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Introduccion

La mayoria de los cereales, semillas y fruto secos, son susceptibles de
manera natural, debido a sus caracteristicas, a ser contaminados por
hongos y, como consecuencia, a la posible formacién de micotoxinas. En
México, el trigo es el sequndo cereal en importancia, después del maiz;
y es base en la alimentacién mexicana. Uno de los hongos con mayor
incidencia en los cultivos es Fusarium graminearum, el cual es el agente
causal de la rofa, tizén o fusariosis de la espiga de trigo. Este género se
caracteriza por producir micotoxinas, especialmente cuando ataca a
cereales como el maiz, trigo, arroz y sorgo; y su toxicidad es reconocida
como uno de los mayores problemas de la agricultura. Particularmente
F. graminearum produce dos micotoxinas de gran relevancia en cuanto a
seguridad alimentaria, el deoxinivalenol y la zearalenona (Soriano del
Castillo, 2007).

La zearalenona (ZEA) es una micotoxina producida principalmente por F.
graminearum y F. culmorum, la cual ha sido asociada con sindromes
estrogénicos. La ZEA puede estar presente en granos en el campo
cuando las condiciones ambientales favorecen la infeccion flngica y los
niveles pueden incrementar dramaticamente si las condiciones de
almacenamiento son favorables para el crecimiento microbiano
(Coulombe, 1993).

En México se han llevado a cabo pocos estudios relacionados a la
deteccion de esta micotoxina. En 2007, se detectd y cuantifico
zearalenona en 24 muestras de maiz, encontrado contaminacién de
dicha micotoxina en el 70% de las muestras, en un rango de 3 a 83
Mg/kg de grano (Briones-Reyes, Gdémez- Martinez, & Cueva-Rolon,

2007). Posteriormente en 2010, Gonzalez-Osnaya & Farrés detectaron y



cuantificaron esta misma micotoxina en 30 muestras de trigo, y en el
71.4% de dichas muestras se detectd zearalenona, en un rango de
0.073 a 1 mg/kg.

El prevenir la formaciéon de micotoxinas por los hongos contaminantes
se considera la medida mas eficaz para reducir el nivel de estas
micotoxinas en los alimentos. Por estas razones es necesario garantizar
un control de calidad de los alimentos mediante la identificacion y
control de la micobiota contaminante. La metodologia para el analisis de
tricotecenos y otras micotoxinas de Fusarium en general es complicada
y se requieren técnicas de purificacidon, lo que hace que la recoleccion
del analito se reduzca. Se requieren métodos rapidos y sencillos para la
deteccidon y cuantificacion de F. graminearum, lo cual serviria como
indicador indirecto de posible contaminacién por micotoxinas. Los
ultimos trabajos en deteccion de hongos micotoxigénicos se dirigen
hacia la busqueda de genes implicados en la produccién de la
micotoxina. Teniendo como premisa que si se encuentra presente el
gen, existe la posibilidad de que el grano esté contaminado por

micotoxinas.

Este proyecto pretende desarrollar métodos de PCR punto final y PCR
tiempo real (qPCR), basados en la deteccién y cuantificacién de hongos
productores de estas micotoxinas en trigo, lo cual permitird disponer de
técnicas rapidas y especificas para la deteccién de este hongo, y por
consiguiente, mejorar el control de proveedores y la seguridad de los

granos comercializados.



1. ANTECEDENTES

1.1. El Trigo en México

El trigo ha formado parte del desarrollo econdmico y cultural del
hombre, siendo el cereal mas cultivado. Es considerado un alimento
para consumo humano, aunque gran parte se destina a la alimentacion
animal. La propiedad mas importante del trigo es la capacidad de
coccion de la harina debida a la elasticidad del gluten que contiene. Esta
caracteristica permite la panificacion, constituyendo un alimento basico

para el hombre.

La mayoria de la produccion del trigo mundial se destina a Ia
alimentacion. Casi un 75% de esta produccién se utiliza para la
produccion de harina de trigo. La mayor parte de esta harina,
especialmente aquella procedente de las variedades de trigo blando, se
destina a la produccion de pan. Las harinas que proceden de trigos
duros se utilizan fundamentalmente para la confeccidn de pasteles,

galletas o harinas caseras.

Ademas de harina, hay que considerar que una buena proporcién de
grano se reserva para las nuevas siembras. Una proporcién menor se
utiliza para la elaboracion de productos industriales, como almiddn,
gluten o dextrosa. Los granos de menor calidad y los subproductos de

refinado se destinan también a la industria de los piensos.

