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RESUMEN 

El género Aspergillus p resen ta una gran diversidad y variabil idad en la na tura leza . Es ta 
var iabi l idad den t ro , de las poblaciones de A. flavus, i n f l u y e en el proceso de 
contaminación de los cultivos. Se conoce que los aislados individuales de A. flavus va r ían 
en su capacidad pa ra producir af la toxmas, tan to in vitro como du ran t e la infección de los 
cultivos. Mediante la caracterización del hongo con técnicas moleculares y la serologia a 
part ir de productos de genes involucrados en la biosíntesis de a l la toxinas se e s t a r á en 
posibilidades de d i seña r u n a es t ra teg ia de identif icación de la contaminación. P a r a 
apoyar lo anterior, la presente investigación se planteó los siguientes objetivos: (i) Infer i r 
las relaciones filogenéticas de cinco especies de Aspergillus con base en su anál is is 
molecular. (íi) Carac te r i za r genet icamente a is lamientos de Aspergillus spp, med ian t e 
Polimorfismos Conformacionales de Cadena Sencilla (SSCP), anál is is de restricción de 
los f ragmentos de DNA que codifican p a r a los rRNA y Amplificación al Azar de DNA 
Polimorfico (RAPD). (iii) Ident i f icar u n pat rón electroforético específico p a r a hongos 
aflatoxigénicos med ian t e RAPD. (iv) Expresar el gen omt-A involucrado en la biosíntesis 
de añatoxinas . Como resul tados, se logró in tegrar 23 ais lamientos que r ep resen ta ron a 
las especies A. flavus, A chevalieri t A. ochraceus,A. terreus y A niger. La extracción de 
DNA de Aspergillus spp, con el método de Cenis a p a r t i r de cultivos monospóricos, 
permitió obtener DNA de calidad y en la cantidad adecuada para las rcaccioncs de PCR. 
En las cinco especies, se amplificó un f ragmento de DNA de 600 pares de bases (pb), que 
incluyó las reg iones ITS1-5.8S-ITS2, m e d i a n t e in ic iadores complemen ta r io s a las 
regiones conservadas 18S y 28S de los genes que codifican pa ra los rRNA. Se analizó la 
secuencia de bases del f ragmento ITS1-5.8S-ITS2, mediante el algoritmo de a l ineamiento 
J. Hein, y se encontró u n a región conservada de 198 pb la cual incluyó el gen 5.8S. Es ta 
región fue a l t amente conservada (100%) ent re la mayoría de las especies, con excepción de 
A. chp.vali.eri y A. flavus que var iaron en cuat ro y 11 posiciones, respec t ivamente . Las 
secuencias en las regiones ITS1 e ITS2 fueron más variables . E s t a s di ferencias en la 
secuencia pe rmi te d is t ingui r en t r e especies, debido a que exis ten d i fe rentes sitios de 
reconocimiento de endonuc leasas lo que genera d i fe ren tes pa t rones de restr icción y 
además en u n fu tu ro se pueden d iseñar iniciadores específicos pa ra PCR. El análisis de 
las secuencias ITS mediante , el algoritmo J . Hein, con base en la región conservada y 
variable, permit ió e laborar el árbol filogenètico, en el cual se formó u n grupo en t r e A. 
ochraceus, A. chevalieri y A. niger y otro ent re A. terreus y A. flavus. Mediante la técnica 
SSCP se diferenciaron t res especies: A. flavus, A. chevalieri y A. ochraceus y se encontró 
un comportamiento s imi lar t an to en la migración como en la separación de cadenas de 
DNA, en t re A. terreus y A. niger. Los fragmentos ITS se sometieron a digestión con t res 
enzimas, de las cuales sólo Dde I, permitió obtener un pa t rón do restricción di ferente y 
específico p a r a las cinco especies en estudio. Median te la técnica de RAPD se logró 
asociar de acuerdo a su pa t rón electroforético A. ochraceus y A. chevalieri, las cuales 
presentaron los mayores índices de asociación de Dice (1.0, 0.60, 0.86 y 0.80) con los cuatro 
iniciadores evaluados , a d e m á s con RAPD, se logró obtener un pa t rón electroforético 
común pa ra las cepas productoras de aflatoxinas. es decir aflatoxigénicas, de A. flavus. 
Se identificó med ian te SDS-PAGE una proteína de 26.0 kDa expresada por el gen omt-A, 
involucrado en la r u t a de la biosíntesis de a f la tox inas . F i n a l m e n t e , las técnicas 
moleculares RAPD, SSCP, secuenciación y anál is is de restr icción del f r agmen to ITS, 
permitió infer i r las relaciones filogenéticas entre cinco especies del género Aspergillus, 
así como identif icar un pat rón electroforético específico t an to pa ra la especie como p a r a 
cepas aflatoxigénicas. 



A B S T R A C T 

The genus Aspergillus occurs in nature, with a great diversity and variability. Aflatoxin 

production among the A. flavus population is influenced by this variability both in vitro and 

in the field. The molecular characterization of the fungi and the serological detection of gene 

products involved in the aflatoxin biosynthesis, will provide new strategics to identify 

contaminated plant products. Therefore, the objectives of this work were: (i) Based on the 

molecular analysis, elucidate the phylogenetic relationship among five species of Aspergillus. 

(ii) Characterize strains of Aspergillus spp using Single Strand Confromational Polimorphism 

(SSCP), restriction analysis of rDNA and Random Amplification Polimorphic DNA (RAPD). 

(iii) To determine aflatoxigenicity with fingerprint patters by RAPD on A. flavus. (iv) Express 

orntA gene, involved in the aflatoxin biosynthesis. Twenty three isolates belonging to the 

species A. flavus, A. chevalieri, A. ochraceus, A. terreus, and A. niger were evaluated. DNA for 

PCR reactions was extracted from monosporic cultures of Aspergillus spp, following Cenis 's 

method. Using primers to anneal at conserved regions on the 18S and 28S rDNA, a 600 base 

pair (bp) fragment was amplified from the ITS1-5.8S-ITS2 region of the five species. The 

sequence analysis of the fiOO hp fragment by the J. Hein algorithm showed a highly 

conserved region spanning 198 bp which included the 5.8 S rDNA. 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 look 

for specific sequences by PCR. On the other hand, ITS1 and ITS2 were less conserved. 

Phylogenetic analysis of the five spccies, based on both, conserved and variable regions, 

yielded two groups: one 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 1TS1-5.8-ITS2 with Dde I identified distinct patterns for the five studied species. 

In addition, amplified fragments by RAPD provided information, associating A. ochraceus 

and .4. chevalieri with values of 1.0, 0.60, 0.86, and 0.80, corresponding to four different 10-

mer primers. Likewise, the use of RAPD could distinguished aflatoxigenic strains of A. flavus. 

On a set of different experiments, a 26-kDa protein of the omlA gene, was identified by SDS-

PAGE. Finally RAPD, SSCP, DNA Sequencing, and restriction analysis allowed to infer 

phylogenctic relationships among five species of the genus Aspergillus and identified a 

electrophorctic pattern distinctive for species and for aflatoxigenic strains. 



Capítulo 1 

INTRODUCCION 

Las a f l a t o x i n a s son u n g rupo de m e t a b o l i t o s s e c u n d a r i o s p roduc idos 
pr inc ipa lmente por los hongos imperfectos Aspergillus parasiticus Speare y A. 
flavus Link ex. Fr ies (27). Estos compuestos son los carcinogénicos m á s potentes 
producidos n a t u r a l m e n t e y pueden contaminar al imentos pa ra ganado y consumo 
h u m a n o , por lo que son u n a a m e n a z a potencia l p a r a la s a lud (55). La 
Organización Mundia l de la Salud sobre aspectos micro biológicos de la higiene de 
alimentos, reconoció u n a l is ta dn 150 tipos diferentes de hongos productores de 
micotoxinas tóxicas p a r a el hombre y los an imales , dent ro de los cuales se 
encuent ran los del genero Aspergillus. Estos causan de mane ra directa micosis e 
ind i rec tamente micotoxicosis por las af la toxinas generadas como producto del 
metabolismo. E n México, estos metabolitos secundarios, contaminan el cultivo de 
maíz con niveles superiores a lo permitido por la Administración de Alimentos y 
Drogas de los Es t ados Unidos de Nor t eamér i ca (FDA-USA) (48), p a r a la 
comercialización de granos. 

Los hongos A. flavus y A. parasiticus pueden crecer y producir af latoxinas 
sobre u n g ran n ú m e r o de sus t ra tos , sobresal iendo por su impor tanc ia p a r a 
México el maíz . Estos hongos producen las a f l a tox inas BI y B2, además A. 
parasiticus produce dos aflatoxinas adicionales Gl y Ci'¿. De todas bis aflatoxinas, 
la BI es la m á s carcinogénica y genera lmente es producida en mayor cantidad. 
Otros t ipos de a f l a tox inas como la MI, PL, QI, Aflatoxicol y o t ras h a n sido 
identificadas y todas ellas proceden de la aflatoxina BI (8). 

La contaminación por aflatoxinas ha sido repor tada prác t icamente en todo 
el mundo, E n los Estados Unidos de Norteamérica, la FDA prohibe el comercio de 
granos p a r a a l imen to que contengan m á s de 20 p a r t e s por bil lón (ppb) de 
aflatoxinas y prohibe la venta de leche con presencia de más de 0.5 ppb (69). E n 
México la contaminación de maíz con aflatoxinas fue ba j a (12-35% de ocurrencia) 
du ran t e 1981-1988; sin embargo, en 1989 el maíz del Nores te p resen tó u n a 
contaminación dn 100% dn ocurrencia con niveles super io res a 20.0 ppb dn 
aflatoxinas. En el año de 1991 la contaminación del hongo fue de u n 23% el cual 
fue reducido h a s t a u n porcentaje menor del 1% en 1992 mediante u n p lan regional 
de medidas preventivas (80). Se ha determinado que la prevalencia de Aspergillus 



y la subsecuente producción de aflatoxinas es condicionada por el medio ambiente. 
Los problemas m á s serios con la contaminación h a n ocurrido en regiones con 
años donde l a s t e m p e r a t u r a s y precipitaciones son super iores e infer iores a la 
media, respect ivamente (35). Cuando estas condiciones ambienta les coinciden con 
la floración y desarrollo del grano del maíz, el problema se agudiza, ocasionando 
que la contaminación puede ocurrir en el campo an tes de la cosecha y duran te el 
almacén (69, 81). 

La clasificación de las especies del género Aspergillus no cumple cánones 
ortodoxos de la taxonomía de hongos, ya que este género h a sido dividido por Raper 
y Fennel l en 1965 (78), en 18 grupos, con 132 especies. E n Aspergillus l a s 
diferencias en la composición del sus t r a to produce cont ras tes marcados en el 
crecimiento y coloración, en l a s d imens iones y morfología de l a s cabezas 
co ni diales. Además, este género presenta u n a gran diversidad y variabi l idad en la 
na tu ra leza . Los ais lados individuales de A. flavus v a r í a n amp l i amen te en su 
capacidad p a r a producir af latoxinas, tan to in uitro como duran te la infección 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. 
parasit.ic.us y A. clavatus son impor tan tes en el deterioro de granos y semil las 
almacenados (64). 

P a r a ca rac te r i za r y di ferenciar el género Aspergillus se h a n uti l izado 
métodos basados en biología molecular, como el anál is is do l a s secuencias que 
codifican pa r a los genes de los RNA ribosomales eucariotes 18S, 5.8S y 28S (51, 60, 
92, 95). A p a r t i r de los f r a g m e n t o s ampl i f icados de l a s Secuenc ias de 
Transcripción I n t e r n a (ITS), de los genes ribosomales, se p u e d e n rea l iza r los 
análisis con enz imas de restricción pa r a dist inguir ent re especies; y anál is is dn 
los Polimorfismos Conformacionales de Cadena Sencilla (SSCP), con los cuales se 
tiene como u n método sensible y rápido pa r a identif icar cambios pequeños en la 
secuencia del DNA. Recientemente , se h a encont rado que l a producción de 
aflatoxinas difiere significativamente entre grupos de compatibilidad vegetativa, y 
estos grupos son consistentes con los polimorfismos de DNA (5). La habil idad para 
carac te r izar y mon i to rea r cepas gené t i camente idén t icas de poblaciones de 
Aspergillus spp, pe rmi t i r á de t e rmina r como la contaminación se d i spersa y 
cuales poblaciones es tán asociados con los maíces afectados (59). 



Aunque los factores que inf luyen en el metabol ismo pr imar io a fec tan el 
metabolismo secundario, los metabolitos secundarios no aparecen du ran t e la fase 
del crecimiento del hongo (trofofase), debido que las enz imas necesar ias pa r a su 
formación e s t án ausen tes (20). Se h a establecido u n a relación es t recha ent re la 
biosíntesis de af la toxinas y biosíntesis de lípidos (28) y es conocido que la síntesis 
de pro te ínas disminuyo du ran t e la fase de producción de af la toxinas (idiofasn) 
(27). La biosíntesis de policétidos representa el paso inicial en el cual el organismo 
es llevado a la producción del producto del metabolismo secundario (16) y muchos 
de los pasos son esencia lmente irreversibles. Se conoce que en la r u t a de la 
biosíntesis de aflatoxinas el paso de ST a O-MST y O-metildihidro-ST es único para 
A. flavus y A. parasiticus (10). La enz ima que ca ta l iza es te paso es u n a 
m e t i l t r a n s f e r a s a codificada por el gen omt-A. Por o t ra p a r t e se obtuvieron 
an t icuerpos policlunales cont ra cepas a f la toxigénicas de A. parasiticus. Lo 
anter ior apoya la detección, de metaboli tos in te rmediar ios de la biosíntesis de 
aflatoxinas, median te serología de las proteínas-enzimas específicas de la r u t a de 
la biosíntesis. v 

Al combinar l a caracterización del hongo median te técnicas moleculares y 
la serología a p a r t i r de productos de genes involucrados en la biosíntesis de 
aflatoxinas se es ta rá en posibilidades de diseñar u n a estrategia de predicción de la 
contaminación precosecha de af la toxinas , de s u m a impor tanc ia en el mane jo 
agronómico del cultivo, en la toma de decisiones para la comercialización y en u n 
fu turo pa r a u n manejo potencial precosecha. 

1. Hipótes is 
1. Con base en el anál is is genético, median te técnicas moleculares , es posible 

inferir las relaciones filogenéticas entre especies de Aspergillus spp. 

2. La variabil idad en la capacidad de producir aflatoxinas dn Aspergillus flavus ns 
posible detec tar la mediante análisis molecular. 



2. Objetivo Genera l 
Infer i r re lac iones f í logenéticas de cinco especies de Aspergillus e ident i f icar 
m e d i a n t e t é c n i c a s m o l e c u l a r e s , u n p a t r ó n genómico específ ico ("huel la 
genómica") en A. flavus, pa ra especie y pa r a aislamientos aflatoxigénicos. 

3. Objetivos Específicos 
1. Inferir las relaciones filogenéticas de cinco especies de Aspergillus, con base en 

su anál is is molecular . 

2. Carac te r izar genét icamente ais lamientos de Aspergillus spp med ian te SSCP, 
análisis de restricción de los f ragmentos de DNA que codifican pa r a los rRNA y 
RAPD. 

3. Ident i f icar u n pa t rón electroforético específico pa r a hongos aflatoxigénicos 
mediante RAPD en A. flavus. 

4. Expresar el gen omt-A involucrado en la biosíntesis de aflatoxinas. 



C a p í t u l o 2 

A N T E C E D E N T E S 

1. B io log ía d e l g é n e r o Aspergillus 
Los hongos del género Aspergillus siempre h a n estado presentes en el ambiente del 
hombre, pero fue h a s t a 1729 que Micheli distinguió las es t ruc turas tales como los 
tallos y las cabezas de esporas. El observó que las cadenas de esporas o columnas 
rad iadas surgen de u n a es t ruc tura central s imilar al aspergi l lum o hisopo usado 
pa ra rociar agua bendi ta en el catolicismo, de aquí el nombre de Aspergillus 
utilizado pa ra estos hongos. Pero fue al inicio de la década de los 40s que este género 
se estudió más ampliamente , debido a que se estableció su potencial en la indust r ia 
de la producción de ciertos ácidos orgánicos, su implicación en las enfermedades de 
animales y humanos , su papel en los procesos de descomposición en el suelo, 
asimismo h a n sido recientemente incorporados como he r ramien ta pa ra invest igar 
les procesos fisiológicos y ru tas metabólicas en los microorganismos. 

Debido a que a l g u n a s pocas especies de Aspergillus p r e sen t an e tapa 
ascospórica, m ien t r a s que la mayoría no la t ienen, existe considerable confusión 
para definir los nombres que deberían ser aplicados a los miembros de este género. 
De acuerdo con Thoin y Church, 1926 y Thorn y Raper, 1945 el nombre genérico de 
Aspergillus deber ía ser aplicado pa r a todos aquellos hongos, con o sin e t apa 
ascospór ica . La identif icación de los a is lamientos deber ía ser b a s a d a en las 
característ icas de sus colonias y en los detalles de morfología de sus esporas. Los 
hongos de Aspergillus es tán presentes sobre un gran número de sustratos , pero las 
diferencias en la composición del mismo produce cambios marcados en el crecimiento 
y coloración, en las dimensiones y morfología de las cabezas conidiales (78). 

Por lo an te r io r , es notorio que el género Aspergillus t i ene u n a g r a n 
importancia en la indust r ia , como patógeno y como he r r amien ta en investigación, 
pero la g ran variación y variabil idad en su morfología y fisiología por efecto de 
mecanismos genéticos tales como mutaciones, rearreglos cromosomales, ploidía, 
hcitoriocarinsis, etc., ocasiona que el estudio pa r a su clasificación, por técnicas 
tradicionales basadas en su morfología, requiera u n t raba jo exhausto y u n amplio 
conocimiento del hongo, de lo contrario los resultados pueden ser conflictivos. 



1.1. B io log í a d e Aspergillus flavus 
Aspergillus flavus, además de ser u n saprofito, es patógeno oportunista de plantas , 
insectos, ver tebrados e inclusive de animales domésticos y h u m a n o s (9). E n los 
campos agrícolas , d u r a n t e condiciones de sequía y t e m p e r a t u r a s a l tas , las 
poblaciones de A. flavus se incrementan sobre los restos del cultivo, sobre tejidos 
maduros o muer tos y sobre mater ia l vegetativo dañado, lo que le permite ser una 
fuente de inoculo (68). La asociación de A flavus con el cultivo puede iniciar desde la 
madurez, cosecha y h a s t a el almacén. Asimismo la fuen te de inoculo de infección 
inicial puedo ser in ter rumpida, el proceso de contaminación puede ser dividido en 
dos fases: u n a ocurre duran te la maduración del cultivo y la segunda después de la 
maduración (20). E n la madurez , los cultivos susceptibles a la contaminación con 
af la toxinas son g e n e r a l m e n t e suscept ib les a la infección por A. flavus. La 
colonización de los cultivos por el hongo no necesariamente lleva a una acumulación 
de aflatoxinas en semillas de algodón (29). E n el cultivo de maíz existe una relación 
entre el grano y el hongo, por lo que se ha sugerido que la ct-amilasa producida por 
A. flavus t iene un papel en la inducción de la biosíntesis de aflatoxinas en los granos 
de maíz infectados (100). 

