se centrifugd a 10,000 rpm a 4 °C
por 10 min. Posteriormente la fase superior se transfirid un tube Eppendorf esténl y
se le agregd 225 ul de acetato de amonio 5 M. El tubo se colocé en hielo por
aproximadamente 30 min para nuevamente centrifugarlo a 10,000 rpm por 10 min/4
°C. El sobrenadante se transfirié a otro tubo y se le agregd 500 pl de isopropanol frio
para incubarlo en hielo por 30 min. El tubo se centrifugé a 10,000 rpm por 5 min y
se eliminé el sobrenadante. La pastilla se lavé dos veces con etanol al 70%, entre
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cada lavada se centrifugd a 10,000 rpm por § min. El DNA que se obtuvo al final se
resuspendi6 en 50 jl de buffer TE y se almacené a -20 °C.

2.3.5. Método "Universal" de extracciéon de DNA para tejidos vegetales
(Modificado del de extraccion de DNA en tejidos y sangre) (57)

La produccidn de micelio se realizd en tubos Nalgene de 156 ml, Se eliminé el medio
de cultivo par centrifugacién a 15,000 rpm por 5 min, se agregd 5 ml de agua
bidestilada estéril para lavar el micelio, se centrifugé 5 min a 15,000 rpm, se
decantd el agua y el micelic se transfirié a un mortero esténl para proceder a
molerlo con mitrégeno l{quido hasta obtcner un polvo fino. Ya molido se colocé
nuevamente en un tubo para Nalgene y se le adicioné 800 pl de solucién de lisis
(Triton 10X 2%, SDS 1%, 100 mM NacCl, 10 mM Tris-HCI1 pH 8.0, 1 mM EDTA pH
8.0). El tubo se mantuve en hielo; e inmediatamente se centrifugé 2 min a 5,000
rpm. Se le agregd al tubo 400 pl de fenol saturado y 400 ul de SEVAG, se centrifugé
a 10,000 rpm 10 min/4 °C. La fage acuosa, aproximadamente 300 pl, se transfirié a
tubos Eppendorf y se le adiciond 750 ul de etancl salado (2 % de CH;COOK). Se
centrifugé a 10,000 rpm por 2 min y el sobrenadante se decantd, posteriormente se
lavg con 500ul de etanol al 70% frio. Se dejé secar en posicidn invertida, se
resuspendié en 100 ul de buffer TE y se conservi a -20 °C.

3. PCR sobre Regiones ITS

La reacciones de PCR del DNA de Aspergilius spp se llevaron a cabo en tubos
Eppendorf de 500 pl de capacidad, en un volumen total de 50 pul de reaccidn que
contenia 5-10 ng de DNA, 10 pmoles de los iniciadores, 200 uM de una mezcla de los
cuatro desoxinucledsides trifostatados (GIBCO-BRL), 1 mM de MgCl,; (GIBCO-BRL},
1X del buffer Taq (200 mM Tris-HCI1 pH 8.4, 500 mM KCI} y 2.5 unidades de la
enzima DNA Tag-polimerasa.

Las reacciones de PCR se realizaron con los iniciadores
(C015-14 5'- caaggttteecgtaggtg-3'y C021-01 §'-egettattgatatgett-3', los cuales
sen complementarios con la secuencia de las regiones conservadas 18S y 288 (Fig. 2)
y han sido utilizados en la deteccidn y diferenciacion de especies de Verticillum por
Nazar y cols., en 1991 (66).
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Las reacciones de amplificacién se llevaron a eabo en un termociclader Perkin
Elmer®, por un lapso de tiempo aproximado de 3 h, con 30 min de las condiciones y
temperaturas siguientes: Un paso de desnaturalizacion inicial de 2 min/94 °C,
seguido de 30 ciclos de tres pasos/viclo siguientes: desnaturalizacidn a 94 °C por 1
min, alineamiento de iniciadores a 45 °C por 1 min y una extensién a 72 °C por 2
min, con una extensién final de 5§ min/72 °C.

3.1. Secuenciacion de los productos de ITS-PCR

Los productus de PCR fueron clonados en el sistema pGEM®-T (77) y secuenciados
por el método de Sanger, con ddNTP’s flourescentes. Para lo anterior se hizo una
reaccién de polimerizacién en cadena con 8 |l de mezcla de reaceidn (125 mM Tris-
HCI, pH 9.5, 5 mM de MgClz, 0.25 mM de cada dANTP y de cada ddNTP flourescente,
ampliTAQ DNA polimerasa, pirofosfatasa inorgdnica termoestable), 500 ng de
molde de cadena duble y 3.2 pmoles de iniciador, 1odo lo anterior en un volumen
final de 20 pul. Las condiciones para el termociclador fueron: 30 seg/96 °C , 15 seg/b0
°C y 4 min/60 °C por 25 ciclos. Posterior a la reaccién de polimerizacidn, la mezcla se
transfirié por una columna de purificacion (Centri- Sep de Perkin Elmer) para
pliminar los nucleélidus no incurporados y las sales. La muestra recuperada se
evapord y resuspendid en 6 pl de buffer de corrida ( 5 pl formamida, 1 ul 25 mM
EDTA, pH 8.0, 50 mg/ml azul dextran), se calenté 2 min/90 °C y se cargé en el gel de
gecuenciacién (Acrilamida/bis-acrilamida al 4 %, TBE 1X, Urea 8 M). Las
condiciones de corrida fueron las siguientes: 1800 Veltios (V), 20-40 mAmperios
(mA} 7 h/51"C.

3.2. Electroforesis de los productos de PCR

El fraccionamiento de los productos derivados de PCR se llevé a cabo en geles de
agarosa (SIGMA) al 1.5 %. Se peso 0.350 g de agarosa y se mezclo con 25 ml de
buffer TBE 0.5X (0.045 M Tris-borate, 0.001 M EDTA pH 8.0) (82). Para tenir los
geles, se le adiciong 1.5 pl de bromuroc de etidio de una solucién concentrada de 10
pg/ml. El gel de agarosa ya solidificado se colocd en una camara de electroforesis
(Bio-Rad) inmerso en un buffer de corrimiento TBE 0.5X. Posteriormente de 5§ a 15
il del producto de 1a PCR se mezclaron con 2 il de solucién Halt (25% Glicerol, 0.25
% Xilencianol, 0.25% azul de bromofenol, 50 mM de Tris-HCI pH 8.0, 50 mM EDTA,
0.25% SDS) y se colocaron en los pozos del gel; las condiciunes de voltaje fueron de
100 V por 90 min. Las voltajes requeridos fueron dados por una fuente de poder Bio-
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Rad modelo 200/2.0. Después de fraccionar las muestras se llevé a cabo la
visualizacidn de los geles de agarosa en un transiluminador de luz ultravicleta
Fotodyne. Posteriormente los geles fueron fotografiades con una cdmara Fotodyne-
Polaroid, FCR-10, filtro TIFFEN 40.56MM RED 23A, provista de una pelicula
Polaroid 667 instantdnea.

3.3. Obtencién de los polimorfismos conformacionales de cadena sencilla
(SSCP) de los productos de PCR-ITS

Pura realizar log SSCP, un volumen de 15 ul del producto de PCR se concentrd y
resuspendid en 50l de formamida al 100% + 0.1% de xilencianol. Esta mezcla se
calenté 10 min/35 °C con agitacién a los 5 min. Posteriormente se enfrié en hielo con
cloruro de amonio para obtener una temperatura de -20 °C. Las muestras se
fraccionaron en un gel de pohacnlamida al 5% con 140 V por 180 min en una
cdmara de 23 ¢m x 20 cm x 0.5 mm. Posteriormente el gel se tifid con nitrato de
plata (46).

3.4. Obtencién de patrones electroforéticos de la digestién con enzimas de

restriccion de los fragmentos amplificados ITS
Una vez obtenidos los fragmentos amplificades por PCR, se procedig a realizar las
digestiones con enzimas de restriceion. Para esto se revisd en el banco de genes la
secuencia disponible de A. awamori y se realizé el andlisis de restriccién con el
programa computacional DNA Strider 1.1. Con base a estos andlisis y ha resultados
obtenidos por Kumeda y Asao, 1996 (51), se seleceionaron las enzimas Xho I, EcoR I
y Dde 1. Las reacciones se realizaron con 20 pl de producto de PCR al cual se le
agregaron 10 U de enzima y 2 ul de buffer. Esta se incubé 5 b/37 "C. Los productos
de las digestiones se fraccionaron en un gel de poliacrilamida al 15% a 15 mA por
120 mn en una cdmara de 18 cm x 20 cmn por 1 mm (BioRad). Los geles se tifieron
con bramuro de etidio.

3.5, Analisis de las secuencias de los fragmentos ITS

Las secuencias de los fragmentos ITS se analizaron mediante el programa
computacional DNA Strider 1.1, para obtener los sitios de restriccion, Ademas, para
determinar las regiones conservadas y el drbol filogenético entre las especies se
utilizé el programa computacional MegAlign, para esto se realizé primero el
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alineamiento de bases de las secuencias con el método Joun Hein, 1990 (42). Se
calcularon los porcentajes de similitud y divergencia con base en las regiones
conservadas y variables de las secuencias.

4. Reacciones de RAPD-PCR

La PCR del DNA de Aspergillus spp se llevé a eabo en tubos Eppendorf de 500 ul de
capacidad, en un volumen total de 25 |l de reaccién con 40 ng de DNA, 20 pmoles de
cada uno de los iniciadores (Tabla 1) (Bio-Synthesis, Inc.), 200 uM de una mezcla de
los cualro deoxinucledsidos trifosfatadvs (GIBCO-BRL), 2 mM de MgCl, (GIBCO-
BRL), 1X del Buffer Taq (200 mM Tris-HCL pH 8.0, 500 mM KCl1) y 2.5 unidades de
la enzima Tag DNA polimerasa.

Las reacciones de amplificacion sc llevaron a eabho en un termociclador M.
Research modelo PTC-150, con las condiciones y temperaturag siguientes: Un paso
de desnaturalizacion inicial a 94 °C por 2 min, seguido de 36 ciclos con los pasos
siguientes: desnaturalizacién a 94 "C por 1 min, alineamiento de iniciadores a 36 °C
por 1 min. y extensién a 72 °C por 2 min. Los productos de PCR fueron visualizados
en geles de agarosa como se menciond en el apartado 3.2,

4.1. Anidlisis de los patrones electroforéticos de RAPD-PCR

Los fragmentos amplificados mediante las reacciones de RAPD-PCR fueron
analizados basados en la teoria de la taxonomia numérica (23). Cada fragmento en
un aislamiento del hongo, fue considerado un dato del tipo de binario, es decir gque
tiene dos estados, presencia/ausencia. Con base a lo anterior se realizé una matriz
basica de datos, en la cual cada uno de los aislamientos es comparado con el resto de
los mismos incluidos en la evaluacion. A partir de esta matriz se calcularon los
coeficientes de asociacion de Dice (89), los cuales miden las coincidencias y
diferencias. Para las coincidencias se tiene el indice de similitud (IS), ealculado con
base al mimero doble de fragmentos compartidos entre los dos aislamientos, dividido
entre la suma de todos los fragmentos en los dos aislamientos. Para el calculo de las
diferencias a la unidad se le resta el indice de similitud (1 - IS),
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5. Expresion del gen omt-A en Escherichia coli mediante el sistema pET

5.1. Clonacién y subclonacion

El gen omt-1, posteriormente llamado omt-A, involucrado en la biosintesis de
aflatoxinas fue clonado en el plasmide pBluescript en 1993 por Yu y culs.(105) y
donado amahlemente por el Dr, Deepak Bhatnagar del Southern Regional Research
Center, Agricultural Research Service, U.S. Department of Agriculture, USA. El
¢DNA de 1460 pb fue aislado de A. parasiticus. Las actividades realizadas en
nuestro laboratorio se presentan en el Figura 3.