En México, el trigo es el segundo cereal en importancia después del
maiz. En 2009, ocupd el quinto lugar a nivel nacional en cuanto a
importancia en producciones de alimentos y productos agricolas, con
una produccion de 4,116,160 toneladas (Figura 1), y se cultivaron
828,408 hectareas para dicha produccion (FAO, 2012).
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Figura 1. Principales producciones de alimentos y productos agricolas de
México en el ano 20009. ( FAOSTAT, 2009)

En cuanto a exportaciones, el trigo es el segundo producto a nivel
nacional que se exporta con 1,136,320 toneladas, solo por debajo de la
cebada para cerveza (Figura 2). A nivel mundial, México ocupa el
décimo noveno lugar como exportador de trigo, y el cuarto lugar en el
continente, por debajo de Estados Unidos de América, Canada vy
Argentina (Tabla 1).




Top exportaciones - México - 2009
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Figura 2. Principales productos exportados por México en el afio 2009.

Fuente: FAOSTAT, 2009.

Tabla 1. Principales paises exportadores de trigo en 2009.

Posicién Cantidad (toneladas)
1 Estados Unidos de América 21942200
2 Unidén Europea 20598486
3 Canada 19279100
4 Australia 17528300
5 Francia 16872200
6 Federacién de Rusia 16821206
7 Ucrania 12882600
8 Alemania 9697780
9 Argentina 5118010
10 Kazajstan 3229020




11 Reino Unido 2533100
12 Rumania 2340670
13 Polonia 2015950
14 Republica Checa 1775330
15 Bulgaria 1771180
16 Hungria 1660680
17 Dinamarca 1555090
18 Lituania 1275620
19 México 1136320
20 Letonia 1087500

Fuente. FAOSTAT, 2009.

Respecto a las importaciones, es el tercer producto que se importa en el
pais con 2, 776,930 toneladas, por debajo del maiz y de la soya (Figura
3).

Top importaciones - México - 2009
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Figura 3. Principales productos importados a México en 2009.

Fuente: FAOSTAT, 2009.




1.2. Plagas e infecciones del trigo
Dentro de las plagas que afectan a este cultivo se encuentran larvas de

diversas especies de escarabajos, mosquitos, y gusanos en general, que
se alimentan durante todo su desarrollo. Al nacer las larvas se dirigen
rapidamente hacia la vaina en la base de las hojas, fijdndose cerca del
primer nudo, donde se alimentaran durante todo su desarrollo. Por esta
causa, el tallo atacado no puede evolucionar y queda marchito, de un
color verde oscuro e incluso, si el nimero de larvas es elevado, no suele

tardar en perecer.

Por otro lado, las enfermedades causadas por hongos son las mas
comunes y extendidas. Tienen sintomas caracteristicos que pueden
aparecer en tallos, hojas y espigas cuando la infeccion es severa. El
trigo, y en general los cereales, debido a sus caracteristicas es

susceptible a infecciones por varios hongos.

Dentro de los principales enfermedades causadas por hongos se
encuentra el morron de trigo, causada por Tilletia foetida; la roya
causada por Puccinia recondita, P. graminis y P. striformis; oidio en trigo
causado por Erysiphe graminis; carbdn de trigo y cebada causado por
Ustilago tritici, y una de las mas importantes, la fusariosis de la espiga
de trigo causado por F. graminearum y F. culmorum (Alfonso & Perea,
2011).

1.2.1. Fusarium graminearum
El género Fusarium presenta una amplia distribucion, tanto en suelos

como en sustratos organicos, y se considera como el género productor
de toxinas de mayor prevalencia en las regiones templadas del
hemisferio norte, se encuentra habitualmente en cereales cultivados en
regiones templadas de Ameérica, Europa y Asia (Creppy, 2002). Este

género es uno de los mas importantes patdgenos flngicos en granos de



cereal, ya que es responsable de la rofa de tizén en maiz (Goswani &
Kistler, 2004).

La enfermedad de la rofa de tizén 6 FHB (Fusarium head blight) ademas
de provocar la contaminacién de los granos por la sintesis de
deoxinivalenol (DON) y zearalenona (ZEA) durante la formacion y
almacenamiento de los mismos, produce reduccién del rendimiento por
una pérdida considerable de peso. El dafio del FHB incluye el arrugado y

la coloracion rosada blanquecina de los granos.

La fusariosis o rofia de la espiga de trigo ataca la planta a partir de la
emision de la espiga, aunque la floracidn es el estado mas susceptible.
En México, la especie causal que predomina es F. graminearum (teleom.
Gibberella zeae), pero también estan presentes F. culmorum,
Microdochium nivale (antes F. nivale), F. equiseti y F. avenaceum
(teleom. Gibberella atenacea) (Gilchrist-Saavedra, Fuentes-Davila, &
Martinez-Cano, 2005).

Las condiciones ideales para el desarrollo de FHB son humedad relativa
por encima del 95% por 40-60 h combinadas con temperaturas de 25-
30 °C. Las pérdidas de rendimiento dependen de varios factores:
susceptibilidad del cultivo, clima y cantidad inicial de inéculo, asi como
el tiempo de floracion. La importancia econdmica de esta enfermedad,
esta relacionada con el porcentaje de espiguillas que estan infectadas,
ya que no son adecuadas para consumo humano, y puede ser tan alta
como el 100% en algunos casos (CIMMYT, 2009).