A. flavus y A. parasiticus, son productores de af la toxinas , y además son 
especies patógenas pa ra u n a gran variedad de plantas , aunque A. flavus predomina 
sobre la mayoría de hospederos, a excepción de cacahuate (2fi). En 1984, Durakovic y 
cois. (31), al es tudiar de mane ra per se las relaciones de la biomasa del hongo y la 
biosíntesis de af la toxinas , establecieron que el tipo y can t idad de af la toxinas 
depende, pr inc ipalmente , de la t e m p e r a t u r a del medio de cultivo, m á s que del 
crecimiento del micelio. En campo, la ocurrencia y severidad de la contaminación por 
aflatoxinas es a l tamente dependiente del ambiente y se relaciona con t empera tu ras 
superiores al promedio y precipitaciones infer iores al promedio de u n a región 
de t e rminada (35). Si es tas condiciones coinciden con la e t apa de floración y 
desarrollo del grano del maíz, el problema se agudiza, debido a que la contaminación 
puede ocurrir an te s de la cosecha (69, 80). Además, en 1995 Rodríguez y cois., 
proponen u n modelo de predicción de la contaminación de af la toxinas , el cual 
considera las t empera turas nocturnas durante el período crítico y la aplicación de un 
"Paquete Tecnológico", el que incluye prácticas agronómicas como control de plagas, 
fecha de siembra, entre otras. Al implementar el modelo, se observa que los riesgos 
de contaminación se inc rementan notab lemente al a u m e n t a r la t e m p e r a t u r a , 
independiente de la aplicación del paque te tecnológico. E n v i s t a del l imi tado 



potencial p a r a reducir los niveles de af latoxinas en el campo, se h a recurr ido a 
métodos de destoxifícación y remoción absorsiva de aflatoxinas, pero éstos t ienen 
como l imitante la incert idumbre de la aprobación por agencias que regulan el uso de 
este mater ia l tan to para consumo animal como humano (11). 

En el género Aspergillus existe variación regularmente entre los miembros de 
cualquier especie, serie o grupo. Es tas variaciones comúnmente difieren en grado 
más que en caracteres básicos. El grupo A. flavus sirve pa ra i lus t rar esta variación. 
Las característ icas de A. oryzae, A. flavus, A. parasiticus y A. tamarrii son típicas, 
pero entre u n a especie y otra se t ienen formas intermedias, que mues t r an grados de 
variación entre las cepas seleccionadas como típicas. Es ta situación es común entre 
A flavus y A. oryzae, A. flavus y A parasiticus y entre A flavus y A tamarii (78). Se 
pinnsa que existo variabil idad a nivel poblacional, pues al as ignar aislados de A 
flavus en grupos de compatibilidad vegetativa, vía p ruebas de complementación 
entre m u t a n t e s no utilizadores de nitrato, se encontró que, aunque muchos grupos 
de compatibilidad vegetativa están ampliamente distribuidos, en un campo agrícola 
puede haber un perfil poblacional único, que cambie significativamente de un año a 
otro (6). 

La variabil idad dentro de las poblaciones de A. flavus influyen en el proceso 
de contaminación de los cultivos. Los aislados individuales de A. flavus varían 
ampliamente en su capacidad para producir aflatoxinas, tan to in vitro como duran te 
la infección de los cultivos (21). Sin embargo la producción de aflatoxinas in vitro es 
similar entre organismos relacionados, lo que supone que la producción de éstas es 
un carácter genético (5). Además, la capacidad de A. flavus pa ra producir aflatoxinas 
es independiente de su capacidad para infectar y mult ipl icarse en cultivos, lo que 
sugiere que la producción de af la toxinas no i nc r emen ta la v i ru lenc ia en la 
interacción con algodón (21). Recientemente se ha identificado, en la semilla de 
maíz, inh ib idores del crecimiento de A. flavus y por lo consiguiente en la 
acumulación de aflatoxinas. (45), así como inductores de la biosíntesis de aflatoxinas 
en granos de maíz (34). 

También se h a sugerido que la resistencia, en el cultivo de maíz, para evitar la 
producción de af la toxinas es tá directamente re lacionada a la resistencia pa r a la 
colonización del hongo en ciertos genotipos de maíz (15). Exis ten cepas que no 
producen aflatoxinas (22), que pueden interferir en el proceso de contaminación por 



competencia que pe rmi ta excluir cepas tuxigénicas y además por in te r ferenc ia 
directa con la toxigénesis . Lo an te r io r sugiere que cepas no productoras de 
aflatoxinas pueden ser úti les como agentes de control biológico pa r a prevenir la 
contaminación de aflatoxinas. La causa de la variación en los niveles de producción 
de af latoxinas es desconocida, a u n ent re semillas igualmente infectadas , aunque 
aquí la heterogeneidad contribuye de manera importante en esta variabil idad (53). 
El conocimiento de ésta puede ayudar , a u n mejor entendimiento de la variación 
genética in t raespecí f ica y al conocimiento del fenómeno de contaminación con 
aflatoxinas (9). 

Además de la variabilidad morfológica del género Aspergillus, en la especie A 
flavus existe variabilidad en cuanto a la capacidad de producción de aflatoxinas y en 
la patogenieidad, estas características han mostrado ser independientes, pero deben 
ser cons ideradas de impor tanc ia desde el pun to de v i s t a del control de la 
contaminación en campos de maíz. 

2. E s t u d i o s d e l a v a r i a b i l i d a d d e Aspergillus s p p b a s a d o s e n m é t o d o s 
m o l e c u l a r e s 

Dentro de los 18 grupos del género Aspergillus, considerados por Raper y Fennell en 
1965 (78), en t re los que invaden granos almacenados se t iene a: A. glaucas, A 
restrictus, A. ochraceus, A candidus, A. flavus y A versicolor, entre otros. Cada uno 
de estos grupos, a excepción de A. candidas que sólo p resen ta u n a especie, está 
integrado por especies con característ icas morfológicas generales muy similares 
dentro del grupo, su clasificación en especies individuales se basa principalmente en 
carac ter ís t icas morfológicas específicas (forma, e s t ruc tu ra , t a m a ñ o y color) y 
fisiológicas (reproducción y crecimiento) (64). 

Para caracterizar y diferenciar el género Aspergillus se h a n utilizado métodos 
basados en biología molecular ta les como la caracterización de metaboli tos (30), 
complementar iedad del DNA (52), RFLPs de DNA mitocondrial y de DNA que 
codifica pa r a los rRNA en A. niger (95), análisis del pa t rón de restricción en DNA 
mitocondrial (62), entre otros. 

También se h a n usado métodos basados en la reacción en cadena de la 
pol imerasa (PCR), éstos h a n permit ido es tablecer re laciones genét icas en t re 
aislamientos de A. flavus sect. flavi con base en la var iabi l idad de u n sitio de 



restricción en u n a porción del gen de la Taka -ami l a sa A (32). También h a n 
permit ido asociar grupos de compat ibi l idad vege ta t iva y morfología con los 
polimorfismos de DNA (RAPD) en A. flavus (5). Además, ana l iza r especies de 
Aspergillus, mediante RAPD (63). Diferenciar especies con PCR específico, mediante 
iniciadores que complementan con la secuencia de los genes ver-1, omt-1 y apa-2 
involucrados en la r u t a de la biosíntesis de aflatoxinas (84). Además se h a detectado 
DNA de especies de Aspergillus en mues t ras de lavados broncoalveolar por PCR 
competitivo (14) y se ha construido y caracterizado u n a sonda con DNA mitocondrial 
do A. flavus var. flavus pa ra distinguir entre cepas de A flavus (59). 

De los métodos moleculares utilizados, pa r a los estudios taxonómicos en 
Aspergillus spp, destacan; el análisis de las secuencias de DNA que codifican pa ra 
los RNA ribosomales (rRNA) y los espaciadores transcriptos internos (ITS) así como 
la técnica de RAPD, las cuales se revisan a continuación. 

2.1. A n á l i s i s g e n é t i c o c o n b a s e e n l a s s e c u e n c i a s i n t e r g é n i c a s d e l o s g e n e s 
r i b o s o m a l e s (ITS) 

Otra opción p a r a la determinación taxonómica es el anál is is molecular de las 
secuencias que codifican pa r a los genes de los RNA ribosomales (rRNA) eucariotes 
18S, 5.8S y 28S. E s t a s secuencias son f ác i lmen te a i s l adas , ya que son 
moderadamente repetit ivas y son un blanco atractivo pa r a los ensayos de PCR. Las 
regiones de estos genes se encuentran a l tamente conservadas y están separadas por 
dos espacios t ranscr i tos internos (ITS), Las regiones más conservadas se uti l izan 
pa ra la clasificación a niveles taxonómicos super iores (de género a Phylum), 
mien t ra s las regiones ITS, menos conservadas, se u t i l izan a nivel de especie y 
subespecie (96). Las diferencias en las secuencias ITS son efect ivas p a r a la 
diferenciación de var iedades y especies de Gossypium (58), en la detección y 
clasificación de Verticillium tricorpus (65), V. dahliae y V. albo-atrum con 
iniciadores específicos que diferencian entre estas dos especies que a tacan el cultivo 
de alfalfa (66). Además, los análisis con enzimas de restricción de las secuencias ITS 
h a n sido uti l izados pa r a dist inguir ent re especies y a is lamientos de nematodos 
Meloidogyne haplayM. chitwoodi (109). 

Con el propósi to de diagnost icar la aspergi losis invas iva en pac ien tes 
inmunocomprometidos , Melchers y cois, en 1994 (60), compararon la secuencia 



nucleotídica de los genes que codifican el rRNA 18S de A. nidulans, A. terreus, A. 
niger y A. flavus j un to con la de A. fumigatus, y el de otros microorganismos de 
impor tancia clínica. Se ident i f icaron secuencias específicas del género en las 
regiones V7 y V9 del rRNA 18S. Además se logró la determinación sensi t iva y 
específica de Aspergillus med ian te h ibr idación S o u t h e r n blot y aná l i s i s de 
restricción. 

Con la finalidad de resumir la calificación filogenética molecular de los hongos 
Taylor, 1995 (92) discute los siguientes conceptos (i) el lugar de los hongos en el todo 
de la vida, (ii) la relación de la importancia médica del hongo con otros hongos como 
organismos modelo y (iii) la in tegración del hongo asexual y sexual en u n a 
clasificación basado en la comparación de la secuencia de los genes ribosomales. Este 
discute la es t recha relación del reino animal y de los hongos y dentro del orden 
Euro t i a l e s , cons idera dos géneros mitospóricos de i m p o r t a n c i a económica: 
Aspergillus y Penicillium, los cuales contienen especies patogénicas. En Aspergillus 
se t i enen 16 especies que h a n sido r epor t adas como causa de en fe rmedad en 
humanos , pero solamente cuatro de ellas son consideradas en la mayor ía de los 
reportes clínicos, éstas son: A. fumigatus, A flavus, A niger, y A. terreus. Además se 
t ienen evidencias moleculares que reportan relaciones filogenéticas de A fumigatus 
y A. flavus. Por o t ra par te , al considerar que los caracteres moleculares e s t á n 
presentes en todos los hongos, independientemente de poseer o no reproducción 
sexual , la neces idad de ubicar a los hongos como Deute romyce tes t i ende a 
desaparecer. 

El anál is is de los polimorfismos de conformacionales de cadena sencilla 
(SSCP) a pa r t i r de f ragmentos amplificados por PCR se presen ta como u n método 
sensible y rápido p a r a identificar cambios pequeños en la secuencia del DNA. Un 
método rápido , s imple y no isotópico h a sido desarrol lado, és te involucra la 
desnaturalización del DNA de doble cadena (dsDNA) por álcali, uso de formamida, 
colorantes de carga y detección por t eñ imien to con b romuro de etidio. La 
conformación dependiente de la secuencia y la movilidad del DNA de cadena sencilla 
(ssDNA) son afec tadas por u n número de factores físicos, dentro de los cuales se 
incluyen la composición del gel y las condiciones de electroforesis (103). Al inicio de 
esta investigación no se t en ían reportes del uso de esta técnica en la diferenciación 
de especies de Aspergillus, y fue h a s t a 1996 que Kumeda y Asao la uti l izaron pa ra 
distinguir ent re especies de Aspergillus sección Flavi. (51). P a r a ésto, amplificaron 



mediante PCR los espaciadores transcri tos internos lo que incluyó la región 5.8S 
(ITS1-5.8S-ITS2), los productos de PCR obtenidos, de aproximadamente 570-590 
pares de bases (pb), se sometieron a la técnica de SSCP con fo rmamida al 20%. 
Encontraron que este análisis es económico y práctico pa ra apoyar la identificación 
morfológica dn los hongos, al clasificar 67 de 68 cepas de Aspergillus Sección Flavi 
dentro de cuatro grupos taxonómicos. 

Además de los SSCP, el análisis de restricción de los productos de PCR, h a 
permitido dist inguir entre especies, para lo anterior se h a n realizado digestiones con 
diferentes enzimas y se encontró que con Dde I se obtenían cuatro f ragmentos de 
DNA para A. flavus y t res pa ra A oryzae. En general, los resul tados del análisis de 
las di ferentes especies con las enzimas de restricción fueron consistentes con los 
resu l tados de los SSCP, con excepción de A. nomius que no fue c l a ramen te 
diferenciada de A. parasiticus ¡A. sojae (51). Este tipo de análisis, con productos de 
PCR obtenidos con iniciadores que ampli f ican los ITS, se h a ut i l izado como 
h e r r a m i e n t a p a r a la identificación de especies en diferentes géneros del orden 
Glomales (79). 

E n general , el análisis de los f ragmentos de DNA, amplificados por PCR, que 
codifican p a r a los genes de los rRNA, t iene u n a gran uti l idad en la clasificación 
taxonómica del género Aspergillus, su venta ja radica en que estas secuencias ITS 
son fácilmente amplificadas por PCR, por ser repetitivas y además presenta regiones 
conservadas y variables. Es tas características permite identificar organismos desde 
un nivel taxonómico superior como género y a un nivel inferior de género mediante 
Jos análisis SSCP, patrones dn restricción y PCR con iniciadores in ternos diseñados 
con base en las var iaciones de secuencia exis tentes en el p r imer f r agmento 
amplificado entre los organismos. Otro aspecto impor tante que se está explotando, 
son las diferencias y simili tudes en secuencia de las regiones conservadas pa r a 
inferir relaciones filogenéticas, considerando que la evolución implica cambios en el 
genoma de los organismos. 

2.2. A n á l i s i s g e n é t i c o c o n b a s e e n la t é c n i c a d e a m p l i f i c a c i ó n a l a z a r d e 
DNA p o l i m ó r f í c o (RAPD) 

En los análisis genéticos mediante RAPD, se requiere evaluar u n g ran número de 
individuos, p a r a lo cual es necesario desarrol lar métodos de extracción de DNA 
rápidos y simples que pe rmi t an evaluar el mayor número de individuos de u n a 



población genét ica. Opciones en las que se r educen los pasos y el t iempo de 
extracción de DNA, son los métodos desarrollados por Oard y Dronavalli en 1992 
(67) p a r a especies vegetales, ta les como son los cultivos de arroz y maíz y otro 
método de extracción de DNA de hongos desarrollado en 1992 por Cenis (18), entre 
otros. 

La técnica de RAPD se ha utilizado en estudios de determinación genética 
(43), pa r a d is t ingui r ent re cepas de una especie (4), en estudios de diversidad 
genética y su relación con la heterosis (47), estudios de migración y evolución (1), en 
el análisis taxonómico y evolutivo (25), entre otros usos. Además la técnica de RAPD 
ha sido usada con otros organismos como una al ternat iva a los RFLPs, por proveer 
información más fácil, rápida y segura pa ra mapear las características genéticas de 
cualquier especie. Al comparar RAPD, RFLP e hibridaciones con sondas de DNA de 
secuencias repet i t ivas en 16 aislamientos de A. fumigatus, Anderson y cois, en 1996 
(2), encont raron que la sonda M13 en combinación con el iniciador R108 dio el 
mismo nivel de discriminación que el consenso de t res técnicas de tipificación 
basadas en DNA. La técnica de RAPD, ha permitido obtener marcadores de DNA, y 
se p resen tó como u n a opción r áp ida y confiable pa r a d i ferenciar ais lados de 
Fusarium oxysporum f. sp. vasinfectum en algodón (3). La diferenciación por medio 
del análisis de RAPD, h a ayudado a obtener marcadores de DNA pa ra observar la 
variabilidad en hongos patógenos de plantas , tal es el caso de la diferenciación de 
razas de Fusarium solani f. sp. Cucurbitae (24), Fusarium oxysporum pisi (40) y 
Gremmeniella abietina (41). 

La presencia de variabilidad en la producción de aflatoxinas, se ha intentado 
asociar con marcadores bioquímicos y genéticos tales como: producción de lípidos y 
esteróles, 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 producción de aflatoxinas difiere significativamente entre grupos 
de compatibilidad vegetativa, y estos grupos son consistentes con los polimorfismos 
de DNA (5). La habi l idad pa r a caracter izar y moni torear cepas gené t icamente 
idént icas de poblaciones de Aspergillus spp, p e r m i t i r á d e t e r m i n a r cómo la 
contaminación se dispersa y cuales poblaciones e s t án asociadas con los maíces 
afectados (59). 



La técnica de RAPD se está utilizando ampl iamente en estudios genéticos y 
sistemáticos, debido a que presenta venta jas , con respecto a estudios basados en 
carac teres morfológicos y a o t ras técnicas moleculares (RFLP e isoenzimas) 
pr inc ipa lmente en que no mane j a radioactividad o fluorecencia, se real iza con 
cantidades mín imas de DNA, como se anal iza el DNA no se t iene inf luencia del 
medio ambiente y que además, esta técnica es aplicable a cualquier organismo. Por 
lo anter ior , el uso de RAPD ha aportado progresos en estudios de determinación 
genét ica o ident i f icación marcadores moleculares en u n a g r a n va r i edad de 
organismos y par t icularmente en hongos de importancia pa ra el hombre. 

3. G e n o s i n v o l u c r a d o s e n l a r u t a d e l a b i o s í n t e s i s d e a f l a t o x i n a s 
Las investigaciones iniciales de la genética de A. flavus y A. parasiticus estuvieron 
obstaculizadas por la f a l t a de reproducción sexual en es tas especies de hongos 
imperfectos, Sin embargo, cepas marcadas de A. parasiticus y A. flavus h a n sido 
analizadas genéticamente mediante ni ciclo parasexual (50). La genética de A flavus 
ha sido mejor es tudiada que la de A. parasiticus, en esta especie más de 30 genes 
han sido mapeados en ocho grupos ligados (7). Recientemente se h a n derivado 24 
imitantes de la l ínea parenta l PC-7 de A flavus. Estos mutan tes no son productores 
de aflatoxinas y var ían en el color de espora. En la cepa PC-7, 11 loci relacionados 
con af la toxinas h a n sido mapeado a t ravés de recombinación parasexual , 9 es tán 
sobre el grupo ligado VII, uno en el grupo II y uno en el grupo VIII. La secuencia de 
marcadores sobre el grupo VII son (nor,Afl-1), lev, afl-lharg-1, a/7-27 y centrómero. 
Los loci dn aflatoxinas son todos recesivos en diploides, con la exception del mu tan te 
que contiene el alelo afl-1. 

Los genes en la r u t a biosintética de af la toxinas pueden ser identif icados 
fácilmente por su habil idad pa ra complementar copas dn A flavus por medio de 
bloqueo específico en la ru t a a t ravés de transformación (44, 74, 76, 87, 102). E n A 
parasiticus med ian te selección diferencial se identif icaron clones asociados con la 
biosíntesis de aflatoxinas, uno de estos clones correspondió al gen s in tasa policétido 
ipksLl), gen clave p a r a la iniciación de la biosíntesis de a f l a tox inas (33). 
Posteriormente un nuevo gen, fas-lA, directamente involucrado en la biosíntesis de 
aflatoxinas B ls fue clonado por compl ementa ció n genética de u n a cepa mutan te de A 
parasiticus, b loqueada en dos sitios únicos de la r u t a biosintét ica. Los datos 
obtenidos en 1996 por Mahanth i y cois. (56), sugieren que fas-lA codifica para una 



nueva s in tasa ácido graso, la cual s intet iza par te de la e s t ruc tu ra policétido de 
AFB1( La caracterización de la función de los genes ver-lA y ver-lB indicó que ver-lA 
es el gen funcional en la cepa SU-1 de A parasiíicus y el producto del gen está 
involucrado en la conversión de ver si colorín A a esterigmatocistina (ST) (54), el gen 
ñor A codifica para deshidrogenasa (17). 