Se seleccionaron las clonas y se deeidié trabajar con la que contenia el gen
omt-A, este inserto fue subclonado en el vector de expresién pET-30c(+) obtenido de
Novagen, Inc., Madison Wis., con los sitios BamHt [ y Xho I para ambos vectores.
Para realizar la subclonacifn el inserto fue liberado del pldsmido pBluescript SK
mediante la digestién con la enzima BamH [ y posteriormente con Xho I de acuerdo
con Sambrook y cols., 1989 (82). El pldsmido pET-30c(+) fue linearizado con las
mismas enzimas mencionadas. Posteriormente se ligé con aproximadamente 80 ng
del vector linearizado, 200 ng del plismido con el inserto liberado mds 1.5 pl de
buffer de ligasa 10X y 1.0 |l de enzima T4-DNA ligasa (GIBCO BRL). Esta reaccién
se incubd 3 h/16 °C y se dej6é toda la noche a 4 "C. Antes de realizar la
transformacion la reaccion se incubé 10 min/65 °C (104). Para transformar se utilizé
2 ul del producto de ligacion y el equipo Gene Pulser y Pulse Controller (Bio-Rad
Laboratories).

Lasg células de BL21 se prepararon de acuerdo al manual de electroporacién
de Bio-Rad-Laboratories solo que el volumen fue escalado a 100 ml. La
electroporacion se realizé en cubetas de 0.2 em con las siguientes condiciones; 25 pF
de conductancia, 200 Ohms de resistencia y 2.5 Kvolts de voltaje. Se agregd a la
celda 1 ml de medio SOC, preparado de acuerdo a Sambrook y cols., 1989 (82), y de
ésta se transfirieron a tubos de 13/100 para incubar 1 /37 °C con 200 rpm.
Posteriormente se sembraran en cajas con medio LB que contenia kanamicina (30
ug/ml). Para la seleccion de las colonias recombinantes se realizé la extraccion de
DNA plasmido por el método de lisis alcalina (82), y la identificactdn de las clonas
con el inserto mediante digestién con las enzimas BamH [ y Xho 1. Una vez
identificada la clona recombinante con inserto se procedié a transformar la cepa de
expresion BL21(DE3) con 80 ng de DNA y el método de transformacion quimico de
CaCly. L.a cepa BLL21(IDE3) tiene, entre otras caracteristicas, una copia del gen que
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codifica para la T7 RNA poulimerasa la cual es inducida por la adicién de isopropil-
tiogalactopiranoside (IPTG).

5.2. Expresiéon y obtencion del extracto de proteinas

La construccién de pET-30c(+) mas el ingerto denominada pETOMTA tiene la
caracteristica de tener 10 codones de histidina en el extremo C-terminal del lado del
inserto omt-A, ademds el gen de resistencia a kanamicina y el promotor T7. El
plasmido pETOMT1 fue utilizado para transformar la cepa de clonacién BL21 y
posteriormente una vez verificada la construccion, mediante analisis de restriccién,
se transformda la cepa de expresién BL21(DE3). La expresion fue inducida al agregar
IPI'G 4 una concentracion final de 1 mM. Para asegurar la estabilidad del plasmido
se utilizé la téenica de plaqueo de Suter-Crazzolara y Unsiker, 1995 (91), moedificada
para 100 ml y ademas en lugar de resuspender una colonia con plasmido en 200 pl
de agua se utilizé 100 pl de medio SOC mas 100 ul de agua, esto se resuspendié con
agitacion y se incubd 20 min/37 °C.

Posteriormente se sembré en una caja de LB con kanamicina a una
concentracién final de 30 ug/ml. Se incubé 18 h/37 °C. Un cuarte de la caja de petri
con las colomas tueron tomadas y resuspendidas en 100 ml de medioc LB con
antibiético. A partir de este indculo se inicié la induccién con 1 mM de IPTG para
obtener a las 4 h el crecimiento para las pruebas de identificacién de la proteina
OMT-A. Para lo anterior, 1a purificacién de la proteina se realizé bajo condiciones
desnaturalizantes. El extracto de células fue obtemido al cosechar por centrifugacion
a 9,000 rpm por 5 min (centrifuga Beckman modelo J2-21). Se eliminé el medio y la
pastilla de resuspendié en 40 ml de buffer de unién 1X (5 mM de imidazole, 0.5 M
de NaCl 20 mM de Tris-HCI pH 7.9) que no contenia urea. Se sonic6 por 4 min tres
veces con descansos de 3 min, Posteriormente se centrifugé a 18,000 rpm por 15 min
para colectar los cuerpos de inclusién y los restos celulares. La pastilla se
resuspendié en 20 ml de buffer de unién (sin desnaturalizante). Se repitid
nuevamente la centrifugacion a 18,000 rpm por 15 min. Se eliming el sobrenadante
y la pastilla se resuspendid en § ml de buffer de unién con 6M de urea. Se incubd en
hielo por 1 h para disolver completamente la proteina. Se centrifugé a 25,000 rpm
por 20 min para eliminar cualquier remanente de material insoluble. Finalmente se
filtrs el sobrenadante con una membrana de 0.45 micras antes de cargar la columna.
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5.3. Purificacion de la proteina OMT-A

Primeramente se preparo la columna con 2.5 ml de resina de unién a histidinas en
la columna de polipropileno. Posteriormente se agregd 7.5 ml de agua bidestilada
estéril, 12.5 ml de buffer de carga 1X (50 mM NiSO,) y 7.5 ml de buffer de unién 1X
con 6M de urea. Una vez que el buffer de union drené hasta la parte alta de la cama
de la columna, se cargo el extracto de proteinas. Enseguida se agregaron 25 ml de
buffer de unién 1X, se lavd la columna con 15 ml de buffer de imidazole 20 mM. Se
cluyé la proteina con buffer de eluccién (1M imidazole, 0.5 M NaCl y 20 mM de Tris-

HClpH 7.9).

5.4. Electroforesis de proteinas

La electroforesis de proteinas se realizé en geles de poliacrilamida-SDS (SDS-PAGE)
(88). Los geles se realizaron al 12 % de la mezcla 29:1 aerilamida-bis acrilamida y la
tineién se realizd con el colorante azul brillante Coomassie R 250.
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RESULTADOS Y DISCUSION

1. Integracién del cepario

Se logré integrar un total de 23 aislamientos que representaron a las especies
A. parasiticus, A. terreus, A. flavus, A. chevalieri, A. niger y A. ochraceus, A
parasiticus. En el caso de la especie A. flavus, se contd con aislamientus obtenidos a
partir de maices (F3, F4, F6-F8, F1059, F1273 y F1299) y de humano (F5, F9 y F10)
(Tabla 2).

Las cepas de referencia F1059, F1273 y F1299, de A. flavus fueron donadas
por el Laboratorio de Bioquimica de Microorganismos de la Facultad de Ciencias
Bioldgicas y fueron obtenidas originalmente del Southern Regional Research Center
(SRRC) de los Estados Unidos de Norteamérica; estas cepas tienen como
caracteristica principal gque son altamente productoras de aflatoxinas. Ademads, las
cepas P148 y PSU-1 que pertenecen a la especie A. parasiticns también se
caracterizan por ser productoras de aflatoxinas. La cepa PSU-1 ha sido utilizada
para el aislamiento de genes involucrados en la ruta de la biosintesis de aflatoxinas
(74), como fue el caso del gen omi-A utilizado en esta investigacién. Cabe mencionar,
que la obtencién de cultivos monospdéricos de los aislamientos nacionales fue de
suma importancia para asegurar la pureza genética del material. Ademas se
realizaron microcultivos para observar al microscopic las caracteristicas
morfolégicas e identificar el aislamiento.

2. Extraccion de DNA

A partir de los aislamientos realizados de muestras de México, se obtuvieron cultivos
ponosporicos, y estos fueron el inéecule para la obtencidn del micelio necesario para
la extraceién de DNA. Al inicio de la investigacion se probaron diferentes métodos de
extraccién de DNA. Uno de los métodos fue el de Cenis (18). Con este método se
realizaron dos cultives para generar micelio, en tubos Eppendorf con 0.5 ml y en
tubos Nalgene con 10 ml de medio de cultivo PD (Tabla 3). Estos cultivos se
incubaron por 72 h a 25 °C. Cuando se utilizé el volumen de 10 ml, se obtuvo mas
micelio y mds DNA| pero con la desventaja de que se requerian mayores condiciones
de esterilidad dado que se transfirié parte del micelio a un tubo Eppendorf (Fig. 4).
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Al trabajar directamente en tubos Eppendortf, se logré una mayor rapidez, reduceion
en el tiempo de realizacién, materiales y reactivos; asi como la cobtencién de
suficiente cantidad de DNA para realizar ensayos con PCR.

Con cl método de extraccién de Cenis, con un volumen de 500 ul de medio
conteniendo micelio, se logré obtener la cantidad suficiente (aproximadamente 20-40
ng/ul) para las reacciones de PCR. Este método tiene un periodo corto de extraccién,
lo que facilita el manejo de un gran nimero de muestras, pero si se requiere
asegurar la calidad del DNA es conveniente realizar una purificacion con fenol-
cloroformo, la cual se realizé antes de precipitar el DNA en métoedo original. Con este
métado, se redujo la contaminacién del material biol6gico y elimind el use de grandes
cantidades de micelio fresco o liofilizado. Se disminuyé la contaminacién al trabajar
en el mismo tubo Eppendorf desde la produccién de micelio hasta el inicio del
proceso para la obtencién de DNA. Se ha encontrado que la contaminacién se
incrementa al aumentar el volumen de medio y el periodo de incubacion para la
produccién de micelio, por lo que se hace necesario verificar mediante microscopia la
presencia de bacterias o levaduras (37).

Con los métodas de Chang (71), Moller (61) y el "Universal" (57), se obtiene
DNA gendmico de alto peso molecular y de buena calidad, pero para llevar a cabo
estas técnicas se necesitd mayor cantidad de micelio fresco y macerar con nitrégeno.
Lo anterior tuvo como principal inconveniente la peligrosidad inherente de trabajar
con hongos patogénicos hacia el hombre, ya que se requirieron estrictas medidas de
seguridad, adecuadas para el manejo de estos hongos; también debe de cultivarse
por un tiempo prolongado lo que aumentd el tiempo empleado en la extraccidn y el
grado de contacto con el hongo,

3. Estandarizacion de las reacciones de ITS-PCR y RAPD-PCR

Para las reacciones de PCR que amplificaron las secuencias de los espaciadores
transcritos internos, las cuales se encuentran repetidas en el genoma de Aspergillus
spp, se utilizé en promedio 8 ng de DNA y de iniciadores 10 pmoles. Generalmente
se requiere para PCR de 0.1 a 10 ng de DNA, debido a gque la secuencia blanco se
encuentra en multicopia (53). Para las reacciones de RAPD-PCR se utilizé de dos a
tres veces mas la cantidad de DNA requerida en las reacciones de ITS, y en cuanto a
los imciadores se utiliz6 20 pmoles. Para las reacciones de RAPD-PCR se utilizo
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aproximadamente 30 ng de DNA, en un volumen de 25 pl, cantidad aprepiada para
lograr una reproducibilidad adecuada de las sefiales. Las condiciones anteriores de
amplificacién son similares a las obtenidas por Williams y cols. en 1993 (98) en
donde utilizaron 1 ng/ul para amplificaciones reproducibles con DNA de una
variedad amplia de crganismos.

Otro factor importante en la estandarizacién de las reacciones de PCR fue la
temperatura de alineamiento, la cual fue de 45 °C y 50 °C para las reacciones ITS y
de 36 “C para las reacciones de RAPD. Cuando se utilizaron temperaturas de
alincamiento de 45 °C en las reacciones de ITS, se obtuviervn dos fragmentos en
lugar de uno, esto sucedié con las especies A. chevalieri y A. niger, lo cual se elimind
al utilizar 50 °C como temperatura de alineamiento.