1.2.2. Factores para contaminacion y desarrollo de Fusarium
La mayoria de los cereales, semillas, nueces y frutos secos, son

susceptibles de manera natural a ser contaminados por hongos y a la
formacién de micotoxinas. Esta patologia es el resultado de la infeccidn

individual de las espiguillas en el estadio de plena floracién o



inmediatamente después de ésta. Para que se produzca esa infeccidn
deben existir condiciones ambientales favorables como, dias humedos
(92-94% humedad relativa ambiente), presencia de lluvia durante esa
etapa y una alta presion de indculo del patdégeno consistente en la
presencia del hongo en el rastrojo (restos de la cosecha anterior) o en
las malezas que actlan como hospedantes secundarios y/o alternativos

para el patdgeno (Carrillo, 2003).

Fusarium infecta antes de la cosecha y requiere una humedad relativa
entre el 90 y 100% y un contenido de agua en las semillas de 22 a 23%
para crecer, con un amplio rango de temperatura entre 0 y 30 °C,
aunque algunos pueden desarrollarse a 35 °C o mas (Christensen &
Kaufman, 1969). El crecimiento flngico continda en los productos
frescos después de la cosecha. En los granos de cereales, los hongos
persisten si el grano esta suficientemente seco como para soportar la
competencia de otras especies incorporadas posteriormente
(Christensen, 1987).

Las infecciones secundarias de trigo son producidas principalmente por
la dispersion de conidias entre plantas del mismo campo, estas conidias
sobreviven en residuos de la cosecha, rastrojo y/o paja y contaminan a
las nuevas semillas. El hongo puede vivir en semillas asintomaticas.
Asimismo, el viento puede dispersar las conidias (esporas asexuales) o
ascosporas (esporas sexuales) infectando nuevas plantas (CIMMYT,
2009).

1.3. Micotoxinas en cereales
Los hongos utilizan para su crecimiento sustancias quimicas

denominadas metabolitos primarios; como pueden ser acidos nucleicos,
proteinas, carbohidratos vy lipidos. El uso de estos metabolitos primarios
se asocia con la fase de crecimiento rapido. Los metabolitos secundarios

son compuestos no indispensables para el crecimiento vegetativo en



cultivo puro. Dentro de este grupo se encuentran las micotoxinas, las
cuales actlan como antibidticos favoreciendo la prevalencia del moho
frente a otros microorganismos durante la fase estacionaria (Figura 4),
muchos de los cuales son téxicos para plantas, animales y/o humanos
(Cabanes, 2000).

Sintesis de micotoxinas

Log biomasa

. Y J L J
s g
Fase de reifraso Fase exponencial Fase estacionaria
Tiempo

Figura 4. Fases de crecimiento fungico y localizacién de la sintesis de
micotoxinas (Soriano del Castillo, 2007).

Los metabolitos secundarios son formados a partir de unos pocos
intermediarios del metabolismo primario, bajo condiciones sub-éptimas
y de estrés. Durante la biosintesis de estos metabolitos, la cantidad
producida depende no so6lo de los parametros nutricionales vy
ambientales, sino también de la historia del desarrollo del moho. La
competencia entre las poblaciones microbianas mixtas que se
encuentran naturalmente suele favorecer la produccién de las

micotoxinas (Swanson, 1987).

10



1.3.1. Toxicidad de micotoxinas
La toxicidad de las micotoxinas en el hombre radica, en general, en su

toxicidad crénica, asociada al consumo de pequefas cantidades de
micotoxinas durante periodos prolongados. En términos generales, el
riesgo de intoxicacion aguda por micotoxinas en el hombre es bajo o
moderado en comparacidén con intoxicaciones de origen bacterioldgico o
por contaminantes quimicos. No obstante la exposicion crénica vy
teniendo en cuenta la severidad de las lesiones crdénicas, como es el
cancer, las micotoxinas presentan mayor riesgo toxico que los
contaminantes de origen antropogénico, aditivos alimentarios vy

plaguicidas (Figura 5) (Soriano del Castillo, 2007).

=
— — Lplaguicida;
[  Plaguicidas 1 — _— __—
= ——— I: Aditivos
[A Aditivos ] —

~ Microbiolégicos

Contaminantes

Ficotoxinas

Contaminates
Microbiolégicos

Micotoxinas

Efectos Agudos Efectos Cronicos

Figura 5. Riesgos de las micotoxinas para la salud humana segun su
efecto. El riesgo aumenta de arriba hacia debajo de la piramide.