Mediante u n a biblioteca de DNA complementario (cDNA) construida de RNA 
aislado de A. parasiticus SRRC 143, se clonó u n inserto de cDNA (1,460 pb) que 
contiene la región codificante del gen omt-1 (105). Se determinó que esta secuencia 
codifica pa r a u n a enzima de 46 kilodaltons (kDa). Estudios posteriores de ensayos de 
la ac t iv idad e n z i m á t i c a de ex t r ac tos crudos de E. coli m o s t r a r o n que 
ester igmatocist ina (ST) os convertido a O-me til ester igmatocist ina (O-MST) en la 
presencia de S-adenosil-L-metionina (SAM). 

Recientemente en A nidulans se determinó que el gen stcP codifica pa ra una 
O-met i l t ransferasa que es requer ida para la biosíntesis de ST (49). Por otra parte , 
clonaron u n gen de A. parasiticus (72), designado como apa-2, este gen fue 
identificado como u n gen regulador en las biosíntesis de aflatoxinas. El gen apa-2 
fue clonado en base a la sobreproducción de intermediarios de la r u t a biosintética 
seguido de la t ransformación de cepas del hongo con DNA cósmido que contiene los 
genes de la biosíntesis de aflatoxinas nor-1 y ver-1. La t ransformación de u n a cepa, 
que acumula O-MST, mediante u n f ragmento de DNA que contenía el gen apa-2 
resultó en la sobreproducción de todos los intermediarios de ru t a analizados, lo que 
sugirió que apa-2 aumen ta una función existente del gen. 

La r u t a biosintética de la producción de aflatoxinas involucra varios pasos 
enziináticus que parecen ser regulados por los genes a/7-2 en A. flauus y apa-2 en A 
parasiticus. Al considerar la homología de los genes y su habil idad pa ra regular la 
biosíntesis de aflatoxinas se ha sugerido que sean designados como afl-R. Además el 
gen afl-2 es requerido para la expresión de los genes nor-1 y ver 1 en A. flavus (101). 
Recientemente, se h a utilizado el gen aflR de A parasiticus p a r a examinar la 
presencia de homólogos de este gen en otras especies de Aspergillus sección Flavi. El 
gen aflR parece es tar involucrado en la regulación de la biosíntesis de aflatoxinas, 
ya que codifica pa r a una prote ína de unión al DNA. Por otra pa r t e , med ian te 
iniciadores que amplifican u n segmento de aproximadamente 500 pb se encontró que 



el dominio de unión al DNA estuvo presente en todos los aislados examinados de A 
sojae, A. flavus y A parasiticus en algunos de A. oryzae (71). 

Las af la toxinas son s intet izadas por condensación de unidades acetato; su 
síntesis esta es t imada que involucra al menos 16 enzimas diferentes. En otro estudio 
real izado por Yu y cois, en 1995 (106) mos t ra ron que al menos nueve genes 
involucrados en la r u t a de la biosíntesis de aflatoxinas es tán localizados dentro de 
uiv f ragmento de DNA de 60 kilobases (kb). Cuatro de estos genes, nor-1, aflR, ver-1, 
y amtA (previamente llamado omt-1), han sido clonados de A. flavus y A parasiticus. 
Ademas otros cinco genes, pksA, uvmti, aad, ord-í y ord-2 h a n sido clonados 
rec ien temente de A. parasiticus. Las d is tanc ias físicas y l a s direcciones de 
transcripción h a n sido determinadas, quedando en el orden siguiente: pksA, nor-1, 
uvm8, aflK, aad, ver-1, ord-1, ord-2 y omtA on A. parasiticus y nor-1, aflR, ver-1, 
ord-1, ord-2 y omtA en A. flavus. Recientemente se h a determinado que ordl, una 
oxidoreductasa, es la responsable de la conversión de O-MST a af latoxina en A 
flavus (75, 76). Se ha demostrado que la función de AflR es tá conservada ent re 
Aspergillus spp y que la expresión de aflR es suficiente para activar genes en la ru t a 
do ST (107). Ademas aflR está involucrado en la regulación de par tes múltiples de la 
ru ta de la biosíntesis de aflatoxinas (73). La r u t a de la biosíntesis de aflatoxinas y 
algunos de los genes involucrados se mues t ran en la Figura 1. 

En el hongo, aunque los factores que inf luyen 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 necesar ias 
para su formación es tán ausentes (19). Se ha establecido u n a relación estrecha entro 
la biosíntesis de aflatoxinas y biosíntesis de lípidos (28) y es conocido que la síntesis 
de proteínas disminuye durante la fase de producción de aflatoxinas (idiofase) (27). 
La biosíntesis de policétidos representa el paso inicial en el cual el organismo es 
llevado a la producción del producto del metabolismo secundario y muchos de los 
pasos son esencialmente irreversibles. 

E n la r u t a de la biosíntesis de af la toxinas el paso de ST A O-MST y 0 -
metildihidroST es único para A. flavus y A. parasiticus (10). La enzima que cataliza 
este paso es u n a met i l t ransferasa codificada por el gen omt-1. Muchas especies de 
hongos (ejemplo A. nidulans) producen ST y sus precursores pero no producen 
aflatoxinas Bi y B2. Recientemente se reportó u n caso que podría ser considerado 



como excepción ya que se detectó producción de aflatoxinas Bi y B 2 p o r A. tamarii 
(subgénero Cicumdati sección Flavi) (39). 

Por o t ra pa r t e los metabolitos precursores de la biosíntesis de af latoxinas 
es tán agrupados en dos etapas: metabolismo pr imario y secundario. Dentro del 
secundar io ex i s t en pasos enzimáticos específicos p a r a la producción de l a s 
aflatoxinas B] y B2 que no son comunes en otros hongos. Median te u n método 
inmunoquímico basado en la aplicación de ant icuerpos monoclonales preparados 
contra ocratoxina A, se logró la selección de producción de ocratoxina A en t re 
aspergilli (94). 

Lo anterior apoya que mediante la detección de metabolitos intermediarios de 
la biosíntesis de aflatoxinas, con serología de las proteínas-en zimas específicas de la 
ru ta de la biosíntesis, ayudará al diagnóstico de la contaminación en maíz. Lo que 
permit i rá diseñar u n a estrategia de predicción de la contaminación precosecha de 
aflatoxinas, de suma importancia en el manejo agronómico del cultivo, en la toma de 
decisiones pa r a la comercialización y en un fu turo pa ra su control precosecha. 

4. M é t o d o s o f i c i a l e s p a r a d e t e r m i n a r y c u a n t i f i c a r a f l a t o x i n a s 
De los métodos oficiales pa ra de terminar y cuant if icar af la toxinas se t i enen los 
siguientes: (1) Espectrofotómetros-Cromatográficos de Capa Pina, pa ra de terminar 
la concentración de las aflatoxinas B i , B2, G i o G2. (2) Cromatografía Líquida, para 
la de t e rminac ión de a f la tox inas en maíz y m a n t e q u i l l a de cacahua te . (3) 
lnmuiiuadsorción Ligado a Enzima (ELISA), para identificar af latoxina Bj., B2 y G2 
que contaminan semilla de algodón y mantequil la de cacahuate en más de 20 ng/g y 
en maíz y cacahuate en más de 30 ng/g. Si se t ienen más de 5% de falsos negativos 
se repi te la p rueba y se deben reana l iza r las m u e s t r a s posit ivas por métodos 
oficiales cuanti tat ivos. (4) ELISA, para identificar aflatoxina Bi en más de 20 ng/g. 
en maíz y cacahuate tostado. (5) Minicolumna Romer, pa r a detección de m á s de 5 
ppb de las aflatoxinas Bi , B2, Gi, G2, en almendras; más de 10 ppb en maíz amarillo 
y blanco y m á s de 15 ppb en al imentos mezclados. (6) Minicolumna De I loladay-
Velasco, pa ra la detección de más de 10 ppb de aflatoxinas totales en maíz blanco y 
amarillo; en cacahua te con cáscara y crudo. (7) Columnas de Inmunoaf in idad 
(Aflatest), p a r a la determinación de aflatoxinas Bi, B 2 y G2 en m á s de 10 ng total de 
aflatoxinas/g en maíz, cacahuate crudo y mantequi l la de cacahuate . (8) Columna 



Multifuncional (Mycosep), aplicable para la determinación de 5-30 ng de aflatoxinas 
totales/g en maíz, a lmendras, cacahuate, pistacho y nueces de brasil (83). 

Un n ú m e r o a l a r m a n t e de micotoxinas, e n t r e é s t a s las a f l a tox inas y 
específicamente la AFBi, poseen actividades carcinogénicas, mutagénicas y o t ras 
actividades que afectan de una manera u otra el aparato genético. La interacción de 
las af latoxinas con los ácidos nucleicos puede ser u n a posible explicación de sus 
actividades carcinogénicas y genéticas (90). Con frecuencia, el maíz es contaminado 
por una combinación de aflatoxina Bi y B2 y, es menos frecuente la combinación B] , 
B2, Gi y G2. P a r a de te rminar la presencia de contaminación por af la toxinas se 
considera que la técnica de ELISA puede ser ampliamente desarrollada y utilizada, 
debido a su rapidez facilidad de preparación de la mues t ra y u n potencial bajo costo 
por análisis. La desventaja actual es la especificidad por la aflatoxina B1 y reacción 
cruzada con las otras aflatoxinas, Por lo anterior la técnica de ELISA necesita mayor 
r e f inamien to de ta l m a n e r a que pe rmi t a d is t ingui r i nd iv idua lmen te a cada 
aflatoxina o de mane ra conjunta a todas ellas (99). P a r a cuantif icar aflatoxinas se 
combina las columnas de inmunoafinidad con fluorometría (93). 

R e c i e n t e m e n t e se ohtuvinron an t i cue rpos pol ic lonales con t r a cepas 
aflatoxigénicas de A parasiticus medíante dos fuentes diferentes para la extracción 
do anticuerpos: (i) filtrados de cultivo sobre el cual el hongo había sido cultivado (ii) 
dos proteínas quiméricas, expresadas en E. coli como productos separados, de los 
genes ver-1 y apa-2, los cuales están involucrados en la biosíntesis de aflatoxinas. La 
utilización de los ant icuerpos como un s is tema mul t iant icuerpos combinado con 
técnicas de PCR se podría disponer de u n a he r ramien ta pa r a la detección rápida , 
sensible y precisa de productos de aflatoxinas presentes en alimentos y granos (85). 

De las opciones para controlar y/o el iminar la contaminación por aflatoxinas, 
la biología molecular t iene un papel sumamente importante , sin menospreciar los 
t rabajos de investigación en destoxificación química, medios físicos de control y el 
control biológico. Den t ro de las es t ra teg ias p a r a e l iminar la contaminación 
precosecha de af latoxinas es tán (i) reemplazar cepas aflatoxigénicas con cepas no 
aflatoxigénicas en el campo, (ii) incorporar genes ant i fungosos expresados en el 
tejido específico de la p lan ta (ejemplo tejidos de semillas) y (iii) mejoramiento 
genético pa ra resistencia varietal (12). 



Considerando lo anter ior , el análisis genético de Aspergillus spp, median te 
métodos moleculares, con fines de identificación de la variabil idad genética así como 
el carac ter izar hongos productores de aflatoxinas (aflatoxigénicos) en A flavus, 
aunado a es tudios que ut i l icen los avances en el conocimiento de los genes 
involucrados en la r u t a de la biosíntesis de af la toxinas con fines de diagnostico 
serológico, p e r m i t i r á genera r conocimientos que apoyen la identif icación de la 
contaminación de a f la tox inas en el cultivo de maíz el cual es de impor tanc ia 
socioeconómica pa ra México. 



Capítulo 3 

M A T E R I A L E S Y M E T O D O L O G I A 

1. M a t e r i a l b io lóg i co 
1.1. A i s l a m i e n t o de Aspergillus s p p 
A par t i r de mues t r a s de maíz contaminadas se real izaron aislamientos del hongo; 
éstos se i n t e g r a r o n en un cepario a pa r t i r del cual se realizó p a r t e de es ta 
investigación. P a r a los aislamientos del hongo realizados en nuestro laboratorio, el 
maíz contaminado, se t ra tó 1 min con hipoclorito de sodio 1%. Poster iormente, se 
lavó con cloruro de sodio 1.5% o agua destilada, se sembraron en agar-papa-dextrosa 
(PDA m a r c a Bioxon) y se incubaron 72 h/25 °C. Estos a is lamientos fue ron 
identificados, median te microcultivos, con base en las característ icas morfológicas 
tales como forma, color y t amaño de las cabezas conidiales caracter ís t icas del 
conidióforo y de la colonia, entre otras. Pa ra la identificación anter ior , se utilizó el 
Manual pa ra la Identificación de Hongos en Granos y sus Derivados de Moreno, 
1988 (64), as í como las claves pa ra la identificación de grupo taxonómico y especies 
de R a p e r y Fennell, 1965 (78). 

1.2. M a n t e n i m i e n t o d e los a i s l a m i e n t o s 
Las cepas se conservaron mediante dos métodos: (1). Preservación del cultivo, en 
medio PDA y se cubrió 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 u n a 
asada del cultivo original, se sembró por punción pa r a que el crecimiento fue r a 
uniforme, se incubó por 7 días a t e m p e r a t u r a ambiente , después de observar el 
crecimiento se adicionó el aceite mineral estéril has t a cubrir el crecimiento, todo 
bajo condiciones de asepsia. La inoculación de las cepas en los criotubos se llevó a 
cabo con u n a a sada del cultivo original, se almacenó a -70 °C. P a r a de te rminar la 
reactivación de la cepa se tomaron 10 pl, y se inocularon en u n a caja petr i con PDA, 
se incubó por 4 días a tempera tura ambiente. 

1.3. O b t e n c i ó n d e c u l t i v o s m o n o s p ó r i c o s 
Para obtener cultivos monospóricos, con u n a pipeta pas teur se sembró sobre PDA 
una suspensión de esporas contenida en una gota de agua u l t r a p u r a estéril . Se 
distribuyó la suspensión con una varilla curva de vidrio y se dejó adsorber por 30 



min. Pos ter iormente las cajas se incubaron en posición inver t ida 26 h/25 °C. Se 
seleccionaron las esporas con u n a ag"uja entomológica m e d i a n t e observación 
microscópica y aumen to de 10. Cinco esporas lo suf ic ien temente a i s ladas se 
sembraron en cajas con medio PDA. Las cajas en las que existió crecimiento, fueron 
consideradas como u n cultivo monospórico. 

2. E x t r a c c i ó n de l DNA. 
2.1. P r o d u c c i ó n d e mice l i o 
Para la producción de micelio de las cepas de Aspergillus se utilizó el medio de 
cultivo líquido de papa-dextrosa (PD), el cual sn preparó de la siguiente manera : 350 
g de papa en 1000 mi de agua bidestilada, se calentaron h a s t a punto de cocción, 
después se filtró pa r a eliminar los sólidos generados duran te su calentamiento. Se 
agregó al filtrado 20 g de dextrosa (SIGMA Inc.) y se esterilizó 15 min/121 °C. 
Posteriormente a la siembra se incubó por 72 h, a una tempera tura de 25 °C en una 
incubadora Thermolyne modelo Rossi 1000. 

2.2. P u r i f i c a c i ó n d e DNA 
A par t i r de micelio de Aspergillus, se probaron diferentes métodos de extracción de 
DNA tales como: el método "Universal" de extracción de DNA y modificado pa r a 
tejidos vegetales (57), el método Genis para extracción de DNA pa ra PCK (18) con 
volúmenes de 0.5 mi y 10 mi de medio pa ra la producción de micelio, el método 
Chang de extracción de DNA utilizado en Aspergillus (71), y el método Moller de 
extracción de DNA de alto peso molecular para hongos (61). 

2.3. P r o t o c o l o s d e e x t r a c c i ó n d e DNA 
2.3.1. M é t o d o ' U n i v e r s a l " d e e x t r a c c i ó n d e DNA (57). 

Este método h a sido utilizado por Martínez-Soriano, 1993, para la obtención de DNA 
a par t i r de tejidos y sangre y por su sencillez se probó pa r a la obtención de DNA de 
hongos. 

Se tomó u n a asada del cultivo y se inoculó en 15 mi del medio líquido Papa-
Dextrosa en un tubo Nalgene. Se incubó por 72 h/25 nC pa ra lograr el crecimiento 
micelial. El tubo con el micelio se centrifugó a 6,000 rpm en una centrífuga Beckman 
modelo J2-21 por 3 min, el medio de cultivo se decantó y el micelio se lavó con 5 mi 



de agua bidest i lada estéril, se volvió a centrifugar pa ra el iminar el agua. El micelio 
se resuspendió en 2 mi de solución de lisis (2% Tritón X, 100 mM NaCl, 10 mM Tris-
HC1 pH 8.0 1% SDS), 1 mi de fenol sa turado (82) y 1 mi de SEVAG (cloroformo-
alcohol isoamílico 24:1 vol/vol) se mezclaron por 4 min con la ayuda de u n vortex G-
560 VWR Scientific. Enseguida se le adicionó 2 mi de buffer Tris-EDTA (Buffer TE) 
(10 mM Tris-IICl p l l 8.0, 1 mM EDTA). Se centrifugó a 10,000 r p m por 5 min, se 
extrajeron aproximadamente 300^1 de la fase superior y se t ransf i r ieron a un tubo 
Eppendorf. P a r a precipi tar el DNA se le agregó al tubo 2.5 vol de etanol (KOI 2%) y 
se incubó por 2 h/-20 ÜC, después se centrifugaron los tubos a 10,000 rpm por 3 min 
en u n a mi ero centr í fuga Eppendorf modelo 5415 C. El sobrenadante se decantó y el 
DNA se lavó con 500 n.1 de etanol al 70% frío; nuevamente se centrifugó a 10,000 
rpm por 5 min, se eliminó el sobrenadante y los tubos se colocaron en posición 
invert ida, pa ra e l iminar los restos de etanol. El iminado el e tanol , el DNA se 
resuspendió en 100 pl de buffer TE y se almacenó a -20 ÜC. 

2.3.2. M é t o d o "Cenis" p a r a e x t r a c c i ó n d e DNA p a r a P C R (18) 
Un tubo Eppendorf con 0.5 mi de medio de cultivo con micelio se centrifugó a 14,000 
rpm por 5 min, el medio de cultivo se eliminó y el micelio se lavó con 500 pl de buffer 
TE (10 mM Tris-HCl pH 8.0, 1 mM de EDTA pH 8.0). Nuevamente se centrifugó a 
14,000 rpm por 5 min pa ra eliminar el buffer. Se adicionaron 300 del buffer de 
extracción (200 mM Tris-HCl pH 8.0, 250 mM de NaCl, 25 mM EDTA, 0.5% SDS). 
Poster iormente ni micelio se tr i turó con u n homogenizador de tejidos Contes por 
espacio de 4 min y se le agregaron 150 jil de acetato de sodio 3 M pH 5.2, se incubó 
por espacio de 10 min en un congelador a -20 °C. Después de la incubación, los tubos 
se centr i fugaron a 10,000 rpm por 5 min. El sobrenadante (aproximadamente 400 
pl) se transfir ió a otro tubo Eppendorf estéril, se le agregó 400 pl de isupropanol frió 
y se incubó por 15 min en hielo. Para precipitar el DNA se centrifugó por 5 min a 
10,000 rpm, La pas t i l la fo rmada se lavó con etanol al 70% frío, nuevamen te se 
centrifugó a 10,000 r p m por 5 min y se decantó el sobrenadante . Los tubos se 
colocaron en pusición invertida para eliminar el exceso de etanol. Pa ra resuspender 
la pastilla se agregaron 50 |il de buffer TE y se almacenó a -20 °C. 