4. Analisis genético de Aspergillus spp

4.1 Resultados con base en secuencias ITS

Los productos de las reacciones de [TS-PCR tueron analizados en geles de agarosa al
15% y de poliacrilamida al 6%, en ambos se observé un fragmento de DNA de
tamano promedio de 600 pb, sin variacion notoria entre las diferentes especies (Fig.
5). Este tamano coincidié con el reportado para las especies A. oryzae, A. tamarii, A.
parasiticus, A. sojee y A. nomius no incluidas en este estudio pere reportadas en
1896 por Kumeda y Asao (51), con tamanos de 570 a 590 pb, y utilizaron, al igual
que en esta investigacion, iniciadores complementarios a la secuencia de las regiones
del 185 y 28S, denominados ITS1 e ITS4, pere con secuencia y nimero de
nucledtidos diferentes a los utilizados en nuestra investigacion,

4.2. Anilisis de los resultados de secuenciacion de los productos de ITS-
PCR
La migracion de los fragmentos ITS en electroforesis fue muy similar, pero al
realizar la secuenciacion de éstos, presentaron tamanos moleculares variables de
637 pb para A. chevalieri, 581 pb para A. niger, 620 pb para A. ochraceus y 581 ph
para A. terreus v de 479 para A. flavus (aislamiento F3). En el caso de A. flavus, se
considerd en el andlisis, la secuencia del aislamiento H-142 reportada en ¢l Banco de
Genes del National Center Biotechnological Information (NCBI), con niimero de
acceso L76747 (38), ésta corresponde a 1a regiéon ITS1-5.85-1TS2 con un tamano de
441 pb (Tabla 4). De acuerdo al alineamiento con el programa computacional
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MegAlign, mediante el método J. Hein, existe una regién conservada a partir de la
posicidn 276 a la 473, con variacién s6lo para A. chevalieri en las posiciones 349, 402,
423 y 457, asi como para la especie A. flavus (F3) en 11 bases correspondientes a las
posiciones 328, 352, 370, 436, 451-453, 455, 456, 458 y 459 (Fig. 6 y Tabla 5). Al
Considerar en este mismo anélisis el aislamiento H-142, existid variacién en la
region conservada en tres posiciones. Par lo anterior esta region deber4 ser la 5.8S,
debido a que al comparar la secuencia depositada en 1996 por Geiser y cols. (38)
para el aislapuento H 142 de A. flavus se localizd una region conservada con las
secuencias de las espeeies en estudio.

La secuencias de los fragmentos ITS obtenidas en esta investigacion, se
compararon con secuencias depositadas en el banco de genes (NCBI) para las
especies A. terreus y A. niger. En el caso de A. niger se considerd la secucneia del
aislamiento H-125 depositada por Geiser y cols., en 1996 (38), y para A. terreus se
consideraron las secuencias de los aislamientos CCF2539 y ATTC20542 depositadas
por Pazoutova y cols., en 1997 (70). Al comparar la secuencias de A. terreus mediante
el programa ecomputacional MegAlign y ¢l método J. Hein de alincamientn, se
encontré un 95% y 97% de similitud de la secuencia obtenida en esta investigacién
con las de los aislamientos CCF2539 y ATTC20542, respectivamente. Para la
secuencia A. niger la similitud obtenida con la depositada en el banco de genes fue
de 99%. Lo anterior confirma, que los aislamientos considerados camo A. terreus y

A. niger corresponden a la especie identificada.

La regién 5.8S, al igual que la 188 y 28S y de acuerdo con White y cols., 1990
(96), permite comparar organismos a niveles taxonémicos desde género a Phylum.
Melchers y cols., en 1994, no encontraron variacién en la secuencia del 18S de A
flavus, A. terreus, A. nidulans, que permiliera disenar iniciadores especificos para
especie. En nuestro caso, en las regiones variahles ITS1 e ITS2, como en la que
incluye el gen 5.8S, se pueden disenar iniciadores especificos para las especies A.
chevalieri y A. flavus. Ademas la regién conservada del 18S, ha permitido resumir la
clasificacion filogenética molecular de los hongos Taylor, 1995 (92), discutid con base
en la comparacidn de esta region, los conceptos: (i) el lugar de los hongos en el todo
de la vida, (ii) la relacién de la importancia médica del hongo con otros hongos
inclusive con organismos modelo y (i11) la integracidon del hongo asexual y sexual en
una clasificacién basado en el andlisis de la secuencia de los genes ribasomales.
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Ademés el mismo autor elabord arboles cladisticos en donde encontrdé que el reino
Fungi y el reino animal fueron lus méds cercanos.

Se realizé un analisis considerando s6lo la regién conservada, que incluyd 198
pb en promedio. Para cada especie esta region fue de la posiciéon 206 a 403 para A
chevalieri, de la 222 a 418 para A. niger, de la 223 a 420 para A. terreus, de la 256 a
430 para A. flavus y de 1a 221 a 418 para A. ochraceus. Los porcentajes de similitud
fueron superiores a 92.0 como era de esperarse por ser una region conservada, con
valores de 100.0 entre A. niger con A. ochraceus y A. terreus y entre A. terreus 'y A
ochruceus y la mayor divergencia con 82.8 % se encontro entre A. fluvus y A. terreus.
Los resultados anteriores sc reflejan en el Arbol filogenético representado en la
Figura 7, en donde un grupo mas cercano se formdé entre A. ochraceus, A. chevalieri y
A. niger, uniéndose A. terreus y A. flavus. El que esté mas alejada la especie A
flavus, puede ser debido a las 11 bases que variaron con respecto a la secuencia

CONSCNSO.

Otra situacion de interés fueron las regiones variables ITS1 e ITS2, que se
ubicaron de la posicién 1 a 276 y de 1a 473 a la 637, respectivamente, Estas regiones
permitieran la clasificacidn a nivel de especie en la presente investigacidén, Situacién
similar ha sido aprovechada en otros hongos de importancia agricola (65), en donde
les ha permitido la clasificacién a nivel de especie. Ademas de variar entre especies,
las regiones ITS1 e ITS2 pueden variar en su secuencia entre géneros o entre
poblaciones (96).

Con base al alineamiento de las secuencias completas ITS1-5.85-1TS2,
mediante el método J. Hein, se construyd el arbol filogenético para las cinco especies
en estudio. En este drbol A. chevalieri, A. ochraceus y A. niger representan un grupo,
otro se formoé con A. flavus y A. terreus (Fig. 8).

Las cinco especics evaluadas presentaron porcentajes de similitud superiores
al 76.0 (Tabla 6). Se encontro el porcentaje de similitud mayor de 89.0 entre A
terreus y A. niger. Para las especies A. flavus y A. niger ¢l porcentaje fue de 87.0, el
cual es relativamente alto y de 100.0 para la regién conservada, lo que podria apoyar
los resultados que sugieren que éstas dvs especies comparten un ancestro comdan en
su filogenia (97). Los porcentajes menores de similitud se encontraron entre A
ochraceus con A. flavus (76.0), con A. chevalieri (80.0) y con A. terreus (80.0). Entre
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A. ochraceus y A. chevalieri, se encontré un porcentaje de similitud de 80.0, y un
porcentaje de disimilitud relativamente bajo de 34.1, considerando que el mas alto
fue de 53.2 entre A. flavus y A. ochraceus. Las especies A. ochraceus v A. chevalieri a
nivel taxonémico estdn clasificadas en dos grupos distintos, de acuerdo Raper y
Fennell, 1965 (78), y son morfolégicamente diferentes en caracteristicas tales como
la forma y el color de las cabezas conidiales. Es importante mencionar, que aunque
en algunas caracteristicas morfolégicas sean diferentes, el grupo taxondémico A
ochraceus y el grupo A. glaucus, que incluye a la especie A. chevalieri, presentan
especies ascospdricas con cleistotecio, el cual incluye a las esporas sexuales. La
situacion anterior sugiere, que las especies ascospéricas surgen con caracteristicas
basicamente similares. Ademads otra caracteristica de importancia que comparten
estos grupos taxondmicos es que pueden crecer en condiciones de alta presidn
osmatica. Yukawa en 1911 (citado por Raper y Fennell, 1965) encontré A. echraceus
en preparaciones fermentadas saladas hechas de pescado. Lo anterior puede
fundamentar la similitud genética de A. ochraceus y A. chevalier: que se encontré en
el andlisis tantu de la regién consenso como de la secuencia completa I'TS.

4.3. Polimorfismos conformacionales de cadena sencilla (SSCP)

A partir de los fragmentos amplificados ITS se realizaron los SSCP, con los cuales se
logré obtener patrones de separacion de las cadenas de DNA. Las especies A. flavus
presentarun una separacién minima de las cadenas de DNA, y se observé gue este
patron fue consistente tanto para la cepa nativa (F5) como para la cepa de referencia
SRRC 1255. A. chevalieri presentd un patron de migracidn diferente del resto de las
especies con una separacién de cadenas similar a A. ochraceus (Fig. 9). Las especies
A. ochraceus y A. chevaliert aunque presentaron una separacion de cadenas similar,
existid variacién en el patrin de migracidn. Considerando que la variacién en el
patron de migracion estd basada en el hecho de que las moléculas de DNA difieren
por cambios desde una base lo que hace que tenga diferentes propiedades de
desnaturalizacion (86, 103), En estas dos especies se present6é una divergencia en
sus secuencias en un 34.1 % (Tabla 6) lo que afecté la movilidad de las cadenas. Para
el caso de A. niger y A. terreus, tanto el patrén de migracién come la separacién
minima de las cadenags fue similar, es importante mencionar que estas dos especies
en el analisis de las secuencias ITS, presentaron los porcentajes mayores de
similitud con 89.0 y ninguna variacidn en la region conservada que incluyd cl gen
5.85. Cabe mencionar, que las especies A. niger y A. terreus e inclusive A. flavus se

han incluido en la mayoria de los reportes clinicos, por lo que coinciden en ser
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patégenos oportunistas para el hombre (92). Al comparar las cepas de A. flavus, F5
de México y F12565 de referencia, la migracion fue similar lo que permitié
identificarlas comao especie A. flavus. Con los resultades obtenidos con este andlisis
se logré diferenciar A ochraceus, A. chevalieri y A. flavus, tres de las cinco especies
incluidas en el estudio.

4.4, Analisis de restriccion a partir de los fragmentos amplificados de ITS
Las digestiones de los fragmentos amplificados ITS con la enzima Xho I generd dos
fragmentos visibles en gel de poliacrilamida con tamano aproximado de 460 y 130 pb
para todas la especies, con excepcion de un supuesto aislamiento de A. niger (N2) y
otro de A. flovus (F1273) ( Fig. 10, pancl A y Tabla 7). Al realizar la digestion, con
base en las secuencias de los fragmento ITS, con el programa computacional DNA
Strider 1.1, se observd que solamente se tiene un sitio para A. ochraceus, A. flavus 'y
para A. niger, esto generdo dos fragmentos de 314/136, 467/11 y 479/97 pb,
respectivamente (Fig. 11 y Tabla 7). Para el caso de A. flavus el sitio de
reconocimiento para la endonucleasa Xho 1 (c/tegag), no se localizé en 1a secuencia,
pero existié una secuencia casi homdloga de 1a posicion 463 a la 468 con las bases
c/tcggygyg, donde existe un cambio de base de g por a en la posicidn 467.

Al digerir con dos enzimas Xho 1y EcoR [ se observaron tres fragmentos en
gel de poliacrilamida de tamano aproximado de 300, 160 y 130 pb (Tabla 8). Al
realizar el andlisis de restriccion de las secuencias mediante el programa
computacional se determiné un sitio para EcoR I (Fig. 11) en cada una de las
especies, de manera similar a lo encontrado por Kumeda y Asao, 1996 (51) en donde
cn seis espeeics de Aspergillus encontré un sitio inico para esta enzima.