En cuanto a la toxicidad crénica, la Agencia Internacional de
Investigacion sobre el Cancer (IARC; Internacional Agency for Research
on Cancer) (IARC, 2002), clasifica varias micotoxinas como
carcindgenas o potencialmente carcindgenas para el hombre, de acuerdo

a los siguientes grupos:

e Grupo 1: El agente es carcindgeno en humanos.
e Grupo 2A: Agente probablemente carcindgeno en humanos; existe

evidencia limitada sobre humanos pero suficiente con animales.
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e Grupo 2B: Agente posiblemente carcindgeno; la evidencia en
humanos es limitada y tampoco hay suficiente evidencia con
animales de experimentacion.

e Grupo 3: El agente no es clasificable como carcindgeno para
humanos, y no puede incluirse en otro grupo.

e Grupo 4: ElI agente probablemente no es carcindgeno en
humanos; la evidencia disponible, tanto de humanos como de
experimentacion animal lo sugiere.

En la Tabla 2 se resume la evaluacién realizada por la IARC con relacién

al poder carcindgeno de algunas micotoxinas.

Tabla 2. Clasificacidon de las micotoxinas segun la IARC.

Micotoxina IARC
Aflatoxinas 1
Aflatoxinas M1 1
Citrinina 3
Esterigmatocistina 2B
Fumonisina B1 2B
Ocratoxina A 2B
Patulina 3
Toxinas derivadas de F. graminearum, F. culmorum, F. 3

crookwellense (zearalenona, deoxinivalenol, nivalenol y
fusarenona X)
Toxinas derivadas de F. sporotrichioides (toxina T-2) 3

Asi mismo, se deben considerar varios factores, de los cuales dependera
el impacto de los efectos de las micotoxinas en la salud, entre los que se

encuentran (Kuiper-Goodman, 1991):

e La cantidad de micotoxina consumida,

e La toxicidad del compuesto,

e El peso corporal del individuo,

e La presencia de otras micotoxinas (efecto sinérgico),

e Factores dietéticos y patoldgicos
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1.3.2. Micotoxinas de Fusarium graminearum
Fusarium es uno de los principales géneros productores de micotoxinas,

ya que posee aproximadamente 12 especies micotoxigénicas, solo por
debajo de Penicillium y Aspergillus, las cuales poseen 32 y 15 especies

micotoxigénicas, respectivamente.

Las principales micotoxinas producidas por Fusarium son los
tricotecenos y la zearalenona. Las micotoxinas son especificas, es decir;
cuanto mas compleja es la ruta biosintética de estos metabolitos
secundarios, mas restringido es el numero de especies de hongos
productores. En la Tabla 3 se dan las principales especies productoras

de la micotoxina zearalenona producidas por este género flngico.

Tabla 3. Principales especies productoras de zearalenona.

Micotoxina Moho

Zearalenona Fusarium culmorum
Fusarium crookwellense
Fusarium equiseti
Fusarium graminearum
Fusarium heterosporum

1.4. Zearalenona
La zearalenona (ZEA), antes conocida como toxina F-2, es una lactona

derivada del a&cido B-resorcilico (Figura 8). Es un metabolito
termoestable por lo que no se ve afectado durante procesos térmicos
(Lauren & Smith, 2001). Es una micotoxina producida principalmente
por F. graminearum y F. culmorum, la cual ha sido asociada con
sindromes estrogénicos. ZEA puede estar presente en granos en el
campo cuando las condiciones ambientales favorecen la infeccidn
fungica, y los niveles pueden incrementar dramaticamente si las
condiciones de almacenamiento son favorables para el crecimiento

microbiano (Coulombe, 1993).
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La temperatura tiene una gran influencia sobre el crecimiento y la
actividad de los mohos. Fusarium esta asociado con los climas frios. F
graminearum produce la mayor cantidad de zearalenona a 25 °C y de

deoxinivalenol a 28 °C a una a,=0.98 (Moss, 1991).

OH O CHg,

HO

Figura 6. Estructura quimica de zearalenona.

1.4.1. Toxicidad
Se considera que la ZEA tiene relativamente baja toxicidad aguda (>

4000 a 20000 mg/kg pc) después de su administracién oral en ratones,

ratas y cerdos (Kuiper-Goodman, Scott, & Watanabe, 1987).

El efecto estrogénico es una consecuencia importante hacia los
mamiferos incluso a niveles mas bajos que 1.5-3.0 mg/kg (D "Mello,
Placinta, & Macdonald, 1999). Esta micotoxina causa alteracién en el
tracto reproductivo de animales de laboratorio, afecta al Uutero
disminuyendo la hormona luteinizante y la secrecion de progesterona
(Etienne & Dourmand, 1994). Diversos estudios han demostrado una
disminucion del tamafo de la glandula adrenal, entre otras, pero no se

han detectado efectos teratdgenos en ratones, ratas, cobayas y conejos
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(Bacha, Hadidane, Ellouz, & Creppy, 1993) (JECFA, 2000) (Maaroufi,
Chekir, Creppy, Ellouz, & Bacha, 1996).