2.3.3. M é t o d o "Chang" d e e x t r a c c i ó n d e DNA u t i l i z a d o e n Aspergillus (71) 

La generación de micelio se realizó en tubos Nalgene con 15 mi de medio cultivo 
líquido papa-dextrosa, incubándose por 72 h/25 °C. Pos ter iormente el micelio se 
centrifugó a 15,000 rpm por 5 min en una centr ífuga Beckman modelo J2-21, se 
eliminó el medio de cultivo y se lavó el micelio con 5 mi de agua bidestilada estéril. 
El micelio ya lavado, se colocó en un mortero estéril y se molió con nitrógeno líquido. 
El micelio t r i turado se transfirió a tubos Eppendorf estériles y se resuspendió en 500 
\Ú de buffer extracción (400 mM NaCl, 40 mM EDTA, 100 mM Tris-HCl pH 8.0, 2% 
SDS). Se incubó 20 min/68 °C, se centr i fugó a 10,000 r p m por 5 min. El 
sobrenadante se t ransf i r ió a un tubo Eppendorf nuevo y estéril, enseguida se le 
agregó 25 pl de acetato de potasio 5 M pH 4.2. A esta mezcla se le agregaron 500 pl 
de fenol sa turado mas 500 [il de SEVAG (cloroformo-alcohol isoamílico 24:1 vol/vol), 
se centrifugó a 10,000 rpm por 5 min. De la fase acuosa se tomaron 300 pl y se 
t ransfir ieron a otro tubo Eppendorf, Se le agregó un volumen igual de isopropanol 
frío (300 pl) y sn incubó 15 min/-20 cC, enseguida se centrifugó a 10,000 rpm por 5 
min. El sobrenadante se decantó y la pastil la que se formó se lavó dos veces con 
etanol al 70%; el DNA que se obtuvo se resuspendió en 50 [il de buffer TE. 

2.3.4. M é t o d o , rMoller" d e e x t r a c c i ó n d e DNA d e a l t o p e s o m o l e c u l a r p a r a 
h o n g o s (61) 

El micelio se centrifugó a 15,000 rpm por 5 min, el medio de cultivo se desechó y el 
micelio se colocó con ayuda de u n a asa bacteriológica en mor te ros estér i les . 
Posteriormente se procedió a molerlo con nitrógeno líquido, ya molido, el micelio se 
transfirió a u n tubo Eppendorf estéril con 500 ni de buffer TES (100 mM Tris-IICl 
pH 8.0, 10 mM EDTA, 2% SDS). Se adicionaron 7 pl de Proteínasa K de un stock de 
10 mg/ml y se incubó 30 min/58 JC, se ajustó la concentración a 1.4 M con 140 [ú de 
NaCl 5M. Se agregó 65 pl de CTAB al 10% y se incubó 10 min/65 °C. Se mezcló con 
500 de fenol sa turado mas 500 jil de SEVAG, y se centrifugó a 10,000 rpm a 4 °C 
por 10 min. Posteriormente la fase superior se transfirió un tubo Eppendorf estéril y 
se le agregó 225 n.1 de acetato de amonio 5 M. El tubo se colocó en hielo por 
aproximadamente 30 min para nuevamente centrifugarlo a 10,000 rpm por 10 min/4 
nC. El sobrenadante se transfirió a otro tubo y se le agregó 500 pl de isopropanol frío 
para incubarlo en hielo por 30 rain. El tubo se centrifugó a 10,000 r p m por 5 min y 
se eliminó el sobrenadante . La pastil la se lavó dos veces con etanol al 70%, entre 



cada lavada se centrifugó a 10,000 rpm por 5 min. El DNA que se obtuvo al final se 
resuspendió en 50 [¡1 de buffer TE y se almacenó a -20 ÜC. 

2.3.5. M é t o d o " U n i v e r s a l " d e e x t r a c c i ó n d e D N A p a r a t e j i d o s v e g e t a l e s 
(Modificado del de extracción de DNA en tejidos y sangre) (57) 

La producción de micelio se realizó en tubos Nalgene de 15 mi. Se eliminó el medio 
de cultivo por centrifugación a 15,000 r p m por 5 min, se agregó 5 mi de agua 
bidest i lada estéri l p a r a l avar el micelio, se centr ifugó 5 min a 15,000 rpm, se 
decantó el a g u a y el micelio se t ransf i r ió a u n mortero estéril p a r a proceder a 
molerlo con ni t rógeno líquido has t a obtener u n polvo fino. Ya molido se colocó 
nuevamente en u n tubo pa ra Nalgene y se le adicionó 800 |il de solución de lisis 
(Tritón 10X 2%, SDS 1%, 100 mM NaCl, 10 mM Tris-HCl pH 8.0, 1 mM EDTA pH 
8.0). El tubo se mantuvo en hielo; e inmedia tamente se centrifugó 2 min a 5,000 
rpm. Se le agregó al tubo 400 \x\ de fenol saturado y 400 p.1 de SEVAG, se centrifugó 
a 10,000 rpm 10 min/4 °C. La fase acuosa, aproximadamente 300 \d, se transfir ió a 
tubos Eppendorf y se le adicionó 750 pl de etanol salado (2 % de CH3COOK). Se 
centrifugó a 10,000 rpm por 2 min y el sobrenadante se decantó, posteriormente se 
lavó con 500p.l de etanol al 70% frío. Se dejó secar en posición inver t ida , se 
resuspendió en 100 \l\ de buffer TE y se conservó a -20 °C. 

3. P C R s o b r e R e g i o n e s ITS 
La reacciones de PCR del DNA de Aspergillus spp se l levaron a cabo en tubos 
Eppendorf de 500 p.1 de capacidad, en un volumen total de 50 fj.1 de reacción que 
contenía 5-10 ng de DNA, 10 pmoles de los iniciadores, 200 ^M de una mezcla de los 
cuatro desoxinucleósidoñ trifosfatados (GIBCO-BRL), 1 mM de MgCl2 (GIBCO-BRL), 
IX del buffer Taq (200 mM Tris-HCl pH 8.4, 500 mM KC1) y 2.5 unidades de la 
enzima DNA Ten?-polimerasa. 

L a s r e a c c i o n e s de P C R se r e a l i z a r o n con los i n i c i a d o r e s 
0015-14 5'- c a a g g t t t c c g t a g g t i g - 3 ' y C021-01 5 ' - c g c t t a t t g a t a t g c t t - 3 ' , los cuales 
son complementarios con la secuencia de las regiones conservadas 18S y 28S (Fig. 2) 
y han sido util izados en la detección y diferenciación de especies de Verticillum por 
Nazar y cois., en 1991 (66). 



Las reacciones de amplificación se llevaron a cabo en u n termociclador Perkin 
Elmer®, por u n lapso de tiempo aproximado de 3 h, con 30 min de las condiciones y 
t empe ra tu r a s siguientes: Un paso de desnatural ización inicial de 2 min/94 °C, 
seguido de 30 ciclos de tres pasos/ciclo siguientes: desnatural ización a 94 °C por 1 
min, al ineamiento de iniciadores a 45 °C por 1 rain y una extensión a 72 °C por 2 
min, con una extensión final de 5 min/72 °C. 

3.1. S e c u e n c i a c i ó n d e los p r o d u c t o s d e I T S - P C R 
Los productos de PCR fueron clonados en el s istema pGEM®-T (77) y secuenciados 
por el método de Sanger , con ddNTP's ílourescentcs. Pa ra lo anter ior se hizo una 
reacción de polimerización en cadena con 8 pl de mezcla de reacción (125 mM Tris-
EC1, pH 9.5, 5 mM de MgCh, 0.25 mM de cada dNTP y de cada ddNTP flourescente, 
ampliTAQ DNA pol imerasa, pirofosfatasa inorgánica termoestable) , 500 ng de 
molde de cadena doble y 3.2 pmoles de iniciador, todo lo anter ior en u n volumen 
final de 20 pl. Las condiciones para el termociclador fueron: 30 seg/96 nC , 15 seg/50 
JC y 4 min/60 °C por 25 ciclos, Posterior a la reacción de polimerización, la mezcla se 
t ransf ir ió por u n a columna de purificación (Centri- Sep de Perk in Elmer) pa r a 
eliminar los nucleótidos no incorporados y las sales. La m u e s t r a r ecuperada se 
evaporó y resuspendió en 6 pl de buffer de corrida ( 5 pl forraamida, 1 pl 25 mM 
EDTA, pH 8.0, 50 mg/ml azul dextran), se calentó 2 min/90 UC y se cargó en el gel de 
secuenciación (Acri lamida/bis-acr i lamida al 4 TBE IX, U r e a 8 M). Las 
condiciones de corrida fueron las siguientes: 1800 Voltios (V), 20-40 mAmperios 
(mA), 7h /51 "O. 

3.2. E l e c t r o f o r e s i s d e los p r o d u c t o s d e P C R 
El fraccionamiento de los productos derivados de PCR se llevó a cabo en geles de 
agarosa (S1GMA) al 1.5 %. Se pesó 0.350 g de agarosa y se mezcló con 25 mi de 
buffer TBE 0.5X (0.045 M Tris-borato, 0.001 M EDTA pH 8.0) (82). Pa ra teñi r los 
geles, se le adicionó 1.5 pl de bromuro de etidio de u n a solución concentrada de 10 
pg/ml. El gel de agarosa ya solidificado se colocó en una cámara de electroforesis 
(Bio-Rad) inmerso en un buffer de corrimiento TBE 0.5X. Posteriormente de 5 a 15 
[ü del producto de la PCR se mezclaron con 2 pl de solución Halt (25% Glicerol, 0.25 
% Xilencianol, 0.25% azul de bromofenol, 50 mM de Tris-HCl pH 8.0, 50 mM EDTA, 
0.25% SDS) y se colocaron en los pozos del gel; las condiciones de voltaje fueron de 
100 V por 90 min. Los voltajes requeridos fueron dados por u n a fuen te de poder Bio-



Rad modelo 200/2.0. Después de f raccionar las m u e s t r a s se llevó a cabo l a 
visualización de los geles de agarosa en u n t rans i luminador de luz ul t ravioleta 
Fotodyne. Poster iormente los geles fueron fotografiados con u n a cámara Fotodyne-
Polaroid, FCR-10, filtro T1FFEN 40.5MM RED 23A, provis ta de u n a película 
Polaroid 667 ins tan tánea . 

3.3. O b t e n c i ó n d e l o s p o l i m o r f i s m o s c o n f o r m a c i o n a l e s d e c a d e n a s e n c i l l a 
(SSCP) d e l o s p r o d u c t o s d e PCR- ITS 

Para real izar los SSCP, un volumen de 15 del producto de PCR se concentró y 
resuspendió en ñOpl de formamida al 100% + 0.1% de xilencianol. Es ta mezcla se 
calentó 10 min/95 °C con agitación a los 5 min. Posteriormente se enfrió en hielo con 
cloruro de amonio pa r a obtener u n a t e m p e r a t u r a de -20 °C. Las m u e s t r a s se 
fraccionaron en u n gel de poliaerilainida al 5% con 140 V por 180 min en u n a 
cámara de 23 cm x 20 cm x 0.5 mm. Posteriormente el gel se tiñó con n i t ra to de 
plata (46). 

3.4. O b t e n c i ó n d e p a t r o n e s e l e c t r o f o r é t i c o s d e la d i g e s t i ó n c o n e n z i m a s d e 
r e s t r i c c i ó n d e los fragmentos a m p l i f i c a d o s I T S 

Una vez obtenidos los fragmentos amplificados por PCR, se procedió a real izar las 
digestiones con enzimas de restricción. Pa ra esto se revisó en el banco de genes la 
secuencia disponible de A. awamori y se realizó el análisis de restricción con el 
programa computacional DNA Strider 1.1. Con base a estos análisis y h a resultados 
obtenidos por Kumeda y Asao, 1996 (51), se seleccionaron las enzimas Xho I, EcoK I 
y Ddp. I. Las reacciones se realizaron con 20 pl de producto de POR al cual se le 
agregaron 10 TJ de enzima y 2 pl de buffer. Es ta se incubó 5 h/37 nC. Los productos 
de las digestiones se fraccionaron en un gel de poliacrilamida al 15% a 15 mA por 
120 min en u n a cámara de 18 cm x 20 cm por 1 mm (BioRad). Los geles se t iñeron 
con hromuro de etidio. 

3.5. A n á l i s i s d e l a s s e c u e n c i a s d e l o s f r a g m e n t o s I T S 
Las secuencias de los f r agmen tos ITS se ana l iza ron m e d i a n t e el p rog rama 
computacional DNA Strider 1.1, para obtener los sitios de restricción. Además, pa ra 
de terminar las regiones conservadas y el árbol filogenético ent re las especies se 
utilizó el p r o g r a m a computacional MegAlign, pa r a esto se realizó pr imero el 



alineamiento de bases de las secuencias con el método J o u n Hein, 1990 (42). Se 
calcularon los porcentajes de simili tud y divergencia con base en las regiones 
conservadas y variables de las secuencias. 

4. R e a c c i o n e s d e R A P D - P C R 
La PCR del DNA de Aspergillus spp se llevó a cabo en tubos Eppendorf de 500 pl de 
capacidad, en u n volumen total de 25 y.1 de reacción con 40 ng de DNA, 20 pmoles de 
cada uno de los iniciadores (Tabla 1) (Bio-Synthesis, Inc.), 200 ^M de u n a mezcla de 
los cuatro deoxinucleósidos trifosfatados (GIBCO-BRL), 2 mM de MgCl2 (GIBCO-
BKL), IX del Buffer Taq (200 mM Tris-HOl pH 8.0, 500 mM KC1) y 2.5 unidades de 
la enzima Taq DNA polimerasa. 

Las reacciones de amplificación se l levaron a cabo en u n termociclador MJ 
Research modelo PTC-150, con las condiciones y t empera tu ras siguientes: Un paso 
de desnatural ización inicial a 94 ÜC por 2 min, seguido de 36 ciclos con los pasos 
siguientes: desnaturalización a 94 nC por 1 min, alineamiento de iniciadores a 36 cC 
por 1 min, y extensión a 72 °C por 2 min. Los productos de PCR fueron visualizados 
en geles de agarosa como se mencionó en el apartado 3.2. 

4.1. A n á l i s i s d e l o s p a t r o n e s e l e c t r o f o r é t i c o s d e R A P D - P C R 
Los f r a g m e n t o s ampli f icados med ian t e las reacciones de RAPD-PCR fue ron 
analizados basados en la teoría de la taxonomía numérica (23). Cada f ragmento en 
un aislamiento del hongo, fue considerado un dato del tipo de binario, es decir que 
tiene dos estados, presencia/ausencia. Con base a l o anterior se realizó u n a matr iz 
básica de datos, en la cual cada uno de los aislamientos es comparado con el resto de 
los mismos incluidos en la evaluación. A par t i r de esta mat r iz se calcularon los 
coeficientes de asociación de Dice (89), los cuales miden las coincidencias y 
diferencias. P a r a las coincidencias se tiene el índice de similitud (IS), calculado con 
base al número doble de fragmentos compartidos entre los dos aislamientos, dividido 
entre la suma de todos los fragmentos en los dos aislamientos. Pa ra el cálculo de las 
diferencias a la unidad se le res ta el índice de similitud (1 - IS). 



5. E x p r e s i ó n d e l g e n omt-A e n Escherichia coli m e d i a n t e e l s i s t e m a p E T 
5.1. C l o n a c i ó n y s u b c l o n a c i ó n 
El gen omt-1, pos te r io rmente l lamado omt-A, involucrado en la biosíntesis de 
aflatoxinas fue clonado en el plásmido pBluescript en 1993 por Yu y cois.(105) y 
donado amablemente por el Dr, Deepak Bhatnagar del Southern Regional Research 
Center, Agricul tural Research Service, U.S. Depar tment of Agriculture, USA. El 
cDNA de 1460 pb fue aislado de A. parasiticus. Las ac t iv idades rea l i zadas en 
nuestro laboratorio se presentan en el Figura 3. 

Se seleccionaron las clonas y se decidió t r aba ja r con la que contema el gen 
omt-A, este inserto fue subclonado en el vector de expresión pET-30c(+) obtenido de 
Novagen, Inc., Madison Wis., con los sitios fiamH I y Xho I pa ra ambos vectores. 
Para real izar la subclonación el inserto fue liberado del plásmido pBluescript SK 
mediante la digestión con la enzima BamH I y posteriormente con Xho I de acuerdo 
con Sambrook y cois., 1989 (82). El plásmido pET-30c(+) fue l inearizado con las 
mismas enzimas mencionadas. Posteriormente se ligó con aproximadamente 80 ng 
del vector l inearizado, 200 ng del plásmido con el inserto liberado más 1.5 fil de 
buffer de l igasa 10X y 1.0 de enzima T4-DNA ligasa (GIBCO BRL). Es ta reacción 
se incubó 3 h/16 °C y se dejó toda la noche a 4 °C. Antes de r e a l i z a r la 
transformación la reacción se incubó 10 min/65 °C (104). Para t ransformar se utilizó 
2 pl del producto de ligación y el equipo Gene Pulser y Pulse Controller (Bio-Rad 
Laboratories). 

Las células de BL21 se prepararon de acuerdo al manua l de electroporación 
de Bio-Rad-Labora tor ies solo que el vo lumen f u e escalado a 100 mi. La 
electroporación se realizó en cubetas de 0.2 cm con las siguientes condiciones; 25 JJ.F 
de conductancia, 200 Ohms de resistencia y 2.5 Kvolts de voltaje. Se agregó a la 
celda 1 mi de medio SOC, preparado de acuerdo a Sambrook y cois., 1989 (82), y de 
ésta se t r ans f i r i e ron a tubos de 13/100 pa r a incubar 1 h/37 °C con 200 r p m . 
Posteriormente se sembraron en cajas con medio LB que contema kanamicina (30 
Lig/ml). P a r a la selección de las colonias recombinantes se realizó la extracción de 
DNA plásmido por el método de lisis alcalina (82), y la identificación de las clonas 
con el inser to med ian te digestión con las enzimas fiamH I y Xho I. U n a vez 
identificada la clona recombinante con inserto se procedió a t ransformar la cepa de 
expresión BL21(DE3) con 80 ng de DNA y el método de t ransformación químico de 
CaCl^- La cepa BL2KDE3) tiene, entre otras características, u n a copia del gen que 



codifica para la T7 RNA polimerasa la cual es inducida por la adición de isopropil-
tiogalactopiranoside (IPTG). 

5.2. E x p r e s i ó n y o b t e n c i ó n d e l e x t r a c t o d e p r o t e í n a s 
La construcción de pET-30c(+) más el inserto denominada pETOMTA tiene la 
característica de tener 10 codones de histidina en el extremo C-terminal del lado del 
inserto omt-A, además el gen de resistencia a kanamicina y el promotor T7. El 
plasmido p E T O M T l fue utilizado pa ra t r ans formar la cepa de clonación BL21 y 
posteriormente u n a vez verificada la construcción, mediante análisis de restricción, 
se transformó la cepa de expresión BL2KDE3). La expresión fue inducida al agregar 
IPTG a una concentración final de 1 inM. Para asegurar la estabilidad del plasmido 
se utilizó la técnica de plaqueo de Suter-Crazzolara y Unsiker, 1995 (91), modificada 
para 100 mi y además en lugar de resuspender u n a colonia con plásmido en 200 pl 
de agua se utilizó 100 pl de medio SOC más 100 pl de agua, esto se resuspendió con 
agitación y se incubó 20 min/37 °C. 