La presente investigacidn, las digestiones con Xho 1 y EcoR I en electroforesis
se observaron tres fragmentos (Fig. 10, Panel B), que coinciden en parte con los
resultados del programa computacional, con base en la secuencia nucleotidica, en
donde se generé un fragmento de tamafio promedio de 306 pb y otro de menor
tamano con 259 pb (Tabla 9), lo que indicé que se tiene un sitio para EcoR 1. El
programa no generé el fragmento de menor tamano presente en la electrofuresis. Las
digestiones con las dos enzima anteriores no permitié diferenciar ninguna de las
especies evaluadas.
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Cuando los fragmentos amplificados de ITS se digirieron con la enzima Dde I,
se presentd un patrdn electroforético diferente para cada una de las especies
incluidas en el estudio. Ademss, diferentes aislamientos de una misma especie
presentaron patrones eleetroforéticos similares (Fig. 10, Panel C). Se obtuvieron dos
fragmentos para A. terreus, cuatro para A. flavus, dos para A. chevaliert, dos para A
niger y tres para A. ochraceus, todas las especies comparten un sélo fragmento que
varit entre 390 y 400 pb (Tabla 10). Kl andlisis de las secuencias de A. ferreus, A
chevalieri, A. flavus y A, niger, con el programa computacional, generaron patrones
electroforéticos que coincidieron con los analisis de restriccién obtenidos a partir de
digestiones enzimaticas. En el caso de A. ochraceus el patrin electroforético no
coineidid con los resultados del programa computacional, ya que éste presentd dos
fragmentos (de 400 pb y 140 pb), y con el programa computacional se generaron dos
fragmentos de tamano diferente (de 410 y 40 pb). Lo anterior puede deberse a un
cambio de base, como se ejemplificé con los resultados del analisis de restriccion en
A. flavus con la enzima Xho 1. Por otra parte se debe considerar lo que sugiere
Bretagne y cols., en 1995 (14), que en la deteccién de especies de Aspergilius por
medio de PCR, se debe valorar el riesgo de contaminaciéon de buffers o muestras
bioldgicas con conidias de Aspergillus. Para la especie A. flavus, los cuatra
fragmentos obtenidos con digestién enzimitica y andlisis computacional, eoinciden
con lo reportado por Kumeda y Asao, 1996 (51).

Los andlisis de restriccién concuerdan con lo encontrade en las especies del
género Aspergillus seccién flavi donde existe un sitio Gnico para KcoR 1 (51) y otra
sitio Unico para Xho I como se presentd para A. awamori (13). En nuestro caso, se
identifican sitios Unicos para EcoR I en las cinco especies del género Aspergillus
(Fig. 10, Panel B). Los patrones mds similares se encontraron entre A, terreus, y A.
niger y entre A. chevalieri y A nchraceus. En el caso de A. chevaliert, esta especie
representa al grupo taxonomico de A. glaucus y A. ochraceus al grupo A. ochraceus,
pero de acuerdo al an4lisis de restriccién, se observé que ambas comparten
similitudes genélicas. La anterior similitud se ha encontrado en estas mismas
especies mediante el analisis con la téenica RAPD-PCR (63). Finalmente los andlisis
de restriccién enzimdtica de secuencias de DNA ribosomal son apropiados para
distinguir especies, variedades y aislados de organismos (51, 58, 109), como se
muestra con los resultados de la digestion con Dde I, en donde los patrunes
electroforéticos generados permitié diferenciar los cinca especies que representan a
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diferentes grupos taxonomicos, y ésta se presenta como una alternativa sencilla y
precisa para la difereaciacidn de especies del génerv Aspergillus.

4.5. Analisis del patron electroforético de la amplificacion con RAPD

Las especies A. flavus, A. ochraceus, A. chevalieri, A. niger y A. terreus fueron
sometidas evaluadas bajo la técnica de amplificacién al azar de DNA polimoérfico
(RAPD) (36). Los fragmentos de DNA amplificados, para cada una de las especies
con cuatro iniciadores se analizaron mediante el indice de asveiaciéon de Dice (IS)
(89). Con el iniciador con 50 % G-C, se encontré que A. ochraceus y A. chevalieri
presentaron un IS de 1.0, y A. terreus y A. flavus con 0.82. Para el calculo de los
indices se elabord una matriz basica de datos a partir de los patrones electroforéticos
(Tabla 11). También se observé que algunos de los fragmentos presentan mas
intensidad en el gel que otros; esto podria deberse a que en la PCR se produjeron
mucho méas copias de ecse fragmento de DNA que otros, o que estos sitios
probablemente también se encontraron repetidos en el DNA gendmico varias veces.
Esta variacién en la intensidad del fragmento amplificado ha sido considerada en
estudios de discriminacién de aislamientos de diferente origen epidemioldgico de A
fumigatus (2). Por otra parte, A. niger presentd IS menores a 0.22 (Tabla 12).

El analisis de los fragmentus amplificados con el iniciador 60-10 nos indic
que los indices de similitud mayores se obtuvieron entre A. flavus y A. ochraceus con
088 vy A terreus y A. chevalieri con 0.75 (Tabla 13). El andlisis del patrén
electroforético resultado de la amplificacion con el inmiciador 70-10 también nos
mostrd diferencias entre algunas de las especies, pero las sumlitudes entre las
especies se observaron nuevamente entre A . ochraceus y A. chevalier:, con el mayor
IS de 0.86 (Tabla 14).

Al analizar el gel de agarosa con la amplificacion del DNA gendmico de las
diferentes especies de Aspergillus spp, y con el iniciador 80-10. Con esie iniciador se
obtuvieron los IS con valores menores al resto de los iniciadores probados. El IS més
alto fue de 0.80 entre A. ochraceus v A. chevalieri. y en el resto de las especies los
valores de 1S fueron menores a 0.5 (Tabla 15). El valor obtenido de 1 - IS nos indic
la disimilitud entre las especies y éstas presentaron valores mayores al utilizar el
iniciador 80-10. Lo anterior indica que estos polimorfismos resultaron de mayores
diferencias nucleotidicas entre las secuencias de las especies. Se conoce que los

iniciadores utilizados en RAPD son extremadamente sensibles a cambios en una
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simple base en el sitio blanco del iniciador, por lo cual RAPD es 1itil en el andlisis
filogenético entre individuos estrechamente relacionados (98, 108). Al promediar los
indices de las cinco especies con los cuatro iniciadores, se obtiene la mayar
asociacion entre A. ochraceus y A. chevalieri con 0.67 y entre A. ochraceus y A
terrens con 0.56. Estos resultados concuerdan con los resultados del andlisis de 1a
secuencias [TS, en donde los porcentajes de similitud fueron entre los mayores, con
80.0 % entre A. ochraceus y A. chevaliert y de 86. 0 % entre A. chevalieri y A. terreus.

.a literatura menciona la diversidad y la problemadtica en la diferenciacién
taxondmica entre los miembros del género Aspergillus spp (5, 6, 78), asi 1a técnica de
RAPD-PCR permitié sclucionar en parte esta problemadtica al caracterizar la
variabilidad y similitudes genéticas entre algunas de las especies que representan
grupos taxondmicos diferentes. Se puede inferir que existe una relacién filogenética
entre las especies A. ochraceus v A. chevalieri y esta Gltima con A. terreus. Lo
anterior permitio hacer inferencias sobre las relaciones filogenéticas con base en los
polimorfismos genéticos que comparten los grupos taxondmicos.

5. Identificacion de un patron electroforético especifico para cepas
altamente productoras de aflatoxinas

Como se menciond anteriormente se encontréd un patrén electroforético especifico
para la especie A. flavus al digerir el fragmento ITS con la enzima Dde 1. Una vez
que se verificé que el aislamiento pertenece a la especie A. flavus (Fig. 12) , éste fue
analizado mediante la técnica de RAPD-PCR con fines de encontrar un patron
electrofurético especifico para aislamientos aflatoxigénicos. Se realizargon las
reacciones de RAPD, con cuatro iniciadures que variaron desde 50, 60, 70 y 80 % de
G-C, denominados 50-10, 60-10, 70-10 y 80-10. Inicialmente con base en los
fragmentos de DNA amplificados por PCR con cada uno de los cuatro iniciadores, se
construyd la matriz de datas basica para el andlisis de los indices de similitud de
Dice (Tabla 18).

El relacionar un patréon electroforético como un marcador molecular para la
produccion de aflatoxinas (5), o una caracteristica morfolégica con la produccion de
aflatoxinas (32), no ha sido una tarca fdcil. En esta investigacién se evaluaron 6
aislamientos; tres de diferente origen nacional y tres cepas de referencia (F1059,
F1273 y F1299) de los Estados Unidos de Norteamérica, 1as cuales se caracterizan
por ser altamente productoras de aflatuxinas. Cuando se utilizé el iniciador 50-10
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(Fig. 13, Panel A), no se encontré con un patrén caracteristica para las cepas
altamente productoras de aflatoxinas. Los indices de similitud indican que el valor
mayor fue de 0.88 entre I'3 y 1299, y le siguen con 0.85 entre las cepas F4 y F1299,
L.as cepas nacionales F3 y F4 fueron aisladas de maices contaminados de
Aguascalientes, México y Tamaulipas, México, a diferencia de F5 aislado de
humano, que presentd un indice de (.29 (Tabla 17). Con lo anterior se cbserva una
tendencia de sumilitud de cepas nacionales aisladas de maices contaminados con
cepas aflatoxigénicas.

Al utilizar el iniciador 60-10, se encontrd una mayor definicién de los
fragmentos amplificados y un patrén mds caracteristico para las cepas altamente
productoras de aflatoxinas (Fig. 13, Panel B). Los indices de similitud fuercn
mayores entre las cepas altamente productoras de aflatoxinas con valores de 0.86 y
1.00, y la cepa nacional con mayor similitud con las cepas aflatoxigenicas fue F5 con
valores de 0.57 y 0.67 (Tabla 18).

Al evaluar los aislamientos mediante RAPD con el 70-10, se observd que
existe un mayor nimero de fragmentos amplificados en las cepas F3 y F1299 (Fig.
13, Panel C y Tabla 16). Los indices de similitud nuevamente fueron mayores dentro
de los aislamientvs altamente productores de aflatoxinas con 0.33, 0.40 y 0.67 en
comparacion con las cepas nacionales con 0.00, 0.29 y 0.40. De manera individual la
cepa nacional con el mayor indice de similitud con una cepa productora de
aflatoxinas fue entre F4 y F1299 con 0.67 (Tabla 19).

Con el iniciador 80-10 se observé un patrédn de fragmentos muy similar entre
las cepas F1059 v F1273, en cuanto al nimero y tamaiio de los fragmentos (Fig. 13,
Panel D). Los indices de similitud nos indica un valor de 1.0 entre F1059 y F1273 y
la cepa nacional con mayor similitud con una cepa productora de aflatoxinas fue
entre K3 y 11299 con un valor de 0.91 (Tabla 20).

En general un patrén electroforético comin para las cepas aflatoxigénicas
F10569 y F1273 se presentd con los iniciadores 60-10, 70-10 y 80-10. Andesorn y cols.,
en 1996 (2), mediante RAPD y con un sélo iniciador pudieron discriminar entre
aislados de A. fumigatus de diferente origen epidemiolégico. Al realizar el promedio
de los indices, con los cuatro inicladores, se observé que la mayor similitud entre las
tres cepas nacionales la obtuvo ¢l iniciador 80-10 con 0.58 y en promedio fue de 0.49.
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Para las cepas altamente productoras de aflatoxinas (aflatoxigénicas) el valor mayar
de similitud entre las tres cepas se obtuve eon el iniciador 60-10 con 0.91, y en
promedio de los cuatro iniciadores fue de 0.71 (Tabla 21). Con el iniciader 60-10 se
obtuve la mayor disimilitud de las tres cepas nacionales con las cepas
aflatoxigénicas con 0.66, pero de manera individual la mayor similitud de cada una
de las cepas nacionales con las tres aflatoxigénicas se presentd con la cepa F3 con un
valor promedio de 0.51, y le siguié la cepa F5 con 0.48 y lucgo la F4 con 0.31.