1.4.2. Legislacion
En 2003, la zearalenona solamente estaba reglamentada en 16 paises,

de los cuales 8 tenian el limite en 1000 ug/kg y 5 en 200 pg/kg para
cereales y sus derivados. En la Tabla 4, se muestran los limites para la
zearalenona en maiz y otros cereales para alimentacién humana, los
cuales varian entre 50 y 200 ug/kg (Soriano del Castillo, 2007).
Respecto a la legislacion mexicana no existe una Norma que establezca

los limites maximos permitidos en alimentos para esta micotoxina.

Tabla 4. Niveles maximos admitidos de zearalenona en alimentacion
humana por la Comisién Europea (Soriano del Castillo, 2007).

Productos Zearalenona
/k
Cereales no elaborados distintos al maiz 100
Maiz no elaborado 200
Harina de cereales, excepto la harina de maiz 75
Harina de maiz, maiz molido, maiz triturado y 200
aceite de maiz refinado
Pan, pasteles y galletas 50
Aperitivos de maiz y cereales para el desayuno 50
a base de maiz
Otros aperitivos de cereales y cereales para el 50
desayuno
Alimentos elaborados a base de maiz para 20
lactantes y ninos de corta edad
Otros alimentos elaborados a base de cereales 20

para lactantes y ninos de corta edad y
alimentos infantiles

1.4.3. Incidencia en alimentos
La ZEA se aisla mayoritariamente de cereales, simultdneamente con

otras micotoxinas incluyendo tricotecenos. Kuiper-Goodman, Scott, &

Watanabe (1987) sugieren que su presencia, en grandes cantidades, se
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debe a practicas incorrectas de almacenamiento mas que su desarrollo

en el campo.

Tabla 5. Presencia mundial de ZEA de diversos productos para consumo

humano.
Pais Muestra Concentraciones (mg/kg)
México Trigo 0.077
México (Tlaxcala) Maiz 0.00325-0.08363
Alemania Trigo 0.001-8.04
Alemania Cebada 0.002-0.311
Polonia Trigo 0.01-2
Bulgaria Trigo Hasta 0.12
Finlandia Piensos 0.022-0.095
Holanda Trigo 0.02-0.231
Sudafrica Cereales/piensos 0.05-8.0
India Cereales 0.843
Filipinas Maiz 0.059-0.0505
Tailandia Maiz 0.923
Japon Trigo 0.002-0.025
Japon Cebada 0.010-0.658
Japon Trigo 0.053-0.51
Japon Cebada 11-15
Corea Cebada y derivados 0.0034-0.120
Corea Maiz 0.0034-0.0058
Corea Derivados del maiz 0.0036-0.084
Nueva Zelanda Maiz 2.7-10.5
Canada Trigo y cebada Hasta 0.3
Brasil Trigo 0.04-0.21
Marruecos Maiz 0.0135-0.0165
Qatar Arroz 0.00018-0.0014
Qatar Trigo 0.00021-0.0021
Qatar Cereales de desayuno 0.0038-0.00681
China Trigo 0.005-1.4
Inglaterra Piensos de maiz 0.02-1.8
Egipto Cereales 0.005-0.045
Argentina Piensos para aves 0.03-0.28
Argentina Maiz 0.005-2
Canada Maiz 0.005-0.647
Canada Cebada 0.004-0.021
Suiza Trigo 0.01-0.121
EE UU Maiz contaminado 0.1-21.4
Indonesia Piensos y maiz 0.0055-0.619

D
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En México se han llevado a cabo pocos estudios relacionados a la
deteccion de esta micotoxina. En 2007, se detectd y cuantificd
zearalenona en 24 muestras de maiz, encontrado contaminacion de
dicha micotoxina en el 70% de las muestras, en un rango de 3 a 83
Mg/kg de grano (Briones-Reyes, Gomez- Martinez, & Cueva-Rolon,
2007). Posteriormente en 2010, Gonzalez-Osnaya & Farrés detectaron y
cuantificaron esta misma micotoxina en 30 muestras de trigo, y en el
71.4% de dichas muestras se detectd zearalenona, en un rango de
0.073 a 1 mg/kg.

En Alemania, se confirmd la contaminacién en muestras de trigo por
ZEA, siendo 8.04 mg/kg el nivel de contaminacién mas alto (Muller &
Schwadorf, 1993). En Polonia, se demostré la presencia en el mismo
tipo de muestras en niveles comprendidos entre los 0.01 y 2 mg/kg,
ademas de la presencia simultanea de otras micotoxinas como DON
(Perkowski, Plattner, Golinski, & Vesonder, 1990). En Finlandia, los
niveles de ZEA se encontraron en un rango entre 0.022 y 0.095 mg/kg
(Hietaniemi & Kumpulainen, 1991.). En Holanda, el rango se situd entre
0.020-0.231 mg/kg (Tomaszewski, Miturski, Semczuk, Kotarski, &
Jakowicki, 1998).