Pos t e r io rmen te se sembró en u n a caja de LB con k a n a m i c i n a a u n a 
concentración final de 30 Llg/ml. Se incubó 18 h/37 °C. Un cuarto de la caja de petri 
con las colonias fue ron tomadas y resuspendidas en 100 mi de medio LB con 
antibiótico. A par t i r de este inoculo se inició la inducción con 1 m M de IPTG pa ra 
obtener a las 4 h el crecimiento para las pruebas de identificación de la proteína 
OMT-A. P a r a lo anterior, la purificación de la proteína se realizó bajo condiciones 
desnaturalizantes. El extracto de células fue obtenido al cosechar pur centrifugación 
a 9,000 rpm por 5 min (centrifuga Beckman modelo J2-21). Se eliminó el medio y la 
pastilla de resuspendió en 40 mi de buffer de unión IX (5 mM de imidazole, 0.5 M 
de NaCl 2U mM de Tris-HCl pH 7.9) que no contenía urea. Se sonicó por 4 min tres 
veces con descansos de 3 min. Posteriormente se centrifugó a 18,000 rpm por 15 min 
para colectar los cuerpos de inclusión y los res tos celulares . La pas t i l l a se 
resuspendió en 20 mi de buffer de unión (sin desna tu ra l i zan te ) . Se repi t ió 
nuevamente l a centrifugación a 18,000 rpm por 15 min. Se eliminó el sobrenadante 
y la pastilla se resuspendió en 5 mi de buffer de unión con fiM de urea. Se incubó en 
hielo por 1 h pa r a disolver completamente la proteína. Se centrifugó a 25,000 rpm 
por 20 min pa r a eliminar cualquier remanente de material insoluble. Finalmente se 
filtró el sobrenadante con una membrana de 0.45 mieras antes de cargar la columna. 



5.3. P u r i f i c a c i ó n d e la p r o t e í n a OMT-A 
Pr imeramente se preparó la columna con 2.5 mi de res ina de unión a hist idinas en 
la columna de polipropileno. Posteriormente se agregó 7.5 mi de agua bidest i lada 
estéril, 12.5 mi de buffer de carga IX (50 mM NiSOJ y 7.5 mi de buffer de unión IX 
con 6M de urea. Una vez que el buffer de unión drenó has t a la par te a l ta de la cama 
de la columna, se cargó el extracto de proteínas. Enseguida se agregaron 25 mi de 
buffer de unión IX, se lavó la columna con 15 mi de buffer de imidazole 20 mM. Se 
nluyó la proteina con buffer de elucción (1M imidazole, 0.5 M NaCl y 20 mM de Tris-
HCl pH 7.9). 

5.4. E l e c t r o f o r e s i s d e p r o t e í n a s 
La electroforesis de proteínas se realizó en geles de poliacrilamida-SDS (SDS-PAGE) 
(88). Los geles se realizaron al 12 % de la mezcla 29:1 acrilamida-bis acrilamida y la 
tinción se realizó con el colorante azul brillante Coomassie R 250. 



C a p í t u l o 4 

R E S U L T A D O S Y D I S C U S I O N 

1. I n t e g r a c i ó n d e l c e p a r i o 
Se logró i n t e g r a r u n total de 23 a is lamientos q u e r ep resen ta ron a las especies 
A. parasiticus, A. terreus, A. flavus, A. chevalieri, A. niger y A. ochraceus, A 
parasiticus. E n el caso de la especie A flavus, se contó con aislamientos obtenidos a 
part i r de maíces (F3, F4, F6-F8, F1059, F1273 y F1299) y de humano (F5, F9 y FIO) 
(Tabla 2). 

Las cepas de referencia F1059, F1273 y F 1 2 9 9 , de A flavus fue ron donadas 
por el Laborator io de Bioquímica de Microorganismos de la Facul tad de Ciencias 
Biológicas y fueron obtenidas originalmente del S o u t h e r n Regional Research Center 
(SllRC) de los E s t a d o s Unidos de N o r t e a m é r i c a ; e s t a s cepas t i enen como 
característ ica principal que son a l tamente p roduc to ras de aflatoxinas. Además, las 
cepas P148 y PSU-1 que per tenecen a la e s p e c i e A. parasiticus t ambién se 
caracter izan por ser productoras de af la toxinas. L a cepa PSU-1 h a sido ut i l izada 
para el aislamiento de genes involucrados en la r u t a de la biosíntesis de aflatoxinas 
(74), como fue el caso del gen omt-A utilizado en e s t a investigación. Cabe mencionar, 
que la obtención de cultivos monospóricos de los a is lamientos nacionales fue de 
suma impor t anc i a p a r a a segura r la pureza g e n é t i c a del ma te r i a l . Ademas se 
r ea l i za ron mic rocu l t ivos p a r a observar al microscopio l a s c a r a c t e r í s t i c a s 
morfológicas e identif icar el aislamiento. 

2. E x t r a c c i ó n d e D N A 
A par t i r de los aislamientos realizados de m u e s t r a s de México, se obtuvieron cultivos 
monospóricos, y estos fueron el inoculo pa ra la obtención del micelio necesario pa ra 
la extracción de DNA. Al inicio de la investigación se probaron diferentes métodos de 
extracción de DNA. Uno de los métodos fue el d e Cenis (18). Con este método se 
realizaron dos cultivos pa r a generar micelio, en tubos Eppendorf con 0.5 mi y en 
tubos Nalgene con 10 mi de medio de cultivo P D (Tabla 3). Estos cultivos se 
incubaron por 72 h a 25 °C. Cuando se utilizó el vo lumen de 10 mi, se obtuvo más 
micelio y m á s DNA, pero con la desventaja de que se requer ían mayores condiciones 
de esterilidad dado que se transfir ió par te del mice l io a u n tubo Eppendorf (Fig. 4). 
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Al t r aba j a r d i rectamente en tubos Eppendorf, se logró u n a mayor rapidez, reducción 
en el t i empo de real ización, mater ia les y reactivos; así como la obtención de 
suficiente cantidad de DNA para realizar ensayos con PCR. 

Con el método de extracción de Cenia, con un volumen de 500 de medio 
conteniendo micelio, se logró obtener la cantidad suficiente (aproximadamente 20-40 
ng/fil) p a r a las reacciones de PCR. Este método tiene un período corto de extracción, 
lo que faci l i ta el mane jo de u n gran número de mues t r a s , pero si se requiere 
a segura r la calidad del DNA es conveniente real izar una purificación con fenol-
cloroformo, la cual se realizó antes de precipitar el DNA en método original. Con este 
método, se redujo la contaminación del mater ial biológico y eliminó el uso de grandes 
cantidades de micelio fresco o liofilizado. Se disminuyó la contaminación al t rabajar 
en el mismo tubo Eppendorf desde la producción de micelio h a s t a el inicio del 
proceso pa r a la obtención de DNA. Se h a encontrado que la contaminación se 
incrementa al a u m e n t a r el volumen de medio y el período de incubación para la 
producción de micelio, por lo que se hace necesario verificar mediante microscopía la 
presencia de bacterias o levaduras (37). 

Con los métodos de Chang (71), Moller (61) y el "Universal" (57), se obtiene 
DNA genómico de alto peso molecular y de buena calidad, pero pa r a llevar a cabo 
estas técnicas se necesitó mayor cantidad de micelio fresco y macerar con nitrógeno. 
Lo anter ior tuvo como principal inconveniente la peligrosidad inherente de t rabajar 
con hongos patogénicos hacia el hombre, ya que se requirieron estrictas medidas de 
seguridad, adecuadas pa r a el manejo de estos hongos; también debe de cultivarse 
por un t iempo prolongado lo que aumentó el tiempo empleado en la extracción y el 
grado de contacto con el hongo. 

3. E s t a n d a r i z a c i ó n d e l a s r e a c c i o n e s d e I T S - P C R y R A P D - P C R 
Para las reacciones de PCR que amplif icaron las secuencias de los espaciadores 
transcritos internos, l a s cuales se encuentran repetidas en el genoma de Aspergillus 
spp, se utilizó en promedio 8 ng de DNA y de iniciadores 10 pmoles. Generalmente 
se requiere pa r a PCR de 0.1 a 10 ng de DNA, debido a que la secuencia blanco se 
encuentra en multicopia (53). Pa ra las reacciones de RAPD-PCR se utilizó de dos a 
tres veces más la cantidad de DNA requerida en las reacciones de ITS, y en cuanto a 
los iniciadores se utilizó 20 pinoles. Pa ra las reacciones de RAPD-PCR se utilizó 
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aproximadamente 30 ng de DNA, en un volumen de 25 pl, cantidad apropiada pa ra 
lograr u n a reproducibilidad adecuada de las señales. Las condiciones anteriores de 
amplificación son s imilares a las obtenidas por Williams y cois, en 1993 (98) en 
donde ut i l izaron 1 ng/pl pa r a amplificaciones reproducibles con DNA de u n a 
variedad amplia de organismos. 

Otro factor impor tan te en la estandarización de las reacciones de PCR fue la 
tempera tura de alineamiento, la cual fue de 45 °C y 50 °C para las reacciones ITS y 
de 36 ÜC p a r a las reacciones de RAPD. Cuando se ut i l izaron t e m p e r a t u r a s de 
alineamiento de 45 °C en las reacciones de ITS, se obtuvieron dos f ragmentos en 
lugar de uno, esto sucedió con las especies A chevalieri y A niger, lo cual se eliminó 
al utilizar 50 °C como tempera tura de alineamiento. 

4. Aná l i s i s g e n é t i c o d e Aspergillus s p p 
4.1 R e s u l t a d o s c o n b a s e e n s e c u e n c i a s ITS 
Los productos de las reacciones de ITS-PCR fueron analizados en geles de agarosa al 
1.5% y de pol iacr i lamida al 6%, en ambos se observó u n f r agmento de DNA de 
tamaño promedio de 600 pb, sin variación notoria entre las diferentes especies (Fig. 
5). Este tamaño coincidió con el reportado para las especies A. oryzae, A. tamarii, A 
parasiticus, A. sojae y A. nomius no incluidas en este estudio pero repor tadas en 
1996 por Kumeda y Asao (51), con tamaños de 570 a 590 pb, y uti l izaron, al igual 
que en es ta investigación, iniciadores complementarios a la secuencia de las regiones 
del 1SS y 28S, denominados I T S l e ITS4, pero con secuencia y número de 
nudeótidos diferentes a los utilizados en nuest ra investigación. 

4.2. A n á l i s i s d e l o s r e s u l t a d o s d e s e c u e n c i a c i ó n d e l o s p r o d u c t o s d e ITS-
P C R 

La migración de los f ragmentos ITS en electroforesis fue muy similar , pero al 
realizar la secuenciación de éstos, presentaron tamaños moleculares variables de 
637 pb pa ra A. chevalieri, 581 pb para A. niger, 620 pb pa r a A. ochraceus y 581 pb 
para A terreus y de 479 para A flavus (aislamiento F3). En el caso de A flavus, se 
consideró en el análisis, la secuencia del aislamiento H-142 reportada en el Banco de 
Genes del Nat ional Center Biotechnological Information (NCBI), con número de 
acceso L76747 (38), ésta corresponde a la región ITS1-5.8S-ITS2 con u n tamaño de 
441 pb (Tabla 4). De acuerdo al a l ineamiento con el p rograma computacional 



MegAIign, median te el método J . Hein, existe una región conservada a par t i r de la 
posición 276 a la 473, con variación sólo para A chevalieri en las posiciones 349, 402, 
423 y 457, así como para la especie A flavas (F3) en 11 ba se s correspondientes a las 
posiciones 328, 352, 370, 436, 451-453, 455, 456, 4 5 8 y 459 (Fig. 6 y Tabla 5). Al 
Considerar en es te mismo anál is is el a is lamiento H-142, existió variación en la 
región conservada en t res posiciones. Por lo anter ior es ta región deberá ser la 5.8S, 
debido a que al comparar la secuencia depositada e n 1996 por Geiser y cois. (38) 
para el a is lamiento H 142 de A. flavus se localizó u n a región conservada con las 
secuencias do. las especies en estudio. 

La secuencias de los f r agmen tos ITS ob ten idas en es ta investigación, se 
compararon con secuencias deposi tadas en el banco de genes (NCfil) pa r a l a s 
especies A. terreus y A. niger. En el caso de A niger se consideró la secuencia del 
aislamiento H-125 depositada por Geiser y cois., en 1996 (38), y pa r a A. terreus se 
consideraron las secuencias de los aislamientos CCF2539 y ATTC20542 depositadas 
por Pazoutova y cois., en 1997 (70). Al comparar la secuencias de A terreus mediante 
el p rograma computacional MegAIign y el método J . H e i n de a l ineamiento, se 
encontró u n 95% y 97%; de simili tud de la secuencia ob ten ida en esta investigación 
con las de los a i s lamientos CCF2539 y ATTC20542, r e spec t ivamente . P a r a la 
secuencia A. niger la simil i tud obtenida con la depos i tada en el banco de genes fue 
de 99%. Lo an te r ior confirma, que los ais lamientos considerados carao A. terreus y 
A niger corresponden a la especie identificada. 

La región 5.8S, al igual que la 18S y 28S y de acuerdo con White y cois., 1990 
(96), permite comparar organismos a niveles taxonómicos desde género a Phylum. 
Melchers y cois., en 1994, no encontraron var iación en l a secuencia del 18S de A 
flavus, A. terreus, A. nidularis, que permit iera d i seña r iniciadores específicos pa ra 
especie. E n nues t ro caso, en las regiones var iables I T S 1 e ITS2, como en la que 
incluye el gen 5.8S, se pueden diseñar iniciadores específicos pa r a las especies A 
chevalieri y A. flavus. Además la región conservada del 18S, lia permitido resumir la 
clasificación filogenética molecular de los hongos Taylor, 1995 (92), discutió con base 
en la comparación de esta región, los conceptos: (i) el l u g a r de los hongos en el todo 
de la vida, (ii) la relación de la importancia médica de l hongo con otros hongos 
inclusive con organismos modelo y (iii) la integración del hongo asexual y sexual en 
una clasificación basado en el anál is is de l a secuencia d e los genes r ibosomales. 
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Además el mismo autor elaboró árboles cladísticos en donde encontró que el reino 
Fungi y el reino animal fueron los más cercanos. 

Se realizó u n análisis considerando sólo la región conservada, que incluyó 198 
pb en promedio. P a r a cada especie esta región fue de la posición 206 a 403 pa r a A 
chevalieri, de la 222 a 418 para A niger, de la 223 a 420 pa ra A terreus, de la 256 a 
430 p a r a A flavus y de la 221 a 418 para A. ochraceus. Los porcentajes de similitud 
fueron superiores a 92.0 como era de esperarse por ser una región conservada, con 
valores de 100.0 entre A niger con A. ochraceus y A terreus y entre A terreus y A 
ochraceus y la mayor divergencia con 82.8 % se encontró entre A. flavus y A terreus. 
Los resu l tados anter iores se ref le jan en el árbol filogenético representado en la 
Figura 7, en donde un grupo más cercano se formó entre A ochraceus, A. chevalieri y 
A. niger, uniéndose A. terreus y A. flavus. El que esté más a le jada la especie A 
flavus, puede ser debido a las 11 bases que variaron con respecto a la secuencia 
consenso. 

O t ra situación de in terés fueron las regiones variables ITS1 e ITS2, que se 
ubicaron de la posición 1 a 276 y de la 473 a la 637, respectivamente. Es tas regiones 
permitieron la clasificación a nivel de especie en la presente investigación. Situación 
similar lia sido aprovechada en otros hongos de importancia agrícola (65), en donde 
les ha permitido la clasificación a nivel de especie. Además de variar entre especies, 
las regiones ITS1 e ITS2 pueden va r i a r en su secuencia entre géneros o ent re 
poblaciones (96). 

Con base al a l ineamiento de las secuencias completas ITS1-5.8S-ITS2, 
mediante el método J . Hein, se construyó el árbol filogenético pa ra las cinco especies 
nn estudio. En este árbol A chevalieri, A ochraceus y A. niger representan un grupo, 
otro se formó con A. flavus y A. terreus (Fig. 8). 

Las cinco especies evaluadas presentaron porcentajes de similitud superiores 
al 76.0 (Tabla 6). Se encontró el porcentaje de similitud mayor de 89.0 ent re A 
terreus y A. niger. Para las especies A flavus y A. niger el porcentaje fue de 87.0, el 
cual es re la t ivamente alto y de 100.0 pa ra la región conservada, lo que podría apoyar 
los resultados que sugieren que éstas dos especies comparten un ancestro común en 
su filogenia (97). Los porcentajes menores de similitud se encontraron ent re A 
ochraceus con A. flavus (76.0), con A, chevalieri (80.0) y con A terreus (80.0). Ent re 



A. ochraceus y A. chevalieri, se encontró un porcenta je de s imil i tud de 80.0, y un 
porcentaje de disimili tud relat ivamente bajo de 34.1, considerando que el más alto 
fue de 53.2 ent re A. flavus y A. ochraceus. Las especies A ochraceus y A. chevalieri a 
nivel taxonómico e s t á n clasificadas en dos grupos dist intos, de acuerdo Raper y 
Fennell, 1965 (78), y son morfológicamente diferentes en característ icas ta les como 
la forma y el color de las cabezas conidiales. Es impor tan te mencionar , que aunque 
en a lgunas caracter ís t icas morfológicas s ean di ferentes , el grupo taxonómico A 
ochraceus y el grupo A. glaucus, que incluye a la especie A chevalieri, p re sen tan 
especies ascospóricas con cleistotecio, el cual incluye a las esporas sexuales. La 
situación an te r ior sugiere, que las especies ascospóricas surgen con característ icas 
básicamente s imilares . Además otra caracter ís t ica de importancia que comparten 
estos grupos taxonómicos es que pueden crecer en condiciones de a l ta presión 
osmótica. Yukawa en 1911 (citado por Raper y Fennell , 1965) encontró A. ochraceus 
en p repa rac iones f e r m e n t a d a s sa ladas h e c h a s de pescado. Lo an te r io r puede 
fundamentar la similitud genética de A. ochraceus y A chevalieri que se encontró en 
el análisis tan to de la región consenso como de la secuencia completa ITS. 

4.3. P o l i m o r f i s m o s c o n f o r m a c i o n a l e s d e c a d e n a s enc i l l a (SSCP) 
A part i r de los f ragmentos amplificados ITS se rea l izaron los SSCP, con los cuales se 
logró obtener pa t rones de separación de las cadenas de DNA. Las especies A. flavus 
presentaron u n a separación mínima de las cadenas de DNA, y se observó que este 
patrón fue consistente tanto para la cepa nat iva (F5) como para la cepa de referencia 
SRRC 1255. A. chevalieri presentó un patrón de migración diferente del resto de las 
especies con u n a separación de cadenas s imilar a A. ochraceus (Fig, 9). Las especies 
A ochraceus y A. chevalieri aunque presen ta ron u n a separación de cadenas similar, 
existió variación en el patrón de migración. Considerando que la variación en el 
patrón de migración es tá basada en el hecho de que las moléculas de DNA difieren 
por cambios desde u n a base lo que hace que t e n g a diferentes propiedades de 
desnatural ización (86, 103). E n estas dos especies se presentó u n a divergencia en 
sus secuencias en un 34.1 % (Tabla 6) lo que afectó la movilidad de las cadenas. Pa ra 
el caso de A. niger y A. terreus, t an to el pa t rón de migración como la separación 
mínima de las cadenas fue similar, es impor t an t e mencionar que estas dos especies 
en el aná l i s i s de l a s secuencias ITS, p r e s e n t a r o n los porcenta jes mayores de 
similitud con 89.0 y n inguna variación en la reg ión conservada que incluyó el gen 
5.8S. Cabe mencionar , que las especies A niger y A terreus e inclusive A. flavus se 
h a n incluido en la mayor ía de los repor tes clínicos, por lo que coinciden en ser 



patógenos oportunis tas para el hombre (92). Al comparar las cepas de A. flavus, F5 
de México y F1255 de referencia , la migración fue s imilar lo que permi t ió 
identificarlas como especie A flavus. Con los resultados obtenidos con este análisis 
se logró diferenciar A ochrace us, A chevalieri y A. flavus, tres de las cinco especies 
incluidas en el estudio. 