En resumen, con los cuatro iniciadores en las tres cepas aflatoxigénicas, se
encontrd un patrén electroforético comin con un indice de similitud de 0.71. Por atra
parte Bayman y Cotty en 19393 (5) encontraron también en A. flavus una
consistencia entre el andlisis cladistico de los polimorfismos de DNA con los grupos
de compatibilidad vegetativa, es decir lus RAPD se asociaron con caracteristicas
morfolégicas. Assigbetse y cols., en 1994 (3), asociaron RAPD con grupos de
patogenicidad en Fusarium oxysporum f. sp. vastnfectum. En nuestro caso se asocio
RAPD con una caracteristica fisiclégica-genética, la produccién de aflatoxinas.
Finalmente entre las tres cepas nacionales, la similitud fue menor con 0.40 y de
éstas cepas la F3 fue la que mas similitud tuvo con las tres cepas aflatoxigénicas con
un indice de 0.51.

6. Resultados de la expresion del gen omt-A involucrado en la biosintesis de
aflatoxinas

6.1 Clonacion y subclonacion del gen omi-A

A partir de una biblioteca de cDNA construida con RNA aislado de un cultivo de 24
h de la cepa silvestre SRRC 143 de A. parasiticus y seleccionada mediante
anticuerpos policlonales levantados contra una proteina O-metiltranferasa de 40
kDa, se identifico el clon omt-A. Este fragmento se insertd en pBluescript SK™ con
extremos de restriccién EccR 1 y Xho 1. El clon tiene una longitud total de 1,460 pb,
que incluye una region codificante, de 1,254 pb, para una proteina nativa OMT-A de
46 kDa. En la Figura 14 se ejemplifica la regién del gen omt-A senalada por el drea
sombreada, los extremos ne traducidos se indican en el 4rea no sombreada.

La proteina OMT-A, estd involucrada en la conversién de ST a OMST y la
conversion de DHST a DHOMST en la biosintesis de aflatoxinas de A. parasiticus.
En la caracterizacion de este clon realizada por Yu y cols., en 1993 (105), indicaran

que la enzima codificada por omt-A tiene una secuencia lider de 41 aminodcidos que
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provee una estabilidad a la proteina en términos de actividad enzimsdtica en
extractos de E, coli. Esta regién de 41 aminoacidos incluso juega un papel en la
interaccion de la proteina con la membrana, ya que posee una region hidrofébica en
la regién del aminodcido 7 al 17. Esta interaccién puede ser necesaria desde que el
sustrato (ST y SAM) y el praducta (OMST) de 1a enzima no son solubles en agua.
Ademas el gen omt-A fue el primer reporte de un gen responsable de una actividad
enzimdtica directamente invelucrada en las etapas finales de la ruta de la
biosintesis de aflatoxinas. Recientemente se encontrid que la conversién de OMST a
aflatoxina es mediada por un gen (ord 1) que codifica para una monooxigenasa CYT
P-450 de 60.2 kDa y ademas es unico para especies de hongos aflatoxigénicos (75).

Para realizar la subclonacién de omt-A en el veetor de expresién pET-30¢(4),
se decidio utilizar las enzimas de restriccion Bamll 1y Xho 1, debido a que EcoR I se
localizé en un sitio dentro de la region codificante en la posicion 1,156 (Fig. 15). En
la subclonacién se verificé que la secuencia quedara en marco de lectura y ademds
de acuerdo al vector pET-30c(+), el subindice (c) indica que expresan en marco de
lectura el triplete ATC del sitio de reconocimiento de BamH I que es GGATCC. La
subclunacion se realizé con la cepa BL21 (Fig. 16) y la expresion con la cepa
BL.21(DE3) en la cual la expresion es inducida con una fuente T7 RNA polimerasa
presente en esta cepa. En nuestra investigacién se decidié subclonar el gen omi-A en
el vector de expresion pliT-30c(+), al inicio de la subclonacion se purificé tanto el
inserto como el vector a partir de geles de agarosa con el kit Geneclean® (Bio 101
Inc.), la higacién fue favorable pero al realizar la transformacién con células ealcio
competentes asi como con electrotransformacion no se tenia éxito. Lo anterior debido
posiblemente a que al purificar tanto el vector como el inserto con el kit Geneclean,
el cual utaliza ioduro de sudio (Nal 6M), se incrementd 1a fuerza ionica de la solucion
de ligacién lo que en la electroporacién se produjo un arco eléctrico por el alto voltaje
y dano las eélulas. Por lo anterior se decidié no purificar las muestras y aprovechar
las diferentes resistencias a antibidtico de los dos vectores, pBluescript SK tiene el
gen para resistencia a penicilina y pET-30¢(+) a kanamicina. El pldsmido
linearizado e inserto liberado junto con vector se ligaron y la seleccién de las células
recombinantes se realizé con base en la resistencia al antibi6tico kanamicina y
ademds se verificaba la presencia del inserto de 1,460 pb mediante digesiion
enzimdtica con BamH Iy Xho1
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En la Figura 17 se muestran los DNA de: vector pET-30c¢(+) en el carril 1; el
vector mas el inserto, carril 2 y el vector mas inserto digerido con 1a enzima BamH [
yXho 1, carril 3. El marcador de peso molecular (m), Ladder 100 pb, en el cual el
fragmentu de tamarno mayor es de 2,072 pb y le sigue el de 1,500 pb. Por lo cual el
ingerto que se liberd con la digestién es de 1,460 pb. Con el DNA pldsmido de la
construccién de pET-30c(+) mds omt-A, previamente verificada gque tuviera el
inserto, se realizé la transformacion en la cepa de expresion BL21(DE).

6.2 Expresion del gen omi-A

Una vez verificada la construccién se realizé la transformacién en la cepa de
expresion BL21(DE3). La induccién con IPTG al 1 mM permitié identificar una
proteina de un peso molecular de 26 kDa en la Figura 18, carriles 4 y 5, 1a cual no
esta presente en el carril 1 que corresponde 4 la cepa silvestre y en los carriles 2 y 3
que corresponde a la cepa con el plasmido sin inserto.

Debido a que la proteina eucariotica codificada por omt-A podria tener
problemas de estabilidad, debido a toxicidad, que resulte en la pérdida en el cultiva
de bacterias que contienen el pldsmido, se utilizi el método de plaqueo de Suter-
Crazzolara y Unsicker, 1995 (91). Con este método se obtuvieron resultados
favorables, y permitié el inicio del cultivo con una densidad 6ptica (ODeoo) de
aproximadamente 0.4, A partir de este cultivo se realiz6é una evaluacidn de tiempo y
curso de la expresién, para lo que se tomaron alicuotas del cultivo desde la 0 h hasta
las 6 h, y se encontré que la méxima expresion se obtiene a las 5 h de cultive
mducido (Fig. 19).

Para su purificacién se obtuvo el extracte de proteinas bajo condiciones
normales y desnaturalizantes con urea 6M, no obstante en las dos condiciones, la
proteina de interés se localizé en la pastilla, por lo que no se logré su solubilizacion.
P'ara lo anterior es necesario liberarla de la membrana mediante otras alternativas
de solubilizacion como puede ser con Guanidina-HCl. Solubilizada la proteina, es
decir liberada de la pastilla, se estard en posibilidades de pasar el extracto por la
columna de afinidad y purificarla para levantar anticuerpos. Los intentos de utilizar
los productos de genes asociados con la biosintesis de aflatoxinas para produccién de
anticuerpos parece ser factible (85).
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7. Consideraciones finales

Finalmente mediante el andlisis de 1as secuencias de los fragmentos de NINA
correspondientes a los ITS asi como de los polimorfismos amplificados por la técnica
de RAPD en cinco especies de Aspergillus, se logrd probar la hipotesis de que es
posible inferir sus relaciones filogenéticas al agrupar las especies de acuerdo a sus
distancias evolutivas con base en el anAlisis de la secuencia de DNA, as{ como
identificar similitudes y divergencias de acuerdo con los coeficientes de asociacion
calculados con base en los patrones electroforéticos generados por RAPD. Ademas
los analisis de restriccion del los fragmentos I'TS permitio diferenciar especies, y con
resultados de RAPD en aislamientos de A. flavus determinar un patrén
electroforético especifico para cepas aflatoxigénicas. En cuanto al gen omt-A se
sentaron las bases para coutinuar con trabajos que permitan aprovechar los avances
logrados par otros investigadores en lo referente a la elonacién de genes involucrados
en la ruta de la biosintesis de aflatoxinas y que los estudios en México sean de
utilidad para el diagnéstico de la contaminacién de estas micotoxinas. Por lo
anterior, se considera que la presente investigacion logro cumplir con los objetivos
planteados.
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De los métodos probados, la extraccion de DNA de Aspergillus spp, con el
método de Cenis a partir de cultivos monospéricos permitié obtener DNA de
calidad y en la cantidad adecuada para las reacciones de PCR.

En A. flavus, A. chevalieri, A. ochraceus, A. niger y A. terreus se amplificé un
fragmento de DNA, de tamano promedio de 600 pb que incluyé las regiones
ITS1-5.85-1TS2, mediante iniciadores complementarios a las regiones
conservadas 18S y 28S de los genes que codifican para los rRNA. Existi6 en las
cinco especies una region conservada de 198 pb, la cual se sugiere que incluye
al gen 5.8S. Esta regién sélo varié en A. chevalieri y A. flavus en cambio las
regiones ITS fueron mas variables lo que permitié la diferenciacién de
especies.

El analisis filogenético de las cineo especies, con base en la regién conservada
(5.88) y variable (ITS1-5.85-ITS2) mediante el algoritmo J. Hein, determiné un
grupo con A. ochraceus, A. chevalieri y A. niger y otro con A. terreus y A.
flavus.

Mediante la técnica SSCP se diferenciaron tres especies: A. flavus, A.
chevalieri y A. ochraceus y se observo un comportamiento similar tanto en la
migracién como en la separacién de cadenas de DNA, entre A. terreus y A.
niger, cabe mencionar que estas especies presentan el mayor porcentaje de
similitud (89.0) en sus secuencias ITS.

Mediante el analisis de restriccion de los fragmentos ITS se logré diferenciar
las cinco especies de Aspergillus en estudio, ademds diferentes aislamientos
de la misma especie presentaron patrones electroforéticos similares. La
especie A. flavus presenté cuatro fragmentos mediante la digestién con Dde I,
tipico para la especie.
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. El andlisis de los patrones electroforéticos de RAPD en las cinco especies,
permitié asociar A. ochAraceus y A. chevalieri, que presentaron los mayores
indices de Dice (1.0, 0.60, 0.86 y 0.80) con los cuatro iniciadores evaluados.

. Se logré obtener un patrén electroforético comun, mediante la técnica de
RAPD, para las cepas aflatoxigénicas F1059 y F1273 de A. flavus con los
iniciadores 60-10, 70-10 y 80-10 y adem4s el mayor indice de asociacién de Dice
(0.71).

. Se identificé mediante electroforesis una proteina de 26.0 kDa expresada por el
gen omt-A, involucrado en la ruta de la biosintesis de aflatoxinas.