En Sudafrica, diversas muestras de cereales y de piensos para animales
tenian cantidades apreciables de ZEA (0.05-8.0 mg/kg) (Dutton &
Kinsey, 1996), mientras que en Egipto, los valores de esta micotoxina
se situaban entre 0.005-0.045 mg/kg para maiz, trigo y arroz. En
Japon, el trigo contenia niveles de ZEA situados entre 0.053 y 0.51
mg/kg (Yoshizawa, 1997). Furlong, Valente & Yoko (1995), en Brasil

detectaron la micotoxina en trigo en niveles situados entre 0.04 y 0.21

mg/kg.
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1.4.4. Biosintesis
La ZEA es producida por la ruta acetato-polimalonato y es un policétido

que es sintetizado enteramente a partir de unidades de acetato-
malonato. Las sintetasas policétido fungicas (PKSs) son grandes
dominios que codifican multiples enzimas. Un PKS consiste de los
siguientes dominios: B-cetoacil sintasa, acil transferasa, y proteina
transportadora de acilo. ZEA es un macrélido totalmente reducido, y una
PKS involucrada en la biosintesis de ZEA, probablemente, también debe
tener dominios catabodlicos ceto reductasa, deshidratasa, y enoil
reductasa (ER) (Dewick, 2001). El dominio ER realiza el ultimo paso de
reduccién y es siempre encontrado junto con dominios ceto reductasa y
deshidratasa, el candidato mas probable para la biosintesis de ZEA es

un PKS con un dominio ER.

El gen PKS4 ha sido reportado como indispensable para la produccién de
ZEA en F. graminearum. Un analisis de transcritos del gen policétido
sintasa (PKS) fue llevado a <cabo en mutantes de F.
pseudogramienarum, los cuales producen altos niveles de ZEA. En este
estudio se remplaz6 la parte central del gen PKS4 con un gen de
resistencia hygB a través de recombinacién homdloga en una cepa de F.
graminearum, la cual producia altos niveles de ZEA. Posteriormente se
realizaron analisis por cromatografia liquida, los cuales mostraban que la
mutante a la cual se remplazd el gen PKS4 no producia ZEA. Por lo que
se concluyd, que el gen PKS4 codifica una enzima requerida para la

produccion de ZEA en F. graminearum (Lysoe, Klemsdal, & Bone, 2006).

1.5. Cuantificacion de micotoxinas
Son muchos los factores que determinan y limitan el criterio para elegir

la metodologia de analisis adecuada. La combinacién de micotoxinas en
cada tipo de muestra representa un problema diferente para el analisis,

el criterio a seguir para elegir la técnica de determinacion dependera del
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equipo y tiempo disponible, la sensibilidad y la selectividad que sean

requeridos y el costo del analisis.

Se considera que alrededor del 20% de los alimentos de origen vegetal
estan contaminados por micotoxinas, por lo tanto el analisis continuo de
los alimentos en busca de micotoxinas es importante no solamente para
proteccion del consumidor sino también para los productores de

alimentos.

La metodologia analitica para micotoxinas generalmente incluye las
siguientes etapas: muestreo y preparacién de la muestra, extraccion,

purificacién, concentracidn, deteccion y cuantificacién.

La distribucion de las micotoxinas no es por lo general homogénea, por
lo tanto las muestras se preparan y, sobre todo, homogeneizan, con
sumo cuidado. La preparacion de la muestra a analizar requiere
procesos de extraccidon y purificacion, la cual debe realizarse con sumo
cuidado ya que generalmente las micotoxinas se encuentran a
concentraciones muy bajas. Por otra parte; la alta complejidad del
alimento, ya que se encuentran presentes cantidades importantes de
proteinas, lipidos, hidratos de carbono, agua y otras especies
moleculares que pueden interferir en el analisis, siendo necesario

purificar el extracto (Gonzalez-Osnaya L. R., 2007).

Cuando la matriz es de naturaleza sélida, los disolventes organicos mas
empleados para la extraccidn, son el metanol, acetona, acetato de etilo,
acetonitrilo, diclorometano, hexano y mezclas de ellos (Scott, 1995). La
seleccién del disolvente se realiza dependiendo de la polaridad de la
micotoxina y de la naturaleza de la muestra. Sin embargo existen varios
inconvenientes para llevarlo a cabo, como es los elevados volumenes de

muestra y disolventes que se requieren, la baja selectividad junto a
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recuperaciones en ocasiones insuficientes y su dificultad de

automatizacion.

En general, los métodos de extraccidon para su posterior cuantificacion
de estas micotoxinas son en general complicados, y se requieren
técnicas de purificacion que permitan facilitar la determinacion y
cuantificacion, las cuales presentan varias desventajas, como es el
elevado costo del equipo asi como pasos posteriores (filtracion, limpieza
del extracto) lo que podria producir pérdida de analito, y por lo tanto;

podria conducir a una sub-estimacion.