4.4. A n á l i s i s d e r e s t r i c c i ó n a p a r t i r de los f r a g m e n t o s a m p l i f i c a d o s d e I T S 
Las digestiones de los f ragmentos amplificados ITS con la enzima Xho I generó dos 
fragmentos visibles en gel de poliacrilamida con tamaño aproximado de 460 y 130 pb 
para todas la especies, con excepción de un supuesto aislamiento de A. niger (N2) y 
otro de A, flavus (F1273) ( Fig. 10, panel A y Tabla 7). Al realizar la digestión, con 
base en las secuencias de los f ragmento ITS, con el programa computacional DNA 
Strider 1.1, se observó que solamente se tiene un sitio para A. ochraceus, A. flavus y 
para A. niger, esto generó dos f r agmen tos de 314/136, 467/11 y 479/97 pb, 
r espec t ivamente (Fig. 11 y Tab la 7). P a r a el caso de A. flavus el sitio de 
reconocimiento pa ra la endonueleasa Xho I (c/tcgag), no se localizó en la secuencia, 
pero existió u n a secuencia casi homologa de la posición 463 a la 468 con las bases 
c / t cgggg , donde existe un cambio de base de g por a en la posición 467. 

Al digerir con dos enzimas Xiio I y £ c o R I se observaron tres fragmentos en 
gel de pol iacr i lamida de t amaño aproximado de 300, 160 y 130 pb (Tabla 8). Al 
real izar el aná l i s i s de res t r icción de l a s secuencias m e d i a n t e el p rog rama 
computacional se determinó u n sitio p a r a ¿2coR I (Fig. 11) en cada u n a de las 
especies, de m a n e r a similar a lo encontrado por Kumeda y Asao, 1996 (51) en donde 
nn seis especias de Aspergillus encontró un sitio únino para esta enzima. 

La presente investigación, las digestiones con Xho I y Eco R I en electroforesis 
se observaron t res f ragmentos (Fig. 10, Panel B), que coinciden en par te con los 
resultados del p rograma computacional, con base en la secuencia nucleotídica, en 
donde se generó u n f ragmento de t amaño promedio de 306 pb y otro de menor 
tamaño con 259 pb (Tabla 9), lo que indicó que se t iene un sitio para £coR I. El 
programa no generó el f ragmento de menor tamaño presente en la electroforesis. Las 
digestiones con las dos enzima anter iores no permitió diferenciar ninguna de las 
especies evaluadas. 



Cuando los fragmentos amplificados de ITS se digirieron con la enzima Dde I, 
se presentó u n p a t r ó n electroforético diferente p a r a cada u n a de las especies 
incluidas en el estudio. Además, diferentes a i s lamientos de u n a misma especie 
presentaron pat rones electroforéticos similares (Fig. 10, Pane l C). Se obtuvieron dos 
fragmentos para A. terreus, cuatro para A flavus, dos p a r a A chevalieri, dos pa ra A 
niger y t res pa ra A ochraceus, todas las especies compar ten u n sólo f ragmento que 
varió entre 390 y 400 pb (Tabla 10). El análisis de las secuencias de A. terreus, A 
chevalieri, A. flavus y A, niger, con el programa computacional, generaron patrones 
electroforéticos que coincidieron con los análisis de restricción obtenidos a par t i r de 
digestiones enzimát icas . En el caso de A. ochraceus el pa t rón electroforético no 
coincidió con los resul tados del programa computacional, ya que éste presentó dos 
fragmentos (de 400 pb y 140 pb), y con el programa computacional se generaron dos 
fragmentos de t a m a ñ o diferente (de 410 y 40 pb). Lo an te r io r puede deberse a u n 
cambio de base, como se ejemplificó con los resultados del análisis de restricción en 
A. flavus con la enzima Xho T. Por otra par te se debe considerar lo que sugiere 
Bretagne y cois., en 1995 (14), que en la detección de especies de Aspergillus por 
medio de PCR, se debe valorar el riesgo de contaminación de buffers o mues t r a s 
biológicas con conidias de Aspergillus. Pa ra la especie A. flavus, los cuatro 
fragmentos obtenidos con digestión enzimàtica y anál is is computacional, coinciden 
con lo reportado por Kumeda y Asao, 1996 (51). 

Los análisis de restricción concuerdan con lo encontrado en las especies del 
género Aspergillus sección flavi donde existe un sitio único pa ra EcoR I (51) y otro 
sitio único pa r a Xho I como se presentó para A. awamori (13). En nues t ro caso, se 
identifican sitios únicos pa r a EcoR I en las cinco especies del género Aspergillus 
íFig. 10, Panel B). Los patrones más similares se encont raron entre A terreus, y A. 
niger y entre A. chevalieri, y A. ochraceus. En el caso de A. chevalieri, es ta especie 
representa al grupo taxonómico de A. glaucus y A ochraceus al grupo A ochraceus, 
pero de acuerdo al anál is is de restricción, se observó que a m b a s compar ten 
similitudes genéticas. La anter ior similitud se h a encont rado en es tas mismas 
especies mediante el análisis con la técnica RAPD-PCR (63). F ina lmente los análisis 
de restricción enzimàt ica de secuencias de DNA r ibosomal son apropiados pa r a 
distinguir especies, var iedades y aislados de organismos (51, 58, 109), como se 
muestra con los resu l tados de la digestión con Dde I, en donde los pa t rones 
electroforéticos generados permitió diferenciar los cinco especies que represen tan a 



diferentes grupos taxonómicos, y ésta se presenta como u n a a l t e rna t iva sencilla y 
precisa para la diferenciación de especies del género Aspergillus. 

4.5. A n á l i s i s d e l p a t r ó n e l e c t r o f o r é t i c o d e l a a m p l i f i c a c i ó n c o n R A P D 
Las especies A. flavus, A. och.race.us, A. chevalieri, A. niger y A. terreus fueron 
sometidas evaluadas bajo la técnica de amplificación al azar de DNA polimórfico 
(RAPD) (36). Los fragmentos de DNA amplificados, pa ra cada u n a de las especies 
con cuatro iniciadores se analizaron mediante el índice de asociación de Dice (IS) 
(89). Con el iniciador con 50 % G-C, se encontró que A. ochraceus y A. chevalieri 
presentaron un IS de 1.0, y A. terreus y A. flavus con 0,82. P a r a el cálculo de los 
índices se elaboró una matriz básica de datos a part i r de los pat rones electroforéticos 
(Tabla 11). También se observó que algunos de los f r agmen tos p r e sen t an más 
intensidad en el gel que otros; esto podría deberse a que en la PCR se produjeron 
mucho m á s copias de ese f r agmen to de DNA que otros, o que estos sitios 
probablemente también se encontraron repetidos en el DNA genómico var ias veces. 
Esta variación en la intensidad del f ragmento amplificado h a sido considerada en 
estudios de discriminación de aislamientos de diferente origen epidemiológico de A 
fumigatus (2). Por otra parte, A niger presentó IS menores a 0.22 (Tabla 12). 

El análisis de los f ragmentos amplificados con el iniciador 60-10 nos indicó 
que los índices de similitud mayores se obtuvieron entre A. flavus y A. ochraceus con 
0.88 y A. terreus y A. chevalieri con 0.75 (Tabla 13). El aná l i s i s del pa t rón 
electroforético resu l tado de la amplificación con el iniciador 70-10 también nos 
mostró diferencias ent re a lgunas de las especies, pero las s imi l i tudes ent re las 
cspcrios so observaron nuevamente entre A. ochraceus y A. chevalieri, con el mayor 
IS de 0.86 (Tabla 14). 

Al ana l izar el gel de agarosa con la amplificación del DNA genómico de las 
diferentes especies de Aspergillus spp, y con el iniciador 80-10. Con este iniciador se 
obtuvieron los IS con valores menores al resto de los iniciadores probados. El IS más 
alto fue de 0,80 entre A. ochraceus y A chevalieri. y en el res to de las especies los 
valores de IS fueron menores a 0.5 (Tabla 15). El valor obtenido de 1 - IS nos indicó 
la disimilitud entre las especies y éstas presentaron valores mayores al ut i l izar el 
iniciador 80-10. Lo anterior indica que estos polimorfismos r e s u l t a r o n de mayores 
diferencias nucleotídicas entre las secuencias de las especies. Se conoce que los 
iniciadores utilizados en RAPD son ext remadamente sensibles a cambios en u n a 
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simple base en el sitio blanco del iniciador, por lo cual R A P D es úti l en el análisis 
filogenético ent re individuos estrechamente relacionados (98 , 108). Al promediar los 
índices de las cinco especies con los cuatro i n i c i a d o r e s , se obtiene la mayor 
asociación ent re A. ochraceus y A. chevalieri con 0.67 y e n t r e A. ochraceus y A 
terreus con 0.56. Estos resul tados concuerdan con los r e s u l t a d o s del anál is is de la 
secuencias ITS, en donde los porcentajes de similitud fíieron en t re los mayores, con 
80.0 % entre A ochraceus y A chevalieri y de 86. 0 % e n t r e A chevalieri y A terreus. 

La l i t e r a tu ra menciona la diversidad y la p r o b l e m á t i c a en la diferenciación 
taxonómica ent re los miembros del género Aspergillus s p p (5, 6, 78), así la técnica de 
RAPD-PCR permi t ió solucionar en pa r t e es ta p r o b l e m á t i c a al ca rac te r izar la 
variabilidad y simil i tudes genéticas entre a lgunas de l a s especies que r ep resen tan 
grupos taxonómicos diferentes. Se puede inferir que e x i s t e u n a relación filogenética 
entre las especies A. och raceus y A. chevalieri y e s t a ú l t i m a con A. terreus. Lo 
anterior permitió hacer inferencias sobre las relaciones f i logené t icas con base en los 
polimorfismos genéticos que comparten los grupos t axonómicos . 

5. I d e n t i f i c a c i ó n d e u n p a t r ó n e l e c t r o f o r é t i c o e s p e c í f i c o p a r a c e p a s 
a l t a m e n t e p r o d u c t o r a s d e a f l a t o x i n a s 

Como se mencionó an te r iormente se encontró un p a t r ó n electroforético específico 
para la especie A. flavus al digerir el f ragmento ITS con l a enz ima Dde 1. U n a vez 
que se verificó que el aislamiento pertenece a la especie A. flavus (Fig. 12) , éste fue 
analizado m e d i a n t e la técnica de RAPD-PCR con fines de encont ra r u n pa t rón 
electroforético específico p a r a a i s lamientos a f l a t o x i g é n i c o s . Se rea l i za ron las 
reacciones de RAPD, con cuatro iniciadores que va r i a ron d e s d e 50, 60, 70 y 80 % de 
G-C, denominados 50-10, 60-10, 70-10 y 80-10. I n i c i a l m e n t e con base en los 
fragmentos de DNA amplificados por PCR con cada uno d e los cuatro iniciadores, se 
construyó la ma t r i z de datos básica pa ra el análisis de l o s índices de similitud de 
Dice (Tabla lñ). 

El relacionar u n pa t rón electroforético como u n m a r c a d o r molecular para la 
producción de af latoxinas (5), o una característica morfo lógica con la producción de 
aflatoxinas (32), no ha sido u n a ta rea fácil. En esta i nves t i gac ión se evaluaron 6 
aislamientos; t r e s de diferente origen nacional y t res c e p a s de referencia (F1059, 
F1273 y F1299) de los Estados Unidos de Nor teamér ica , l a s cuales se caracterizan 
por ser a l t amen te productoras de aflatoxinas. Cuando se ut i l izó el iniciador 50-10 
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(Fig- 13, Pann l A), no so encontró con un pa t rón característ ico p a r a las cepas 
al tamente productoras de aflatoxinas. Los índices de similitud indican que el valor 
mayor f u e de 0.88 entre F3 y F1299, y le siguen con 0.85 entre las cepas F4 y F1299. 
Las cepas nac iona les F3 y F4 fue ron a i s ladas de maíces contaminados de 
Aguascal ientes , México y Tamaul ipas , México, a diferencia de F5 aislado de 
humano, que presentó u n índice de 0.29 (Tabla 17). Con lo anterior se observa una 
tendencia de s imil i tud de cepas nacionales aisladas de maíces contaminados con 
cepas aflatoxigénicas. 

Al u t i l i z a r el iniciador 60-10, se encontró u n a mayor definición de los 
fragmentos amplif icados y u n pat rón más característico para las cepas altamente 
productoras de af la toxinas (Fig. 13, Panel B). Los índices de simili tud fueron 
mayores en t re las cepas a l tamente productoras de aflatoxinas con valores de 0.86 y 
1.00, y la cepa nacional con mayor similitud con las cepas aflatoxigénicas fue F5 con 
valores de 0.57 y 0.67 (Tabla 18). 

Al e v a l u a r los ais lamientos mediante RAPD con el 70-10, se observó que 
existe u n mayor número de fragmentos amplificados en las cepas F3 y F1299 (Fig. 
13, Panel C y Tabla 16). Los índices de similitud nuevamente fueron mayores dentro 
de los a i s lamientos a l tamente productores de aflatoxinas con 0.33, 0.40 y 0.67 en 
comparación con las cepas nacionales con 0.00, 0.29 y 0.40. De mane ra individual la 
cepa nac iona l con el mayor índice de simili tud con u n a cepa productora de 
aflatoxinas fue entre F4 y F1299 con 0.67 (Tabla 19). 

Con el iniciador 80-10 se observó un patrón de fragmentos muy similar entre 
las cepas F1059 y F1273, en cuanto al número y tamaño de los f ragmentos (Fig. 13, 
Panel D). Los índices de similitud nos indica u n valor de 1.0 entre F1059 y F1273 y 
la cepa nac iona l con mayor similitud con una cepa productora de aflatoxinas fue 

entre F3 y F1299 con u n valor de 0.91 (Tabla 20). 

E n gene ra l u n pat rón electroforético común para las cepas aflatoxigénicas 
F1059 y F1273 se presentó con los iniciadores 60-10, 70-10 y 80-10. Andesorny cois., 
en 1996 (2), m e d i a n t e RAPD y con un sólo iniciador pudieron discriminar entre 
aislados de A. fumigatus de diferente origen epidemiológico. Al realizar el promedio 
de los índices, con los cuatro iniciadores, se observó que la mayor similitud entre las 
tres cepas nacionales la obtuvo el iniciador 80-10 con 0.58 y en promedio fue de 0.49. 



Para las cepas a l tamente productoras de aflatoxinas (aflatoxigénicas) el valor mayor 
dn similitud en t re las t res cepas sn obtuvo con el iniciador 60-10 con 0.91, y en 
promedio de los cuatro iniciadores fue de 0.71 (Tabla 21). Con el iniciador 60-10 se 
obtuvo l a m a y o r d i s imi l i tud de l a s t r e s cepas nac iona les con l a s cepas 
aflatoxigénicas con 0.66, pero de manera individual la mayor similitud de cada una 
de las cepas nacionales con las t res aflatoxigénicas se presentó con la cepa F3 con un 
valor promedio de 0.51, y le siguió la cepa F5 con 0.48 y luego la F4 con 0.31. 

En resumen , con los cuatro iniciadores en las t res cepas aflatoxigénicas, se 
encontró im patrón electroforético común con un índice de similitud de 0.71. Por otra 
parte B a y m a n y Cot ty en 1993 (5) encont ra ron t a m b i é n en A. flavus u n a 
consistencia ent re el análisis cladístico de los polimorfismos de DNA con los grupos 
de compatibilidad vegetat iva, es decir los RAPD se asociaron con caracter ís t icas 
morfológicas. Assigbetse y cois., en 1994 (3), asociaron RAPD con grupos de 
patogenicidad en Fusarium oxysporum f. sp. vasinfectum. E n nues t ro caso se asoció 
RAPD con u n a carac ter í s t ica fisiológica-genética, la producción de af la toxinas. 
Finalmente ent re las t res cepas nacionales, la similitud fue menor con 0.40 y de 
éstas cepas la F3 fue la que más similitud tuvo con las tres cepas aflatoxigénicas con 
un índice de 0.51. 

6. R e s u l t a d o s d e l a e x p r e s i ó n de l g e n omt-A i n v o l u c r a d o e n l a b i o s í n t e s i s d e 
a f l a t o x i n a s 

6.1 C l o n a c i ó n y s u b c l o n a c i ó n d e l g e n omt-A 
A partir de una biblioteca de cDNA construida con RNA aislado de u n cultivo de 24 
h de la cepa s i lves t re SRRC 143 de A. parasiticus y se leccionada med ian te 
anticuerpos policlonales levantados contra u n a proteína Q-met i l t ranfe rasa de 40 
kDa, se identificó el clon omt-A. Este fragmento se insertó en pBluescript S K - con 
extremos de restricción Eco R I y Xho I. El clon tiene u n a longitud total de 1,460 pb, 
que incluye u n a región codificante, de 1,254 pb, para una proteína na t iva OMT-A de 
46 kDa. En la F igura 14 se ejemplifica la región del gen omt-A señalada por el área 
sombreada, los extremos no traducidos se indican en el área no sombreada. 

La proteína OMT-A, está involucrada en la conversión de ST a OMST y la 
conversión de DHST a DHOMST en la biosíntesis de af la toxinas de A. parasiticus. 
En la caracterización de este clon realizada por Yu y cois., en 1993 (105), indicaron 
que la enzima codificada por omt-A tiene una secuencia líder de 41 aminoácidos que 



provee u n a es tab i l idad a la proteína en t é r m i n o s de act ividad enzimàt ica en 
extractos de E. coli. Es ta región de 41 aminoácidos incluso juega u n papel en la 
interacción de la proteína con la membrana, ya que posee una región hidrofóbica en 
la región del aminoácido 7 al 17. Esta interacción puede ser necesaria desde que el 
sustrato (ST y SAM) y el producto (OMST) de l a enzima no son solubles en agua. 
Además el gen omt-A fue el pr imer reporte de u n gen responsable de u n a actividad 
enzimàtica d i r ec t amen te involucrada en las e t a p a s finales de la r u t a de la 
biosíntesis de aflatoxinas. Recientemente se encontró que la conversión de OMST a 
aflatoxina es mediada por un gen {ordì) que codifica pa ra u n a monooxigenasa CYT 
P-450 de 60.2 kDa y además es único para especies de hongos aflatoxigénicos (75). 

Para real izar la subclonación de omt-A en el vector de expresión pET-30c(+), 
se decidió util izar las enzimas de restricción Bamll I y Xho I, debido a que Eco R I se 
localizó en u n sitio dentro de la región codificante en la posición 1,156 (Fig. 15). E n 
la subclonación se verificó que la secuencia queda ra en marco de lectura y además 
de acuerdo al vector pET-30c(+), el subíndice (c) indica que expresan en marco de 
lectura el tripleto ATC del sitio de reconocimiento de Barn H I que es GGATCC. La 
subclonación se realizó con la cepa ÜL21 (Fig. 16) y la expresión con la cepa 
BL21(DE3) nn la cual la expresión es inducida con una fuen te T7 RNA polimerasa 
presente en esta cepa. En nues t ra investigación se decidió subclonar el gen omt-A en 
el vector de expresión pET-30c(+), al inicio de la subclonación se purificó tanto el 
inserto como el vector a par t i r de geles de agarosa con el k i t Geneclean® (Bio 101 
Inc.), la ligación fue favorable pero al realizar la t ransformación con células calcio 
competentes así como con electrotransformación no se tenía éxito. Lo anterior debido 
posiblemente a que al purificar tanto el vector como el inserto con el kit Geneclean, 
el cual utiliza ioduro de sodio (Nal 6M), se incrementó la fuerza ionica de la solución 
de ligación lo que en la electroporación se produjo u n arco eléctrico por el alto voltaje 
y daño las células. Por lo anterior se decidió no purif icar las mues t ras y aprovechar 
las diferentes resistencias a antibiótico de los dos vectores, pBluescript SK tiene el 
gen pa r a r e s i s t enc ia a penici l ina y pET-30c(+) a kanamic ina . El p lásmido 
linearizado e inserto liberado junto con vector se ligaron y la selección de las células 
recombinantes se realizó con base en la res is tencia al antibiótico kanamic ina y 
además se ver i f icaba la presencia del inser to de 1,460 pb med ian t e digestión 
enzimatica con BamH I y Xho I 
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En la F igura 17 se mues t ran los DNA de: vector pET-30c(+) en el carril 1; el 
vector más el inserto, carril 2 y el vector más inser to digerido con la enzima BarriH I 
y Xho I, carril 3. El marcador de peso molecular (m), Ladder 100 pb, en el cual el 
fragmentu de t amaño mayor es de 2,072 pb y le sigue el de 1,500 pb. Por lo cual el 
inserto que se liberó con la digestión es de 1,460 pb. Con el DNA plásmido de la 
construcción de pET-30c(+) más omt-A, p r e v i a m e n t e verif icada que tuv ie ra el 
inserto, se realizó la transformación en la cepa d e expresión BL21(DE). 