. Finalmente, las técnicas moleculares RAPD, SSCP, secuenciacién y andlisis
de restriccién del fragmento ITS, permitié inferir las relaciones filogenéticas
entre cinco especies del género Aspergillus, asi como identificar un patrén
electroforético especifico tanto para la especie como para cepas aflatoxigénicas.
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Figura 1. Biosintcsis de aflatoxinas Bl y B2. Los genes que han sido
clonados a la fecha se indican en los recuadros, éstos son regulados por el factor
AFLR (104).
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Figura 2. Posicién de los iniciadores para amplificar las regiones ITS.
Los iniciadores C015 y C021 se localizan en las regiones conservadas 185 y 28S
y amplifican la regién ITS1-5.88-ITS2 con tamafhos que variaron desde 576 a
637 pb indicados entre paréntesis.
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Seleccién y Caracterizacion
de Clonas

Bubclonacién en el vector pET 30(c)

Transformacién de la vepa
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construecion —>

Purificacién de la
proteina

Expresién de
omt-A

Transformacién de la cepa
BL21(DE3)

Figura 3. Expresion del gen omt-A. La expresion se realizé con el sistema

pET-30c(+) (Novagen, Madison, Wis.).

Figura 4. Comparaciéon de diferentes métodos de extraccién de DNA de
Aspergillus sp. Fraccionamiento electroforético en gel de agarosa. E1 método
de Cenis, carril 1 corresponde al volumen de 0.5 ml y el carril 2 al de 10 ml de

medio de cultivo.
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Figura 5. Amplificacion de los ITS de diferentes especies de Aspergillus.
Electroforesis en gel de poliacrilamida de los fragmentos amplificados con los
iniciadores C015 y CQ21.

188 | ITS1 | 5.85 | its2 Jozss
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Figura 6. Representaciton esquemstica de las secuencias ITS-PCR. Con
base en el alineamiento par el método J. Hein, se encontré una region conservada
de la posicion 276 a la 473 para tres especies de Aspergillus, con excepcion en A
chevalier: y A. flavus que variaron en cuatrg y 11 posiciones, respectivamente,

A ochraosus
A chevalien
A niger
e A terreus
A favus
218
T T L —
20 15 10 5 Q

Distancias evolutivas

Figura 7. Arbol de las relaciones filogenéticas de las secuencias
consenso 5.8S de cinco especies de Aspergillus. Alineamiento construido
con el método J. Hein, el cual se basa en examinaciones de pares de secuencias.
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Figura 8. Arbol de las relaciones filogenéticas de las secuencias ITS de
cinco especies de Aspergillus. Alineamiento construido con el método J. Hein,
el cual se basa en examinaciones de pares de secuencias.

Figura 9. Polimorfismo conformacional de cadena sencilla (SSCP) de
los fragmentos ITS de cinco especies de Aspergillus. Electroforesis en gel
de paliacrilamida al 6 %. El carril 4 y 5 corresponden a la especie A. flavus,
aislamiento nacional y cepa de referencia, respectivamente.



Rguras/ 58

Figura 10, Patrén de restriccién de los ITS con las endonucleasas Xho I,
Xho X + EcoR I y Dde L Electroforesis en gel de poliacrilamida al 15 %. El
Panel A corresponde a Xho I, panel B a Xho 1 + EcoR Iy panel C a Dde L
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Figura 11. Sitios de restriccion de las secuencias ITS en cinco especies de
Aspergillus, Sitos generados mediante el programa computacional DNA Strider 1.1.
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Figura 12. Patrén de restriccién de ITS-PCR con la endonucleasa Dde [ para
diferentes nislamientos de A. flavus. El carril 1 corresponde a un fragmento sin digerir
amplificade con los iniciadores CO015 y CO021 y los carriles 2, 8, 9 y 12 son supuestos
aislamientos de A. flavys,
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Figura 4. Mapa de restriccién del clon omi-A. La regién sombreada corresponde al gen
omt-A con 1,254 pb y los extremos 5' y 3' estdn indicados por los espacios en blanco. Tomado de
Yu y cols, 1993 (103).
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Figurs 15. Sitios dnicos de corte con enzimas de restriccidén de la secuencia del gen
omt-A. Las sitios de restriccidn fueron generados mediante el programa computacional DNA
Strider 1.1. Se localizd un sitio de corte para EcoR 1 en la posicidn 1,157, es decir dentro de la
secuencia del clon omt-A.
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Figura 16. Subclonacién del gen omé-A en el veclor de expresién pET-
30c(+), El fragmento omz-A se ligé al vector pET-30c(+) mediante la digestion de
los sitios Bam F1 1y Xho I para generar la construccién pET-OMTA.
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Figura 17. Productos de la digestién enzimdtica del vector de expresion

pET-30c(+). Verificacién de la subclonacién del gen omt-A en pET-30c(+), mediante
la digestién enzimatica con BamH 1y Xho 1 en el carril 3.

Wi

Figura 18. Electroforesis de proteinas totales de células recombinantes
PET-30c(+)+omié-A. El carril 1 corresponde a la cepa silvestre, 2-3 a la recombinante
sin inserto y 4-5 a la recombinante con el inserto omt-A.

Figura 19. Tiempo y curso de la expresién de pET-30c(+) + oms-A en E. coli. El

carril 1 corresponde a la cepa silvestre y del carril 2 al 6 a alicuotas secuenciales a
partir de la cepa recombinante.



TABLAS

Tabla 1. Composicion de bases y secuencia de los iniciadores
utilizados en las reacciones de RAPD-PCR

Composicion Iniciador Secuencia (5'a 3"
50% G-C 50-10 gtgcaatgag
60% G-C 60-10 cgecagtactc
70% G-C 70-10 catccegaac
80% G-C 80-10 gcacccgacyg

G-C = Guanina-Citosina

Tabla 2. Procedencia de cepas de Aspergillus spp, utilizadas en
esta invesligacion

Clave Cepa Procedencia
F1 A. terreus UGS-UNAM
F2 A. terreus M-26 CEI-UANL

F3 A. flavus UGS-UNAM
F4 A flavus MM-UANL

k5 A. flavus CEI-UANL

Fé A flavus Yautepec, Mor.
F7 A flavus Yautepec, Mor.
F8 A. flavus Yautepec, Mor.
F9 A. flavus CEI-UANL
F10 A flavus CEI-UANL
F1059 A flavus SRRC-USA
F1273 A flavus SRRC-USA
F1299 A. flavus SRRC-USA
N1 A. niger UGS-UNAM
N2 A niger UGS-UNAM
N3 A ruger CEI-UANL
N4a A niger CEI-UANL
N4b A niger CEI-UANL

N5 A. niger M-25 CEI-UANL

01 A. ochraceus UGS-UNAM
PSUI A. parasiticus SRRC-USA
P148 A. parasiticus SRRC-USA

UGS-UNAM: Unidad de Granas y Senillas, Universidad Nacional Auténoma de México.
CEI-UANL: Centro de Enfermedades Infecciosas, Universidad Auténome de Nuevo Ledn.
MM-UANL: Micologia Médica, Untversidad Auténoma de Nueve Ledn.

SRRC.-USA: Southern Regionul Research Center. United States of America
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Tabla 3. Comparacion de métodos de extraccion de DNA.

Caracteristicas Cenis 1 Cenis 2 Méller Universal Chang
Volumen de micelio (ml) 0.5 10 250 10 10
Contaminacién Baja Baja Alta Baja Alta
Liofilizacion No No Si No Si
Fenolizacién No No No Si Si
Periodo incubacién No No Si No Si
Tiempo extraccion Corto Corto Largo Corto Medio
Cantidad DNA (ug) 3 25 100 25 25

Cenis 1. Volumen 0.5 ml de medio de cultivo
Cenis 2. Volumen de 10 ml de medio de cultivo

Tabla 4. Secuencias del fragmento de DNA ITS1-5.8S-I1T2 de cinco especies
de Aspergillus, obtenidas mediante el método Sanger.

Secuencia A.terrsus
CCGCGGGATTCAAGGTTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTACCGAGTGCGGGTCTTTATGG
CCCAACCTCCCACCCGTGACTATTGTACCTTGTTGCTTCGGCGGGCCCECCAGCGTTGCTGGCCGCC
GGGGGGCGACTCGCCCCCGGGCCCGTGCCCGCCGGAGACCCCAACATGAGCCCTGTTCTGAAAGCTT
GCAGTCTGAGTGTGATTCTTTGCAATCAGTTAAAACTTTCAACAATGGATCTCTTGGTTCCGGCATC
GATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAACTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAGTCTTT
GAACGCACATTGCGCCCCCTGGTATTCCGGGGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTGCTGCCCTCAAG
CCCEECTTGTGTGTTGGECCTCGTCCCCGGCTCCCEGGGGACGEECCCGAAAGCAGCGGCGGCACCG
CGTCCGGTCCTCGAAGCGTTATGGGGCTTCGTCTTCCGCTCCGTAAGCC SGCCGGCGCCCGCCGACG
CATTTATTTGCAACTIGTTTTTTCCAGTTTGACTCCGATCAGGTT

Secuencia A. flavus (H142)
CCCAACCTCCCACCCEGTGTTTACTGTACCTTAGCTTGCTTCGGCGGGCCCGCCGTCATGGCCGCCGGG
GGCGTCAGCCCCGGGCCCGCGCCCGCCGBAGACACCACGAACTCTGTCTGATCTAGTGAAGTCTGAG
TTGATTGTATCGCAATCAGTTAAAACTTTCAACAATGGATCTCTTGGTTCCGGCATCGATGARGAALC
GCAGCGAAATGCGATAACTAGTGTGAATTGCAGAATTCCGTGAATCATCGAGTCTTTGAACGCACAT
TGCGCCCCCTGGTATTCCGGGGGGCATGCCTGETCCGAGCGTCATTGCTGCCCATCAAGCACGGCTTG
TCTGTTGGGTCGTCGTCCCCTCTCCGGGGGEGGACGGGCCCCAAAGGCAGCGGCGGCACCGCETCCGA
TCCTCGAGCGTATGGGGCTTTGTCACCCGCTCTGTAGGC

Secuencia A. flavus (F3)
GAATTGGGCCCGACGTCGCATGCTCCCGGCCGCCATGGCCGCGGGATTCAAGGTTTCCGTANGTGAA
CCTGCGGAAGGATCATTACCGAGTGTAGGGTTCCTAGCGAGCCCAACCTCCCACCCGTGTTTACTGT
ACCTTAGTTGCTTCGGCGGGCCCGCCATTCATGGCCGCCGGGGGECTCTCAGCCCCGGGCCCGCGCCC
GCCGGAAACACCACGAACTCTGTCTGATCTAGTGAAGTCTGAGTTGATTGTATCGCAATCAGTTAAA
ACTTTCAACAATGGATCTCTTGGTTCCGGCATCGATGAANAACGCAGCGAAATGCGATAACTAGTGT
GAATTGCAGAATTCCGTGAATCATCGAGTCTTTGAACGCACATTGCGCCCCCTGGTATTCCGGGGGG
CATGCCTGTCCGAACGTCATTGCTGCCCATCARACACGCTTGTGCTGTIGGGTCTCTCCCTCTCGGGG
GGGACAGGCC
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Continuacidn .... Tabla 4. Secuencias del fragmento de DNA ITS1-5.8S-TT2
de cinco especies de Aspergilius, obtenidas mediante el método Sanger.