Seguido del paso de purificacion, procede el paso de deteccién y
cuantificacion. En los ultimos afios se han desarrollado técnicas muy
sensibles y adecuadas para la deteccién de micotoxinas en una gran
variedad de matrices. Generalmente se utilizan técnicas separativas
como cromatografia gaseosa (GC, gas chromatography) o cromatografia
liquida (LC, liquid chromatography) acopladas a diferentes tipos de
detectores, sin embargo, la fidelidad de los resultados obtenidos
mediante la cromatografia para la determinacién de micotoxinas,
siempre va a estar condicionada por las etapas del analisis que le
preceden, todos los compuestos presentes en la muestra que puedan
interferir en la determinacién cromatografica deben ser eliminados lo

mas completamente posible (Gonzalez-Osnaya L. R., 2007).

1.5.1. Métodos para cuantificacion de hongos
micotoxigénicos basados en técnicas de analisis del
ADN

Los ultimos trabajos en deteccion de hongos micotoxigénicos se dirigen
a la deteccién de genes implicados en la produccidon de micotoxinas por

medio de PCR punto final y PCR tiempo real (qPCR).

Entre las técnicas de biologia molecular, las basadas en PCR son las que

estan siendo mas utilizadas para la deteccion de hongos
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micotoxigénicos. Esta técnica ha revolucionado la biologia molecular. En
efecto, en el pasado el generar grandes cantidades de determinadas
secuencias de acidos nucleicos para el analisis genético era muy
laborioso. Actualmente en pocas horas, con la ayuda de los modernos
termocicladores, se puede tener gran cantidad de copias de material

genético.

1.5.2. Genes utilizados en 1la deteccion de hongos
productores de micotoxinas
Actualmente se conocen genes implicados en la biosintesis de algunas

micotoxinas. Asi, por ejemplo, ya se han puesto a punto técnicas PCR
bastante sensibles y con diferentes especificidades para las especies de
Fusarium productoras de tricotecenos, utilizando los genes Tri5 y Tri6.
En el caso de las especies potencialmente productoras de aflatoxinas y
esterigmatocistina se han utilizado distintos genes (nor-1, ver-1, aflR,
omt-A) implicados en su biosintesis, siendo utiles algunos de ellos para
diferenciarlas de otros hongos, pero sin presentar una especificidad muy
elevada (Nicholson, 2004). Los genes que codifican policétido sintasas

son unos de los que estan recibiendo mayor atencién ultimamente.

1.6. PCR punto final
Por definicién, la reaccion en cadena de la polimerasa o PCR

(Polymerase Chain Reaction), permite la amplificacion in vitro de una
secuencia especifica de ADN y se realiza mediante el uso de un par de
oligonucledtidos iniciadores que flanquean la secuencia de ADN a
amplificar, y de ciclos repetidos de sintesis de nuevas cadenas de ADN
por accion de una ADN polimerasa. Bdasicamente cada ciclo de
amplificacion se divide en 3 partes, como se observa en la Figura 7, en
el siguiente orden: 1) la desnaturalizacion, donde se separan las
cadenas de ADN por medio de elevacién de la temperatura, 2) el
alineamiento, donde los iniciadores se hibridan, en sentido y antisentido

con las secuencias complementarias que flanquean la regién a
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amplificar, y por ultimo, 3) la extensién, donde por acciéon de la ADN
polimerasa se sintetizan nuevas cadenas de ADN complementarias a la
cadena molde a partir de los iniciadores. La magnitud de amplificacién
de una secuencia especifica de ADN es de 2" en donde n es el nimero
de ciclos. De esta manera las secuencias originales se van
incrementando de manera exponencial, asi después de terminado todos
los ciclos se producen millones de secuencias especificas de ADN

idénticas a las original.
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Figura 7. Esquema representativo de los pasos en una PCR convencional
(Rodriguez & Rodriguez, 2006).
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1.7. PCR tiempo real (qPCR)
La PCR fue considerada como una revoluciéon en la ciencia desde su

invencion por Kary Mullis en 1984 (D Mello, Placinta, & Macdonald,
1999) (Schaad & Frederick, 2002). A partir de alli y hasta el dia de hoy
la PCR ha experimentado grandes avances dentro de los cuales, la PCR

en tiempo real (qPCR) constituye uno de sus mas importantes.

A diferencia del PCR punto final, el gPCR es un método cuantitativo,
pues se pueden transformar las sefiales fluorescentes de cada reaccion
en un valor numérico para cada muestra. Entre las ventajas de la qPCR
se encuentra su sensibilidad, lo que permite la amplificacién de
fragmentos de ADN en muestras con muy poca cantidad de templado
inicial (Zagachin, Nickeleit, Haufman, Dutt, Foster, & Colvin, 2004). Otra
de las ventajas de esta técnica es la rapidez con la que se pueden
obtener resultados. El tiempo estimado de una gPCR esta entre los 20

minutos y las 2 horas.