6.2 E x p r e s i ó n d e l g e n omt-A 
Una vez verif icada la construcción se real izó l a t ransformación en la cepa de 
expresión BL21(DE3). La inducción con IPTG a l 1 mM permitió ident i f icar una 
proteína de un peso molecular de 26 kDa en la F igu ra 18, carriles 4 y 5, la cual no 
está presente en el carril 1 que corresponde a l a cepa silvestre y en los carriles 2 y 3 
que corresponde a la cepa con el plásmido sin inser to . 

Debido a que la prote ína eucariotica codif icada por omt-A podría t ener 
problemas de estabilidad, debido a toxicidad, q u e resulte en la pérdida en el cultivo 
de bacterias que contienen el plásmido, se ut i l izó el método de plaqueo de Suter-
Crazzolara y Unsicker , 1995 (91). Con este método se obtuvieron resu l tados 
favorables, y permit ió el inicio del cultivo con u n a densidad óptica (OD600) de 
aproximadamente 0.4. A par t i r de este cultivo se realizó una evaluación de tiempo y 
curso de la expresión, pa ra lo que se tomaron al ícuotas del cultivo desde la 0 h has ta 
las 6 h, y se encontró que la máxima expres ión se obtiene a las 5 h de cultivo 
inducido (Fig. 19). 

Pa ra su purif icación se obtuvo el ex t r ac to de prote ínas bajo condiciones 
normales y desna tura l izan tes con urea 6M, no obs tan te en las dos condiciones, la 
proteína de interés se localizó en la pastilla, por lo que no se logró su solubilización. 
Para lo anter ior es necesario liberarla de la m e m b r a n a mediante otras a l ternat ivas 
de solubilización como puede ser con Guanid ina-HCl . Solubilizada la proteína, es 
decir l iberada de la pastil la, se es tará en posibil idades de pasar el extracto por la 
columna de afinidad y purificarla para levantar ant icuerpos. Los intentos de utilizar 
los productos de genes asociados con la biosíntesis de aflatoxinas pa r a producción de 
anticuerpos parece ser factible (85). 
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7. C o n s i d e r a c i o n e s f i n a l e s 
Finalmente m e d i a n t e el análisis de l a s secuencias de los f r agmen tos de DNA 
correspondientes a los ITS así como de los polimorfismos amplificados por la técnica 
de RAPD en cinco especies de Aspergillus, se logró probar la hipótesis de que es 
posible inferir sus relaciones filogenéticas al agrupar las especies de acuerdo a sus 
distancias evolutivas con base en el aná l i s i s de la secuencia de DNA, así como 
identificar s imil i tudes y divergencias de acuerdo con los coeficientes de asociación 
calculados con base en los patrones electroforéticos generados por RAPD. Además 
los análisis de restricción del los f ragmentos ITS permitió diferenciar especies, y con 
resultados de RAPD en a i s l amien tos de A. flavus d e t e r m i n a r u n p a t r ó n 
electroforético específico pa r a cepas aflatoxigénicas. E n cuanto al gen omt-A se 
sentaron las bases pa r a continuar con t rabajos que permitan aprovechar los avances 
logrados por otros investigadores en lo referente a la clonación do genes involucrados 
en la ru t a de la biosíntesis de af la toxinas y que los estudios en México sean de 
utilidad p a r a el diagnóstico de l a contaminación de e s t a s micotoxinas. Por lo 
anterior, se considera que la presente investigación logró cumplir con los objetivos 
planteados. 
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CONCLUSIONES 

1. De los métodos probados, la extracción de DNA de Aspergillus spp, con el 
método de Cenis a pa r t i r de cultivos monospóricos permit ió obtener DNA de 
calidad y en la cantidad adecuada pa ra las reacciones de PCR. 

2. E n A. flavus, A. chevalieri, A. ochraceus, A. niger y A. terreus se amplificó u n 
f r agmento de DNA, de t a m a ñ o promedio de 600 pb que incluyó las regiones 
TTS1-5.8S-ITS2, m e d i a n t e in ic iadores c o m p l e m e n t a r i o s a l a s r eg iones 
conservadas 18S y 28S de los genes que codifican pa ra los rRNA. Existió en las 
cinco especies u n a región conservada de 198 pb, la cual se sugiere que incluye 
al gen 5.8S. E s t a región sólo varió en A. chevalieri y A. flavus en cambio las 
reg iones ITS f u e r o n m á s va r i ab le s lo que permi t ió l a d i ferenciac ión de 
especies. 

3. El anál is is filogenético de las cinco especies, con base en la región conservada 
(5.8S) y var iable (ITS1-5.8S-ITS2) mediante el algoritmo J . Hein, determinó u n 
grupo con A. ochraceus, A. chevalieri y A. niger y otro con A. terreus y A. 
flavus. 

4. M e d i a n t e l a técnica S S C P se d i f e renc ia ron t r e s especies: A. flavus, A. 
chevalieri y A. ochraceus y se observó u n comportamiento s imilar t an to en la 
migración como en la separación de cadenas de DNA, en t re A. terreus y A. 
niger, cabe mencionar que es tas especies p r e s e n t a n el mayor porcenta je de 
simili tud (89.0) en sus secuencias ITS. 

5. Mediante el anál is is de restr icción de los f ragmentos ITS se logró diferenciar 
las cinco especies de Aspergillus en estudio, además d i fe ren tes a is lamientos 
de la m i s m a especie p r e s e n t a r o n p a t r o n e s electroforét icos s imi la res . La 
especie A. flavus presentó cuatro f ragmentos median te la digestión con Dde I, 
típico pa ra la especie. 



6. El análisis de los pa t rones electroforéticos de EAPD en las cinco especies, 
permitió asociar A. ochraceus y A. chevalieri, que presentaron los mayores 
índices de Dice (1.0, 0.60, 0.86 y 0-80) con los cuatro iniciadores evaluados. 

7. Se logró ob tene r u n pa t rón electroforético común, mediante la técnica de 
RAPD, p a r a l a s cepas aflatoxigénicas F1059 y F1273 de A. flavus con los 
iniciadores 60-10, 70-10 y 80-10 y además el mayor índice de asociación de Dice 
(0.71). 

8. Se identificó median te electroforesis una proteína de 26.0 kDa expresada por el 
gen omt-A, involucrado en la ru ta de la biosíntesis de aflatoxinas. 

9. Finalmente, l a s técnicas moleculares RAPD, SSCP, secuenciación y anál is is 
de restricción del f r agmento ITS, permitió inferir las relaciones filogenéticas 
entre cinco especies del género Aspergillus, así como identif icar u n pat rón 
electroforético específico tanto para la especie como para cepas aflatoxigénicas. 
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FIGURAS 
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Figura 1. B ios ín tcs i s de af la toxinas B1 y B2. Los genes que han sido 
clonados a la fecha se indican en los recuadros, éstos son regulados por el factor 
AFLR (104). 

Figura 2. Pos ic ión de los iniciadores pa ra amplif icar las regiones ITS. 
Los iniciadores C015 y C021 se localizan en las regiones conservadas 18S y 28S 
y amplifican la región ITS1-5.8S-ITS2 con tamaños que variaron desde 576 a 
637 pb indicados entre paréntesis. 



Figura 3. Expres ión del gen omt*A. La expresión se realizó con el sistema 
pET-30c(+) (Novagen, Madison, Wis.). 

Figura 4. Comparac ión de diferentes métodos de extracción de DNA d e 
Aspergillus sp. Fraccionamiento electroforético en gel de agarosa. El método 
de Cenis, carril 1 corresponde al volumen de 0.5 mi y el carril 2 al de 10 mi de 
medio de cultivo. 



Figura 5. Amplif icación de los ITS de diferentes especies de Aspergillus. 
Electroforesis en gel de poliacrilamida de los fragmentos amplificados con los 
iniciadores C015 y C021. 
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Figura 6. Rep re sen t ac ión esquemática de las secuencias ITS-PCR. Con 
base en el alineamiento por el método J. Hein, se encontró una región conservada 
de la posición 276 a la 473 para tres es pea es de Aspergillus, oon excepción en A 
chevalieri y A flavus que variaron en cuatro y 11 posiciones, respectivamente. 
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Figura 7. Arbo l d e las re lac iones f i logenét icas de l a s s ecuenc i a s 
consenso 5.8S d e c inco especies de Aspergillus. Alineamiento construido 
con el método J. Hein, el cual se basa en exanimaciones de pares de secuencias. 
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Figura 8. Arbol d e las relaciones fílogenéticas de las secuencias ITS de 
cinco especies de Aspergillus. Alineamiento construido con el método J. Hein, 
el cual se basa en exanimaciones de pares de secuencias. 

Figura 9. Po l imor f i smo conformacional de cadena sencilla (SSCP) de 
los f r agmentos ITS de cinco especies de Aspergillus. Electroforesis en gel 
de poliacrilamida al 6 %. El carril 4 y 5 corresponden a la especie A. flavus, 
aislamiento nacional y cepa de referencia, respectivamente. 
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f igura 10. P a t r o n d e restricción de los ITS con las endonucleasasA^o U 
I + £ c o R I y Dde L Electroforesis eu gel de poliacrilamida al 15 El 

panel A corresponde a Xho I, panel B a Xho I + EcoE I y panel C a Dde L 
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Figura 11. S i t ios d e r e s t r i cc ión de las secuencias ITS en c inco especies d e 
Aspergillus. Sitos generados mediante el programa computacional DNA Strider 1.1. 
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Figura 12, P a t r ó n d e r e s t r i c c i ó n de ITS-PCR coa la endonuc leaaa Dde I p a r a 
diferentes a i s l a m i e n t o s d e A. flavus. £1 carril 1 corresponde a un fragmento sin digerir 
amplificado con los iniciadores C015 y C021 y los carriles 2, 8, 9 y 12 son supuestos 
aislamientos de A flavus. 

Figura 14. M a p a d e res t r i cc ión de l clon omt-A. La región sombreada corresponde al gen 
omf-A con 1,254 pb y los extremos 5' y 3' están indicados por los espacios en blanco. Tomado de 
Yu y cois, 1993(103). 
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Figura 15. Si t ios ún i cos d e co r t e con enzimas de restr icción de la secuencia del gen 
omt'A. Los sitios de restricción fueron generados mediante el programa computacional DNA 
Strider 1.1. Se localizó un sitio de corte para £coR 1 en la posición 1,157, es decir dentro de La 
secuencia del clon omt-A. 





Figura 16. S u b c l o n a c i ó n d e l g e n omt-A e n el v e c t o r d e e x p r e s i ó n p E T -
30c(+), El fragmento omt-A se ligó al vector pET-30c(+) mediante la digestión de 
los sitios Bam H I y Xho I para generar la construcción pET-OMTA. 
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Figura 17. P r o d u c t o s d e la digestión enzimàtica del vector d e expresión 
pET-30c(+). Verificación de la subclonación del gen omt-A en pET-30c(+), mediante 
la digestión enzimàtica con BamH I y Xho I en el carril 3. 
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Figura 18. E lec t ro fo res i s d e pro te ínas totales de células recombinantes 
pET-30c(+)+omf-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 expresión de pET-30c(+) + omt-A en £. colL El 
carril 1 corresponde a la cepa silvestre y del carril 2 al 6 a alícuotas secuenciales a 
partir de la cepa recombinante. 



TABLAS 

Tabla 1. C o m p o s i c i ó n d e b a s e s y s e c u e n c i a d e los i n i c i a d o r e s 
utilizados e n l a s r e a c c i o n e s d e RAPD-PCR 

C o m p o s i c i ó n In i c i ado r Secuenc ia (51 a 3*) 

50% G-C 50-10 g t g c a a t g a g 
60% G-C 60-10 c g c a g t a c t c 
70% G-C 70-10 c a t c c c g a a c 
80% G-C 80-10 gcacccgacg 

G-C - Guanina-(¡itofiina 

Tabla 2. P r o c e d e n c i a d e c e p a s d e Aspergillus spp , u t i l i z a d a s e n 
esta i n v e s t i g a c i ó n 

Clave C e p a P r o c e d e n c i a 

F1 A terreus UGS-UNAM 
F2 A terreus M-26 CEI-UANL 
F3 A flauus UGS-UNAM 
F4 A flavus MM-UANL 
F5 A. flavus CEI-UANL 
F6 A flavus Yautepec, Mor. 
F7 A. flavus Yautepec, Mor. 
F8 A flavus Yautepec, Mor. 
F9 A. flavus CEI-UANL 
FIO A flavus CEI-UANL 
F1059 A flavus SRRC-USA 
F1273 A flavus SRRC-USA 
F1299 A flavus SRRC-USA 
NI A niger UGS-UNAM 
N2 A niger UGS-UNAM 
N3 A. niger 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: Un idad de Granos y Semillas, Universidad Nacional Autónoma de México. 
CEI-UANL: Centro de Enfe rmedades Infecciosas, Universidad Autónoma de Nuevo Le<5n. 
MM-UANL: Micología Médica, Universidad Autónoma de Nuevo León. 
SRRC-USA: Sou the rn Regional Research Centén United State« of America 



T a b l a 3. C o m p a r a c i ó n d e m é t o d o s d e e x t r a c c i ó n d e D N A . 

Caracter ís t icas Cenis 1 Cenis 2 Möller Universa l Chang 

Volumen de micelio (mi) 0.5 10 250 10 10 
Contaminación Ba ja Ba ja Alta Baja Alta 
Liofilización No No Sí No Sí 
Fenolización No No No Sí Sí 
Período incubación No No Sí No Sí 
Tiempo extracción Corto Corto Largo Corto Medio 
Cant idad DNA (pg) 3 25 100 25 25 
Cenis 1. Volumen 0.5 m i de medio de cultivo 
Cenis 2. Volumen de 10 mi de medio de cultivo 

T a b l a 4. S e c u e n c i a s d e l f r a g m e n t o d e D N A ITS1-5 .8S- IT2 d e c i n c o e s p e c i e s 
de Aspergillus, o b t e n i d a s m e d i a n t e e l m é t o d o S a n g e r . 

Secuencia A.terreus 
C CG C GGG ATTC AAGGTTTCCG TAGGTGAAC CTG CGGAAGGATCATT AC C GAG TGC GGGTC TTTATGG 
CCCAACCTCCCACCCGTGACTATTGTACCTTGTTGCTTCGGCGGGCCCGCCAGCGTTGCTGGCCGCC 
GGGGGGCGACTCGCCCCCGGGCCCGTGCCCGCCGGAGACCCCAACATGAGCCCTGTTCTGAAAGCTT 
GC AG TC TG AG TGTG ATTC TTTG C AATC AG TT AAAAC TTTC AAC AATGG ATCTCTTGGTTC CG GC ATC 
GATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAACTAATGTGAATTCCAGAATTCAGTGAATCATCGAGTCTTT 
GAACGCACATTGCGCCCCCTGGTATTCCGGGGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTGCTGCCCTCAAG 
CCCGGCTTGTGTGTTGGGCCTCGTCCCCGGCTCCCGGGGGACGGGCCCGAAAGCAGCGGCGGCACCG 
CGTCCGGTCCTCGAAGCGTTATGGGGCTTCGTCTTCCGCTCCGTAAGCCSGCCGGCGCCCGCCGACG 
C ATTTATTTGC AACTTGTTTTTTC C AGTTTG ACTCCG ATC AGGTT 

Secuencia A. flavus (H142) 
CCCAACCTCCCACCCGTGTTTACTGTACCTTAGTTGCTTCGGCGGGCCCGCCGTCATGGCCGCCGGG 
GGCGTCAGCC CCGGGCCCGCGCC CGCCGG AGAC ACC ACGAACTCTGTCTGATCTAGTGAAGTCTGAG 
TTG ATTGTATC GC AATC AGTTAAAAC TTTC AAC AATGG ATC T C TTGGTTC CGG C ATCG ATG AAG AAC 
GC AG CGAAATGC G AT AAC TAGTG TG AATTGCAGAATTC C GTG AATC ATC G AGTC TTTGAACG CAC AT 
TGCGCCCCCTGGTATTCCGGGGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTGCTGCCCATCAAGCACGGCTTG 
TGTGTTGGGTCGTCGTCCCCTCTCCGGGGGGGACGGGCCCCAAAGGCAGCGGCGGCACCGCGTCCGA 
TCCTCGAGCGTATGGGGCTTTGTCACCCGCTCTGTAGGC 

Secuencia A. flavus (F3) 
G AATTGGGC C CG AC GTC G C ATGC TC C CGG CCGC CATGGC CG C GGG ATTC AAGGTTTC CGTANGTG AA 
CCTGCGGAAGGATCATTACCGAGTGTAGGGTTCCTAGCGAGCCCAACCTCCCACCCGTGTTTACTGT 
ACCTTAGTTGCTTCGGCGGGCCCGCCÄTTCATGGCCGCCGGGGGCTCTCAGCCCCGGGCCCGCGCCC 
G C C G G AAAC AC C AC G AAC TC TG TCTGATCTAGTG AAGTCTGAGTTGATTCTATCGCAATCAGTTAAA 
AC TTTC AAC AATGG ATC TC TTGG TTC C GG C ATCG ATGAANAAC G C AG CGAAATGC G AT AAC TAGTGT 
G AATTG C AGAATTCCGTG AATC ATC GAGTCTTTGAACGCACATTGCGC C C C C TGG TATTC C GGGGGG 
CATGCCTGTCCGAACGTCATTGCTGCCCATCAAACACGCTTGTGTGTTGGGTCTCTCC 
GGGACAGGCC 



Continuación .... Tabla 4. Secuencias del fragmento de DNA ITS1-5.8S-IT2 
de cinco especies de Aspergillus, obtenidas mediante el método Sanger. 

Secuencia A. ochraceixB 
CCGCGGGATTCGCTTATTGATATGCTTAAGTTC 
GAAAGAATGGTTGGAAAACGTCGGCAGGCGCCGGCCAATCCTACÄGAGCATGTGACAAAGCCCCATA 
CGCTCGAGGATCGGACGCGGTGCCGCCGCTGCCTTTCGGGCCCGTCCCCCCGGAGAGGGGGACGGCG 
ACCCAACACACAAGCCGGGCTTGAGGGCAGCAATGACGCTCGGACAGGCATGCCCCCCGGAA 
GGGCGCGCAATGTGCGTTCAAAGACTCGATGATTCACTGAATTCTG^ 
TTTCGCTGCGTTCTTCATCGATGCCGGAACCAAGAGATCCATTGTTGAAAG 
TCAATCAACTCAGACTGCACGCTTTCAGACAGTGTTCGTC^ 
GGGGGCAGAAGCGCCCCCCGGCGGCCGACAAGCGGCGGGCCCGCCGAAGCAACAGGGTTACAATARA 
CACGATGGAGT'TCGCCAAAGACCGCACTCGTATGATCTCGCAGTCACT 
GCGCGCTGCAGTCACATATGA 

Secuencia A. ni per 
CCGCGGGATTCAAGGTTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTAC^ 
CCCAACCTCCCATCCGTGTCTATTGTACCCTGTTCCTTCGGCGGGCCCGCCGCTTGTCGGC 
GGGGGCGCCTCTGCCCCCCGGGCCCGTGCCCGCCGGAGACCCCAACACGAACACTGTCTGAAAGCGT 
GCAGTCTGAGTTGATTGAATGCAATCAGTTAAAACTTTCAACAATGGATC 
ATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAACTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAGTC^ 
AACGCACATTGCGCCCCCTGGTATTCCGGGGGGCATGCCTGTCCGA^ 
CCGGCTTCTGTGTTGGGTCGCCGTCCCCCTCTCCGGGGGGACGGGCCOT 
GCGTCCGATCCTCGAGCGTAT3GGG<,UUHGTCACATGCTCTGTAAGATRGGCCGGC 
GCCTGCCGACGTTTTCCAACCATTCTTTCCAGGTTGACCTCCGGATCAGGT 

Secuencia A. chevalieri 
CCGCGGGATTCAAGKSTTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTACTGA 
GCCCAACCTCCCACCCGTGTATACCGTACCTTG*ITGCTTCGGCGAGCCCGCCCCCTTITTCTTTTAG 
GGGGCACAGCGCTCGCCGGAGACACCAACGTGAACACTGTCTGAAGT^^ 
TATCGCAATCAGTTAAAACTTTCAACAATGGATCTCTTGGT^ 
AATGCGATAATTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAGTC^^ 
CCTGGTATTCCGGGGGGTATGCCTGTCCGAGCGTCATTGCTGC^ 
GTCGTCCTCCCCCCCCCCCAGGGGGACGGGCCCGAAAGGCAGCGGCGGCACCGCGTCCGGTCCTCGA 
ACGTATGGGGCTTTGTCACCCGCTCTTGTAGGCCCGGCCG<X:TGCRCGC 
AACTATTTTTCGAGGTTGACTCGG&TCAGGTAGGATACCCGC 
GAATCACTAGTGCGGCGCCTGCAGGTCGACATATGGG 



Tabla 5. Alineamiento de base« del fragmento ITS de cinco 
especies de Aspergillun con el método J. Hein. 