Sacuencia A. ochraceus
CCGCGGGATTCGCTTATIGATATGCTTAAGTTCAGCGGGTATCCCTACCTGATCCGAGGTCAACCTG
GAAAGAATGGTTGGAAAACGTCGGCAGGCGCCGGCCAATCCTACAGAGCATGTGACAAAGCCCCATA
CGCTCGAGGATCGGACGCGGTGCCGCCGCTGCCTTTCGGGCCCGTCCCCCOGGAGAGGGGGATGGCG
ACCCAACACACAAGCCGGGCTTGAGGGCAGCAATGACGCTCGGACAGGCATGCCCCCCGGAATACCA
GGGCGCGCAATGTGCGTTCAAAGACTCGATCGATTCACTGAAT TCTGCAATTCACATTAGTTATCGCA
TTTCGCTGCGTTCTTCATCGATGCCGGAACCAAGAGATCCATIGTTGAAAGTTTTAACTGATTGCAT
TCAATCAACTCAGACTGCACGCTTTCAGACAGTGTTCGTGTTGGGGTCTCCUGGUGGGCACGGGCCCG
GGGGGCAGAAGCGTCCCCCCGGLCGGLCUGACAAGCGGLGGGCCCGCCGAAGCAACAGGGTTACAATARA
CACGATGGAGTIGGCCAAAGACCGCACTCGTATGATCTCGCAGTCACTACGAACTGATCACTAT
GCGCGCTGCAGTCACATATGA

Secuencia A. niger
CCGCGGGATTCAAGGTTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTACCGAGTGCGGGTCCTTTIGGG
CCCAACCTCCCATCCGTGTCTATTGTACCCTGTIGCTTCGGC GGGCCCGCCGCTTGTCGGLCGCTGG
GGGGGCGCCTCTGCCCCCCGGEGECCCGETGCCCGCCGGAGACCCCAACACGAACACTGTCTGAAAGUGT
GCAGTCTGAGTTGATIGAATGCAATCAGTTAAAACTTTCAACAATGGATCTCTTGGTTCCGGCATCG
ATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAACTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAGTCTTTG
AACGCACATTGCGCCCCCTGGTATTCCGGGGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTGCTGCCCTCAAGC
CCGGCTTGTGTGTTIGGGTCGCCGTCCCCCTCTCCGGGGGGACGGGCCCGAAAGGCAGCGGCGGCACC
GCGTCCGATCCTCGAGCGTATGGGGCTTTGTCACATGCTCTGTAAGATTIGGCCGGC
GCCTGCCGACGTTTTCCAACCATTCTTICCAGGTTGACCTCCGGATCAGGT

Secuencia A. chevalileri
CCGCGGGATTCAAGGTTTCCGTAGGTCGAACCTGCGGAAGGATCATTACTGAGTGAGGGTCCCTCGGS
GCCCAACCTCCCACCCGTGTATACCGTACCTTGTIGCTTCGGCGAGCCCGCCCCCTTITITCTTTTAG
GGGGCACAGCGCTCGCCGGAGACACCAACGTGAACACTGTCTGAAGTCTTGTCGTCTGAGTCGATTG
TATCGCAATCAGTTAAAACTTTCAACAATGGATCTCTIGG TTCOGGCATCGATGAAGARCGCAGCGA
AATGCGATAATTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAGTCTTITGAACGCACATTGCACCC
COTGGTATTCCGGGGEGC TATGCCTETCCGAGCGTCATTGCTGCCCTCAAGCACGGCTTGTGTGTTGS
GTCGTCCTCCCCCCCCCCCAGGGGGACGGGCCCGAAAGGCAGCGGCGGCACCGCGTCCGGTCCTCGA
ACGTATGGGGCTTTGTCACCCGCTCTTGTAGGCCCGGCCGGC TGCTGGC CGACGCTGAARAGCAACT
AACTATTTTTCCAGGTTGACTCGGATCAGGTAGGATACCCGCTGAACTTAACMTATCAATAAGC
GRATCACTAGTGCGGCGCCTGCAGGTCGACATATGGG
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Tabla 5. Alineamiento de bases del fragmento ITS de cinco
especies de Aspergillus con el método J. Hein

10 20 30 40 5 60 70
chevalieri  C--r---memmsermm o m oo OGCG--~GGATTCAAGGTTTCCGTAGGTGAA 29
miger Cmm e CGOG---GGATTCAAGGTTTC GTAGGTGAA 29
eITeuS L e e CGCG---GGATTCAAGGTTTCCGTAGGTGAA 29
. ochraceus T--==--cemmccmmm e mmcccmmce————— c———— CATATGTGACTGCAGCGCGCATAGTGATCAG 32

. flavus (F3 GAATTGGGCCOGACGTCGCATGCTOCCGGCCGCCATGGOCGOG - - -GGATTCAAGGTTTCCGTANGTGAA 67

SReEy RS SRl AR fetr ERUNES o Pl A b | 14 PRI 28 NSy
CCTGCGGAAGGATCATTACCGAGTGCGGGTCTTTT - - -GGG -CCCAACCTCCCA  CGTGTTTATTGTAC
) 90 100 1lo 120 130 140
xhevalieri  CCTGCGGAAGGATCATTACTGAGTGAGGGTCOCCTC - - ~GGOOCCCAACCTCCCACCCCTCTATACCGTAC 96
ger CCTGCGGAAGGATCATTACCGAGTGCGGETCCTTT———GGG —CCCAACCTCCCATCCGTGTCTATTGTAC 95
erreus CCTGCGGAAGGATCATTACCGAGTGCGGGTCTTTA-—-TGG -CCCAACCTCCCA C GCTGACTATTGTAC 985

. ochraceus TTCGTAGTGACTGCGAGATCATACGAGTGCGGTCT -—-TTGGCCAA-—--CTCCATCGTCTTATTGTAAC 95
. flavus (F3 CCTGCGGAAGGATCATTACCGAGTGTAGGGTTCCTAGCGAG -CCCAACCTCCCACC GTGTTTACTGTAC 136

CTT-GTTGCTTCGGCGGGECCGCCGE — - -TTGCTTGGCCGCCCGEEGEE-CGC T CTGC CGGGCCC

150 160 170 180 190 200 210
fhevalieri  CTT-GTTGCTTCGGCGAGCCCGCCCC --—CT-TTTTCTTTTAGGOGG-CAC ==~~~ -~ —~—= ~——— A 142
higer CCT-GTTGCTTCGGCGGGCCOGCCGE - - -TTGTCGECCGCOGGGREGGEGECGCCT - -CTGCCCCCOGGGLTT 159
erreus CrT-GTTGCTTCGGCGGGCCCGCCA -GOGTTGCTGGCCGCCGEGAGG ———- -~ CGACTCGCCOCCGGGCOC 158
. ochraceus CCT-GTTGCTTCGGCGGGCCCGCCGE -~-TTGTCGCCCECCEGERGEE-CGCTT - CTGCCCCCCGGGCCC 158
. flavus (F3 CTTAGTTGCTTCGGCGGGCCCGOCA - - --TTCATGGCCGCCGGGGGC---- T ~CTCAGCCCOGGGLCC 195

GI‘GCCCGCCGGAGACCCCAACACGAACACTGT cmmcccmmwcacmm AAT GCAAT

220 230 240 2590 260 279 280
thevalieri GCGCTCECCGGAGACACCAACGTGAACACTGT -CTGAAGTCTTGTCGTCTGAGTCGATTG TATCGCAAT 210
liger GTGCCCCCCGGAGACCCCAACACGAACACTGT ~CTGARAGCGTGCAGTCTCGAGTTGATTG AAT GCAAT 226
lerreus GTGCCCGCCGGAGACCCCAACATGAGCCCTGTTCTGAAAGCTTGCAGTCTGAGTGTGATTCTTT GCAAT 227

. ochraceus GIGCCCGCCGGAGACCCCAACACGAACACTGT ~-CTGAAAGCGTGCAGTCTGAGTTGATTG AAT GCAAT 225
. flavus (F3 GCGCCCGCCGGAAAC-~-ACCACGAACTCTGT -CTGATCTAGTGAAGTCTGAGTTGATTGTATC GCARAT 260

CAGTTAAAACTTTCAACAATGGATCTCTTGGTTCCGGCATCGATGAAGAACGL AGCGAAATGCGATAACT

290 300 3la 320 330 34 350
thevalieri CAGT TAAAACTTTCAACAATGGATCTCTTGGTTCCGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAATT 280
Lger CAGTTAAAACTTTCAACAATGGATC TCTTGGTTCCGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAACT 296
srreus CAGTTAAAACTTTCAACAATGGATCTCTTGGTTCCGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAACT 297

. ochraceus CAGTTAAAACTTTCAACAATGGATCTCTTGGTTCCGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAACT 295
). flavus (F3 CAGTTAAAACTTTCAACAATGGATCTCTTGGTTCCCGCATCGATGAANAACGCAGCGAAATGCGATAACT 330

AATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGACTCTTTGAACGCACATTGCGC  TGGTATTCCGGGG

360 370 380 330 4do 4l0 420
alieri  AATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAGTCTTTGAACGCACATTGCAC CCCTGGTATTCCGGGG 350
b~g€l' AATGTGAATTGCAGAATTCAGCTGAATCATCGAGTCTTTGAACGCACATTGCGCCC CTGCTATTCCGGGG 366
— AATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAGTCTTTGAACGCACATTGCGCCC CTGCTATTCCGGGS 367

ochraceus AATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAGTCTTTGAACGCACATTGCGCCC CTGGTATTCCGGGG 365
. flavus (F3 AGTGTGAATTGCAGAATTCCGTGAATCATCGACTCTTTGAACGCACATTGCGCC CTGGTATTCCGGGS 400
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Continuacién.......Tabla 5, Alineamiento de bases de del fragmento
ITS de cinco especies de Aspergillus con el
método J. Hein.

I TR SRR s SR N T
GGCATGCCTCTCCGAGUGTCATTGCTGCCCTCAAGOCCGGCTTGTGTIGTIGGETCG € GTC CCOTCTC

430 430 450 460 470 480 4
chevalieri GGTATGCCTGTCCGAGCCTCATTGCCTGCCCTCAAGCACCGCTTG TG TGTTCGCTOCTCCTCCCCCCOCCC 420
niger GGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTGCTGCCCTCAAGCCCGGCTTGTGTGTTCGGTCG CCGTCCCCCTCTC 435
texreus GGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTGCTGCCCTCAAGCCCGGCTTGTGTGTTGGGL - TCGTCCCCGGCTC 435
A, ochraceus GGCATGCCTGTCCGAGCCTCATTGCTGCCCTCAAGCCCGGCTTGTGTGTTGGGTCG-C GTCCCCCICTC 434
A, flavus (F3 GGCATGCCTGTCCGAACGTCATTGCTGCCCATCAAACACGCTTGTGTGTTGGGTC--TCTCC-- ——CTC 463

COGEGGGACGHGCCCCGAAAGGCAGCGGCGGCACCGCGTCCGGTCCTCGAG  CGTATGGGGCTTTGTCAC

500 510 520 530 sd 59 S60
thevalieri  CAGGOGGACGGGCCCGAAAGGCAGCGGCGOCACCGOETCCGGTCCTOGAA - ~-CGTATGGOGCTTTGTCAC 488
niger OGGGGGGACGGGCCCCAAAGGCAGCGGCGACACCGCGTCCGATCCTCGAG - ~-CGTATGGGGCTTTGTCAC S 3
terreus CCGGGGGACGGGCCCGAAAG —-CAGCGGCGGCACCGCGTCCGGTCCTCGAAGCGTTATGGGGCTTCGTCTT S 4
. ochraceus CGGGGGGACGGGCCCGAAAGGCAGCEGCGGCACCGCOTCCGATCCTCGAG CGTATGGGGCTTTGTCAC 5 2
A. flavus (F3 TEGRGGE< 33—, =m==——m==ms=m==mmmees—— e == em—ee——— == mmme——————————————— 471

crc;crc'r GTAGGA’I"I'GGCCGGC GCCTGCCGACGT - - - - TTTCCAACCAT TTTTTCCAGGTT

570 560 590 600 6lo 620 63
chevalieri  CCGCTCTTGTAGGCCCGGCOGGCTGCTGGCCGACGC--—-- TGAAAAGCAACCAACTATTTTTCCAGGTT 553
niger ATGCTCT-GTAAGATTOGCCGEC -GCCTGCCGACGT - - - - TTTCCAACCAT---—-- TCTTTCCAGGTT 560
terreus CQCGCTCC -GTAAG-CCSGCCGGC -GCCCGUCGACGCATTTAT T TGCAACTIG-———- - TTTTTTCCAGTT 565
A, ochraceus ATGCTCT-GTAGGATTGGCCGGC -GCCTGCCGACGT - - ———TTTOCAACCAT - ——— - - TCTTTCCAGGTT 559
O A k- R e et 471

GACCWGGAT%WM)WW@W

640 650 660 670 680 690 780
chevalieri GAC-TCGGATCAGGTAGG-ATACCCGCTGAACTTAA-CMTATCAATAAGCGAATCACTAGTGCGGCGCCT 620
niger GACCTCCGGATCAGGT 576
terreus TGACTCCGATCAGGTT 581
. ochraceus GACCTCGGATCAGGTAGGGATACCCCCTGAACTTAAGCATATCAATAAGCGAATCCC- -- -- ~=--- 617
A flavus (F3 -----—- GGACAGGCC 479

chevalieri GCAGGTCGACATATGGG 637
nger 576
terreus 581
L. ochraceus ---—--—————<--= GCGG 620
A. flavus (F3 479

Nota. Las regiones consensa corresponden a las freas obscurss
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Tabla 6 Porcentajes de similitud y divergencia para cinco especies

de Aspergillus obtenidos mediante el método J. Hein

A. chevaliert A flavus A nuger A ochraceus A. terreus
A chevalieri ki 84.0 87.0 800 86.0
A. flavus 53.1 i 87.0 76.0 86.0
A niger 29.5 394 S 88.0 89.0
A. ochraceus 34.1 53.2 20.0 oy 80.0
A terreus 33.6 42.2 16.5 53.2 -y

‘Por ciento de sumilitud en la parte supenor de los asteriscos
Par aento de divergencia en la parte mnfenior de los astenscos

Tabla 7. Fragmentos obtenidos mediante la digestién con Xho L

Tamano(pb) 460 430 250 160 130
A. terreus + - - - +
A. flavus + - - - +
A. chevalier: + + + + -
A niger + - - - +
A. ochraceus + - - - +
+ presencia de fragmento

- ausencia de ragmento

Tabla 8. Fragmentos obtenidos mediante la digestion

con Xho I + EcoR L

Tamafio (ph) 300 160 130
A. terreus + + +
A flavus + + +
A chevalieri + + +
A. ruger + + +
A. ochraceus + + +

+ presernicia de fragmento
- ausencia de fragmento
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Tabla 9. Fragmentos obtenidos (pb/pb) mediante andlisis de
restriccion de acuerdo al programa computacional DNA Strider 1.1

Especie Eco R1 Xho | Dde |

A terreus 310/270 206/374

A flavus 341/136 463/11 44/59/135/239
A. chevalieri 293/343 47/142/447
A niger 309/267 479/97 206/370

A. ochraceus 306/144 136/314 410/40

Tabla 10. Fragmentos obtenidos mediante la digestion con Dde L

Tamano(pb) 400 390 190 180 140 120 100 90 60 30 10
A terreus + + = = = - - - - -

A_flavus + - - - - - + + + -
A. chevalieri + -

+
A. niger + + - - - - - - -

A. ochraceus + - - + - - - + -

+ presencia de fragmento
- ausencla de fragmento

Tabla 11, Matriz de fragmentos amplificados en cinco especies
de Aspergillus .

Iniciador 50-10
Fragmento A. flavus A. ochraceus A chevalieri A terreus A niger
1 0 0 0 1 0
2 0 1 1 * 0
3 0 1 1 " 0
4 1 1 1 0 0
5 0 0 0 1 0
6 1 0 0 1 0
7 0 1 1 0 1
8 1 0 0 1 0
9 1 0 0 * 0
10 * 1 1 0 0
11 1 1 1 1 0
12 0 1 1 ' 0
13 1 0 0 0 0
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Continuacién........... Tabla 11. Matriz de fragmentos amplificados en cinco

especies de Aspergillus spp.

Iniciador 60-10

Fragmento A flavus A. ochraceus A chevalieri A terreus A niger
1 1 a 0 0 0
2 * 1 . 1 *
3 1 * 0 0 0
4 1 * 0 1 0
9 1 1 1 0 0
6 0 0 0 1 0
7 1 1 0 0 1
8 1 0 0 0 0
9 1 0 0 0 0
10 1 1 1 1 0
11 1 1 0 0 0

Iniciador 70-10

Fragmento A flavus _A. ochraceus A chevalieri _ A terreus A niger
1 Q 0 0 1 0
2 0 1 1 1
3 0 0 0 * i
4 0 1 1 1 0
6 0 1 1 1 1
6 0 1 1 1 0
7 0 1 1 * 0
8 0 0 1 0 0
9 0 1 1 0 0
10 1 b 1 0 0
11 0 0 0 1 0
12 1 0 0 0 0

Iniciador 80-10

Fragmento A flavus A ochraceus A chevalieri A terreus A niger
1 1 0 0 1 0
2 0 0 1 0 0
3 1 0 0 1 0
4 0 0 0 1 1
5 * 1 1 1 *
6 0 1 1 0 0
7 0 0 * 1 \]
8 0 0 0 1 0
9 0 0 1 0 0
10 0 0 1 0 0

1 = Fragmento presente
0 = Fragmento susente
* = Frugmento no amplificado intensamente.
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Tabla 12. Indices de similitud de Dice con base en los patrones
electroforéticos generados con RAPD-PCR (iniciador 50-10).

A flavus A ochraceus A chevaliert A terreus A ruger
A. flavus 1.0
A. ochraceus 0.63 1.0
A chevalieiri 0.63 10 10
A terreus 0.82 0.53 0.53 10
A. niger 0.18 0.22 0.22 0.20 10

Tabla 13. Indices de similitud de Dice con base en los patrones
electroforéticos generados con RAPD-PCR (iniciador 60-10).

A flavus A ochraceus A chevalern A terreus A niger
A. flavus 1.0
A. ochraceus 0.88 1.0
A. chevaliert 0.57 0.60 1.0
A. terreus 0.62 0.67 0.75 1.0
A. niger 0.20 0.25 0.0 0.0 1.0

Tabla 14. Indices de similitud de Dice con base en los patrones
electroforéticos generados con RAPD-PCR (iniciador 70-10).

A flavus  A. ochraceus A chevaliert A terreus A niger
A. flavus 1.0
A ochraceus 0.22 1.0
A. chevalieri 0.20 0.86 10
A. terreus 0.00 0.62 0.53 1.0
A niger 0.00 0.44 0.36 0.60 1.0

Tabla 18. Indices de similitud de Dice con base en los patrones
electroforéticos generados con RAPD-PCR (iniciador 80-10).

. A flavus A ochraceus A chevaliert A, terreus A. niger
A. flavus 1.0
A. ochraceus 0.00 10
A. cheuvalier 0.00 0.80 1.0
A terreus 0.50 0.25 0.22 10
A. niger 0.00 0.00 0.00 0.29 1.0
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Tabla 16. Matriz de fragmentos amplificados en seis
aislamientos de A. flavus.

Iniciador 50% G-C

Fragmento  F3 F4 F5 SRRC1059 SRRC1273 SRRC1299
1 1 Q 0 0 g ¥
2 0 0 1 0 a 0
3 0 g 1 1 0 0
4 1 1 1 0 (4] 1
5 1 1 1 1 1 1
6 0 a 1 0 4] Q
7 0 0 1 1 1 *
Iniciador 60% G-C

Fragmento  F3 F4 F5 SRRC10539 SRRC1273 SRRC1299
1 0 0 1 0 0 0
2 1 0 1 1 1 1
3 Q 1 * 0 0 0
4 1 i 1 0 1 1
5 0 (§) 0 0 ) 1
(5 0 0 0 0 0 1
7 0 1 0 0 0 )
8 0 g 0 1 1 1
9 0 1 0 Q0 0 "
Imiciador 70% G-C _

Fragmento  F3 F4 F5 SRRC1059 SRRC1273  SRRCI1299
1 Q * * 0 1 1
2 w 0 a 0 1 0
3 0 1 0 (1] Q 0
4 = 1 0 (] 1 1
5 0 Q 1 1 1 1
6 1 1 g 0 Q 1
7 1 0 aQ 0 0 0
8 0 0 1 0 0 0
9 ¥ g Q 0 0 1
10 1 g 0 0 Q0 0
Iniciador 80% G-C

Fragmento F3 F4 F5 SRRC1059 SRRC1273 SRRC1299
1 0 0 1 Q 0 0
2 1 > 1 0 0 1
3 1 1 1 1 1 1
4 1 0 0 1 1 1
5 1 1 0 0 0 1
6 1 0 0 1 1 1
7 0 L] * 0 0 1
| = Fragmento presente

0 = Fragmento ausente
* = Fragmento no amplificado intensamente.
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Tabla 17. Indices de similitud de Dice de seis aislamientos de A

flavus (iniciador 50-10).

3 F4 F5 1059 1273 1299
F3 1.0 0.75 0.5 0.57 0.57 0.88
F4 0.25 1.0 0.33 040 0.40 0.85
F5 0.50 0.67 1.0 0.40 040 0.29
1059 0.43 0.60 0.60 1.0 10 0.67
1273 043 0.60 0.60 0.00 1.0 0.67
1299 0.12 0.15 0.71 0.33 0.33 1.0
Parte superor del triangulo Indices de Similitud
Parte wnfenor del ¢tridngulo [ndices de Dwsamulstud
Tabla 18. Indices de similitud (Dice) de seis aislamientos de
A. flavus (niciador 60-10).
F3 F4 5 1059 1273 1299
F3 1.0 0.33 0.40 040 0.40 0.33
F4 0.67 1.0 0.00 0.00 0.00 0.00
F5 0.60 1.00 1.0 0 67 0.67 0.57
1059 0.60 1.00 0.33 1.0 1.00 0.86
1273 0.60 1.00 0.33 0.00 1.0 0.86
1299 0.67 1.00 043 0.14 0.14 1.0
Parte superwr del tnangulo Indicea de Similitud
Parte inferwr del tndngulo Indices de Disimihitud
Tabla 19. Indices de similitud (Dice) de seis aislamientos de
A flavus (iniciador 70-10).
3] F4 F5 1059 1273 1299
3 1.0 0.40 0.00 0.00 0.40 0.55
F4 0.60 10 029 0.00 0.50 0.67
| 03] 1.00 0.71 1.0 0.50 0.57 0.50
1059 1.00 1.00 0.50 1.0 0.40 0.33
1273 0.60 0.50 043 0.60 1.0 0.67
1299 0.45 0.33 0.50 0.67 0.33 1.0

Parte supenor del tnangulo Indices de Sumilitud
Parte inferor del tméngulo Indices de Dsirnlitud



Tabla 20. Indices de similitud (Dice) de seis aislamientos de

A flavus (iniciador 80-10).
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3 F4 | 33 1059 1273 1299
F3 1.0 0.67 0.50 057 0.57 0.91
F4 0.33 1.0 0.57 0.33 0.33 0.60
F5 0.50 043 1.0 0.40 0.40 044
1059 0.43 0.67 0.60 1.0 1.00 0.50
1273 043 0.67 0.60 0.00 1.0 0.50
1299 0.09 0.40 0.56 0.50 0.50 1.0
" Parte supenor del triangulo Indices de Simulitud

Parte inferior del ¥mangulo Indices de Disumilitud

Tabla 21 Comparacion de los indices de similitud (Dice) obtenidos
con cuatro iniciadores en aislamientos de A. flavus

Aislamientos

30-10

- 60-10 70-10 80-10 Media

Similitud cepas de México 053 024 0.23 0.568 0.40
Similitud cepas aflatox. 0.78 091 0.47 0.67 0.71
Disumilitud entre cepas Mex. vs 048 066 0.59 0.49 0.56
aflatoxi.

Sumilitud F3 vs aflatoxi. 0.67 0.38 0.32 0.68 0.51
Similitud F4 vs aflatoxi. 042 00 0.39 0.42 0.31
Similitud F5 vs aflatoxi. 0.36 0.64 0.52 041 048