S l o ? ^ 
c h e v a l i e r i C CGCG GGATTCAAGGTTTCCGTAGGTGAA 2 9 
o i g e r C CGCG GGATTCAAGGTTTC GTAGGTGAA 2 9 
t e r r e u s C CGCG GGATTCAAGGTTTCCGTAGGTGAA 2 9 
A. o c h r a c e u s T CATATÇTGACTGCAGCGCGCATAGTGATCAG 32 
l . f l a v u s ( F 3 GAATTGGGCCCGACGTCQCArGCTCCCÍ^^ GGATTCAAGGTTTCCGTANGTGAA 67 

CCTGCGGAACX^TCATTACCGAGTCCGGGTCTTTT GGG-CCCAACCTCCCA CGTGTTTATTGTAC 

35 35 i3o 115 3 o Tío l ío 
K h e v a l i e r i CCTGCGGAAGGATCATTACTGAGTGAGGGTCCCTC GGGGCCCAACCTCCCACCCGTGTATACCGTAC 9 6 Ei g e r CCTGCGGAAGGATCATTACCGAGTGCGGGTCCTIT GGG-CCCAACCTCCCATCCGTGTCTATT3TAC 9 5 

e r r e u s <XTGCGGAAGGATCATTACCGAGTGCGGGTCTTTA TGG -CCCAACCTCCCA C GTGACTATTGTAC 9 5 
. o c h r a c e u s TTCGTAGTGACTGCGAGATCATACGAGTGCGGTCT TTGGCCAA CTCCATCGTGTTATTGTAAC 9 5 

1. f l a v u s ( F 3 CCTGCGGAAGGATCATTACCGAGTGTAGGGTTCCTAGCGAG-CCCAACCTCCCACC GTGTTTACTGTAC 1 3 6 
CIT-GTTGCTTCGGCGGGCCCGCCGC TTGTTGGCCGCCGGGGGG-CGC T ÇTOC CGGGCCC 

Ho ï î ô 175 135 l í o 2J0 2T0 
I h e v a l i e r i CTT-GTTGCTTCGGCGAGCCCGCCCC CT-TTTTCTTTTAGGOGG-CAC A 1 4 2 
í g e r CCT -GTTGCTTCGGCGGGCCCGCCGC TTGTCGGCCGCCGGGGGGGCGCCT - -CTGCCCCCCGGGCCC 1 5 9 
e r r e u s CTT - GTTGCTTCGGCGGGCCCGCCA - GCGTTGCTGGCCGCCGGGQGG CGACTCGCCCCCGGGCCC 1 5 8 

o c h r a c e u s CCT-GTTGCTTCGGCGGGCCCGCCGC TTGTCGGCCGCCGGGGGG-CGCTT- CTGCCCCCCGGGCCC 1 5 8 
f l a v u s ( F 3 CTTAGTTGCTTCGGCGGGCCCGCCA TTCATGGCCGCCGGGGGC T -CTCAGCCCCGGGCCC 1 9 5 

• » — m m ^ mm m • — mmmmmmamÊtmm^smm wmm 
GTGCCCGCCGGAGACCCCAACACGAACACTGT CTGAAAGCCIXXAGTCTCAGTTGATTG AAT GCAAT 

2ÎÔ 2ÎÔ 2ÏÔ 2ÍÓ £25 55*0 
J i e v a l i e r i GCGCIXTGCCGGAGACACCAACGTGAACACTGT -CIXiAAGTCTTGTCGTCTGAGTCGATTG TATCGCAAT 2 1 0 
l i ge r GTGCCCGCCGGAGACCCCAACACGAACACTGT-CTGAAAGCGTGCAGTCTGAGTTGATTG AAT GCAAT 2 2 6 
e r r e u s GTGCCCGCCGGAGACCCCAACATGAGCCCTGTTCTGAAAGCTTGCAGTCTG^ GCAAT 2 2 7 

o c h r a c e u s CTGCCCGCCGGAGACCCCAACACGAACACTGT-CTGAAAGCGTGCAGTCTGAGTTGATTG AAT GCAAT 2 2 5 
E l a VUS ( F 3 GCGCCCGCCGGAAAC ACCACGAACTCTGT-CT<^TCTAGTGAAGTCIX^GI^^ GCAAT 2 6 0 

CAGTTAAAACTITCAACAATGGATCIXTrTCXTÎ  
¡35 Ï5Ô 3 Î Ô Ü5 3IÔ ï l 3ÎÔ 

heva 1 i e r i C^GT^rAAAACirrCAACAATGGATCIXTTTGGTTCCGGC^ 2 8 0 
uger CAGTTAAAAl 'IT 1 lAACAATGGATCrCTTGGTTCCGGCATCGATGAAGA^ 296 
e r r e u s CAGTTAAAACTTTCAACAATGGATCTCITGGTTCCGO 2 9 7 
i. o c h r a c e u s CAGTTAAAACTTTCAACAATGGATCTCTTGGTTCCGGCATCGATGA^ 2 9 5 

f l a v u s ( F 3 (^GTTAAAACTTTCAACAATGGATCTeTTGGTTC 3 3 0 

AATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAGTCTTTG^ TGGTATTCCGGGG 

Ï55 yfo 3Î0 3?ô 4I0 4I0 
i e v a l i e r i AATCTGAATTGCAGAATTC^GTGAATCATCGAGTCTTTGAA CCCTGGTATTCCGGGG 3 5 0 

e r AATGTGAATTGCAGAATTCAGTXIIAATCATCGAGTCTTTGAACGCACAT^ CTGGTATTCCGGGG 3 6 6 
e r r e u s AATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAGTCTTT^^ CTGGTATTCCGGGG 3 6 7 

o c h r a c e u s AATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAGTCTTTGA CTGGTATTCCGGGG 3 6 5 
f l a v u s <F3 AGTGTGAATTGCAGAATI^CGTGAATCATCC^GTCTTTGAACGCACATTGCGCC CTGGTATTCCGGGG 4 0 0 

ft 



Continuación.......Tabla 5. Alineamiento de bases de del fragmento 
ITS de cinco especies de Aapergillus con el 
método J. Hein. 

GGCATCCCTCTCCGAGCGTCATIX^CTXJCCCTCAACXXX^GGCT^ C GTC CCCTCTC 
Í Í O 4 ? 0 4 ? 0 4 5 0 Í J o 4 Í Ó I F 

C h e v a l i e r i GGTATGCCTGTCCGAGCGTCATTGCTGCCCTCAAGCACGGCT^ 4 2 0 
o i g e r GGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTGCTGCCCTCAAGCCCGGCTTGT^ CCGTCCCCCTCTC 4 3 5 
t e r r e u s GGCATGCCTGTCeGAGCGTCATTGCTGCCCTCAAG^^ - TCGTCCCCGGCTC 4 3 5 
A. o c i i r a c e u s GGCATGCCTX3TCCGAGCGTCATTGCTGCXCTC - C GTCCCCCTCTC 4 3 4 
A. f l a v u s ( F 3 GGCATtXCTGTCCGAACGTCATTOZTGCCCATCAAACACGCTiüT^ - T C T C C - - —CTC 4 6 3 

CGGGGGGACGGGCCCGAAAGGCA^ CGTATGGGGCTTTCTCAC 
Í7o 5Í0 5JÓ SÍO 51 5Í 5Í0 

c h e v a l i e r i CAGGGGGACGGGCCCGAAAGGCAGCGGCGGCACCGCGTCCGGTCCTCGAA- -CGTATGGGGC'l 'r i l íICAC 4 8 8 
n i g e r CGGGGGGACGGGCCCGAAAG<XAGCGGCOGCACC<XGTCCC^TCCTCGAG- -CGTATGGGGCTTTGTCAC 5 3 
t e r r e a s CCGGGGGACGGGCCCGAAAG -CAGCGGCGGCACCGCGTCCGGTCCTCGAAGCGTTATGGGGCTTCGTCTT 5 4 
A. o c h r a c e u s CGGGGGGACGGGCCCGAAAGGCAGCGGCCGCACCGCGTCCGATCCTCGAG CGTATGGGGCTTTGTCAC 5 2 
A. f l a v u s ( F 3 TCGGGGG 4 7 1 

CTCCTCT-GTAGGATTGGCCGGC-GCCTGCCGACGT- - - --TTTCCAACCAT 'ITL'L'ICCAGGTT 
5?0 533 5?Ó i3o i l o £3o £T 

cheval i e r i CCGCTCTTGTAGGCCCGGCCGGCTGCTGGCCGACGC TGAAAAGCAACCAACTATTTTTCCAGGTT 553 
niger ATGCTCT-GTAAGATTGGCCGGC -GCCTGCCGACGT TTTCCAACCAT TCTTTCCAGGTT 560 
t e r r e u s CCGCTCC -GTAAG-CCSGCCGGC -GCCCGCCGACGCATTTATITGCAACTTG TTNTTCCAGTT 565 
A. o c h r a c e u s ATGCTCT-GTAGGATTGGCCGGC-GCCTGCCGACGT TTTCCAACCAT TCTTTCCAGGTT 559 
A. f l a v u s <F3 4 7 1 

GACCTCGGATCAGGTTXXXXXXXXXXXXXX>L?tXX^ 

i l ó 6Í0 ÜO £7o 6^0 6?0 7^0 
c h e v a l i e r i GAC-TCGGATCAGGTAGG-ATACCCGCTGAACTTAA-CMT^^ 620 
oiger GACCTCCGGATCAGGT 576 
cerreus TGACTCCGATCAGGTT 581 
A. o c h r a c e u s GACCrCGGATCAGGTAGGGATACCCGCTGAACTTAAaC^TATCAATAAGCGAATCCC- - - - - 6 1 7 
A f l a v u s (F3 GGACAGGCC 479 

XXXXXXXXXXXXXXXXX 
713 

c h e v a l i e r i GCAGGTCGACATATGGG 6 3 7 
niger 5 7 6 
t e r r e u s 5 8 1 
A. o c h r a c e u s GCGG 6 2 0 
A. f l a v u s ( F 3 4 7 9 

Nota. L a s regiones consenso corresponden a la» á r e a s ob*CUI>a* 



Tabla 6. Porcentajes de similitud y divergencia para cinco especies 
de Aspergillus obtenidos mediante el método J. Hein. 

A ckeualieri A flava* A ruger A ochraceus A temeus 

A. chevalieri *** 84.0 87.0 8 0 0 86.0 
A. fiav us 53.1 *** 87.0 76.0 86.0 
A niger 29.5 39.4 *** 88.0 89.0 
A ochraceus 34.1 53.2 20.0 * * * 80.0 
A terreas 33.6 42.2 16.5 53.2 * * * 

Por cíenlo de similitud «n la par te superior de loa asterisco« 
Por ciento de divergencia e n la pa r t e inferior de kw a«t inaco* 

Tabla 7. Fragmentos obtenidos mediante la digestión con Xho L 

Tamaño (pb) 460 430 250 160 130 
A. terreas + + 
A fía v us + + 
A. chevalieri + + + + 
A niger + + 
A. ochraceus + + 

+ presencia de f ragmento 
- ausencia de fragmento 

Tabla 8. Fragmentos obtenidos mediante la digestión 
con Xho I + EcoR L 

Tamaño (pb) 300 160 130 
A terreas + + + 
A flavus + + + 
A. chevalieri + + + 
A niger + + + 
A. ochraceus + + + 

+ presencia de f ragmento 
- ausencia de f r agmen to 



Tabla 9. Fragmentos obtenidos (pb/pb) mediante análisis de 
restricción de acuerdo al programa computacional DNA Strider 1.1 

Especie Eco R I Xho I Dde I 

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 digestión con Dde L 

Tamaño(pb) 400 390 190 180 140 120 100 90 60 30 10 
A terreus + + 
A flavus + - - - - - + + + -
A. chevalieri + - + 
A niger + + - - - - - - -
A. ochraceus + + + 
* presencia de f ragmento 
- ausencia de f ragmento 

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 1 0 
13 1 0 0 0 0 



Continuación 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 0 0 0 0 
2 * 1 * 1 * 

3 1 * 0 0 0 
4 1 * 0 1 0 
5 1 1 1 0 0 
6 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 0 0 0 1 0 
2 0 1 1 1 1 
3 0 0 0 * 1 
4 0 1 1 1 0 
5 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 * 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 0 
8 0 0 0 1 0 
9 0 0 1 0 0 
10 0 0 1 0 0 

1 = Fragmento presente 
0 = Fragmento ausen te 
* = Fragmento no amplificado in tensamente . 



Tabla 12. Indices de similitud de Dice con base en los patrones 
e lee troforé ticos generados con RAPD-PCR (iniciador 60-10). 

A flavus A ochraceus A chevalieri A terreus A niger 
A flavus 1.0 
A ochraceus 0.63 1.0 
A cheualieiri 0.63 1.0 1.0 
A terreas 0.82 0.53 0.53 1.0 
A niger 0.18 0 2 2 0.22 0.20 1 0 

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 chevalieri A terreus A niger 
A. flavus 1.0 
A ochraceus 0.88 1.0 
A. chevalieri 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 chevalieri A terreus A niger 
A flavus 1.0 
A. ochraceus 0.22 1.0 
A chevalieri 0.20 0.86 1.0 
A. terreus 0.00 0.62 0.53 1.0 
A niger 0.00 0.44 0.36 0.60 1.0 

Tabla 15. Indices de similitud de Dice con base en los patrones 
electroforéticos generados con RAPD-PCR (iniciador 80-10). 

A flavus A ochraceus A chevalieri A terreus A niger 
A flavus 1.0 
A ochraceus 0.00 1.0 
A chevalieri 0.00 0,80 1.0 
A terreus 0.50 0.25 0.22 1.0 
A niger 0.00 0.00 0.00 0.29 1.0 



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 0 0 0 0 * 

2 0 0 1 0 0 0 
3 0 0 1 1 0 0 
4 1 1 1 0 0 1 
5 1 1 1 1 1 1 
6 0 0 1 0 0 0 
7 0 0 1 1 1 * 

I n i c i a d o r 6 0 % G - C 
Fragmento F3 F4 F5 SRRC1Q59 SRRC1273 SRRC1299 
1 0 0 1 0 0 0 
2 1 0 1 1 1 1 
3 0 1 * 0 0 0 
4 1 * 1 0 1 1 
5 0 0 0 0 0 1 
6 0 0 0 0 0 1 
7 0 1 0 0 0 0 
8 0 0 0 1 1 1 
9 0 1 0 0 0 * 

I n i c i a d o r 7 0 % G - C 
Fragmento F3 F4 F5 SRRC1059 SRRC1273 SRRC1299 
1 0 * * 0 1 1 
2 * 0 0 0 1 0 
3 0 1 0 0 0 0 
4 1 0 0 1 1 
5 0 0 1 1 1 1 
6 1 1 0 0 0 1 
7 1 0 0 0 0 0 
8 0 0 1 0 0 0 
9 * 0 0 0 0 1 
10 1 0 0 0 0 0 

I n i c i a d o r 80% G - C 
Fragmento F3 F4 F5 SRRC1059 SRRC1273 SRRC1299 
1 0 0 1 0 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 0 * 0 0 1 
1 - Fragmento presente 
0 = Fragmento ausen te 
* - Fragmento no ampL/irado in tensamente . 



Tabla 17. Indice» de similitud de Dice de seis aislamientos de A 
flavus (iniciador 50-10). 

F3 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 0.40 0.40 0.85 
F5 0.50 0.67 1.0 0.40 0.40 0.29 

1059 0.43 0.60 0.60 1.0 1.0 0.67 
1273 0.43 0.60 0.60 0.00 1.0 0.67 
1299 0.12 0.15 0.71 0.33 0.33 1.0 

Par t e superior del t r iángulo Indices de Sinuütucf 
Pa r t e inferior del t r iángulo Indice» de Disimil i tud 

Tabla 18. Indices de similitud (Dice) de seis aislamientos de 
A flavus (iniciador 60-10). 

F3 F4 F5 1059 1273 1299 
F3 1.0 0.33 0.40 0 40 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 0.43 0.14 0.14 1.0 

Par te superiur del t r iángulo Indices de Simili tud 
Par te inferior del t r iángulo Indices de Disimili tud 

Tabla 19. Indices de similitud (Dice) de seis aislamientos de 
A flavus (iniciador 70-10). 

F3 F4 F5 1059 1273 1299 
F3 1.0 0.40 0.00 0.00 0.40 0.55 
F4 0.60 1.0 0.29 0.00 0.50 0.67 
F5 1.00 0.71 1.0 0.50 0.57 0.50 

1059 1.00 1.00 0.50 1.0 0 4 0 0.33 
1273 0.60 0.50 0.43 0.60 1.0 0.67 
1299 0.45 0.33 0.50 0.67 0.33 1.0 

"Partean pene r'npTTnáñgínoTñdl̂ ê Ip'Simí'ntúcT 
Part« inferii ir del t r iángulo Indices de Disinuli tud 



Tabla 20. Indices de similitud (Dice) de seis aislamientos de 
A. flavus (iniciador 80-10). 

F3 F4 F5 1059 1273 1299 
F3 1.0 0.67 0.50 0 57 0.57 0.91 
F4 0.33 1.0 0.57 0.33 0.33 0.60 
F5 0.50 0 4 3 1.0 0.40 0.40 0.44 

1059 0.43 0.67 0.60 1.0 1.00 0.50 
1273 0.43 0.67 0 60 0.00 1.0 0.50 
1299 0.09 0.40 0.56 0.50 0.50 1.0 

P a r t « superior del t r iángulo Indices de Simili tud 
Pa r l e inferior del t n à a g u l o Indices de Disimili tud 

Tabla 21 Comparación de los índices de similitud (Dice) obtenidos 
con cuatro iniciadores en aislamientos de A. flavu* 

Aislamientos 50-10 60-10 70-10 80-10 Media 
Similitud cepas de México 0 5 3 0.24 0.23 0.58 0.40 
Similitud cepas aflatos. 0.78 0.91 0.47 0.67 0.71 
Disimilitud entre cepas Méx. vs 0.48 0.66 0.59 0.49 0.56 
aflato xi. 
Similitud F3 va aflatoxi. 0.67 0.38 0.32 0.68 0.51 
Similitud F4 vs aflatoxi. 0.42 0.0 0.39 0.42 0.31 
Similitud F5 vs aflatoxi. 0.36 0.64 0 52 0.41 0.48 