La gPCR se divide en 4 fases principales: a) La fase inicial, en la cual la
fluorescencia de los primeros ciclos es minima y no rebasa la sefial del
medio circundante. En esta fase se calcula la linea base, en la cual todo
por debajo de la linea base es inferior al nivel de deteccion del equipo de
tiempo real; b) La fase exponencial temprana, en la cual la fluorescencia
producida por el producto de PCR rebasa el umbral definido por el
equipo, o por el investigador. El ciclo en el cual la fluorescencia ha
alcanzado el umbral definido se conoce como Ct (Cycle Threshold o Ciclo
Umbral) (Applied Biosystems, 2009). Este valor es representativo de la
cantidad inicial de templado que hay en la reaccion y es usado en los
calculos posteriores. Mientras mas bajo es el valor de Ct, mayor es el
numero de copias del ADN templado en la reaccion; c) La fase lineal, en
la cual se alcanza un estado de amplificacion éptima, en donde la

cantidad de producto de PCR se duplica en cada ciclo y finalmente; d) La
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fase platea o estacionaria, en la cual los reactivos y el equipo han
alcanzado el limite de deteccion y la reaccién ha terminado (Wong &

Medrano, 2005). Estas fases se observan en la Figura 8.
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Figura 8. Curva de gPCR, donde se detallan sus componentes (Rivas,
2010).

1.7.1. Sistemas de deteccion usadas en qPCR
Todos los instrumentos del tiempo real estan basados en la deteccion de
una senal fluorescente. ElI incremento en la fluorescencia es
directamente proporcional al incremento del producto amplificado
durante el PCR. La deteccién de cada reaccidon se realiza por la adicidon
de wuna sustancia que emite una fluorescencia conocida como
fluorocromo. Esta fluorescencia producida es directamente proporcional
a la cantidad de producto de PCR generado. Para la deteccidon se utiliza
un termociclador especialmente adaptado para la lectura de cantidades
minimas de fluorescencia. La gPCR tiene una gran variedad de

tecnologias para liberar la fluorescencia.
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Las moléculas fluorescentes absorben luz debido a los protones dentro
de un rango de longitud de onda de luz estrecho. La longitud de onda en
la cual el colorante absorbe la maxima cantidad de luz es llamada la
longitud de onda para esa molécula. Seguido de la excitacién, la
molécula es colocada en un estado de alta energia. Este estado de alta
energia es transitivo y de vida corta. La molécula excitada decae
rapidamente, volviendo al estado de energia baja. Cuando esto ocurre
un proton de luz es emitido en una longitud de onda baja. La luz que se

libera es la longitud de onda de emision (Tevfik, 2006).

1.7.2. Fluoroforos de union al ADN
Entre los métodos mas utilizados y mas comunes, se encuentran los

fluoroforos de unién al ADN. En esta tecnologia, se afade un fluoréforo
gue es afin al ADN de doble cadena, es decir, la fluorescencia aumenta,
en funcién de que el producto de gqPCR se acumula en cada ciclo de la
reaccion. Sin embargo, la capacidad de multiplex (deteccién de dos o
mas genes) de esta tecnologia es nula, por que los fluoréforos no son de
union especifica a un fragmento en particular, siendo esta tecnologia

susceptible a la aparicion de falsos positivos.

1.7.2.1. SYBR Green
El fluoroforo de unién al ADN de mayor uso en esta técnica es el SYBR

Green (Ponchel, y otros, 2003) (Wong & Medrano, 2005). Esta
metodologia es una de las mas usadas por su bajo costo y facilidad de

manejo.

SYBR Green es usado enormemente como reportero, es un colorante
libre en el PCR. La fluorescencia de SYBR Green cuando estd en solucién
como colorante libre, y es estimulado por luz de la longitud de onda
apropiada es muy baja. En contraste, cuando se forma el producto de
ADN de doble cadena, el SYBR Green se une fuertemente al ADN de

doble cadena. El complejo ADN-SYBR resulta en un incremento
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dramatico de fluorescencia, de alrededor de 2000 veces la inicial. En la

Figura 9 se observa el sistema de SYBR Green.
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Figura 9. Representacién grafica de la incorporacion de SYBR Green
resultando en un incremento de la senal fluorescente durante el PCR
(Rodriguez & Rodriguez, 2006).

El SYBR Green tienes 3 grande ventajas: 1) bajo costo del colorante, 2)
facilidad de desarrollo de ensayos, y 3) el mismo mecanismo de
deteccion puede ser usado para cada ensayo. Pero por otro lado, tiene
la desventaja de que el colorante se une al ADN de doble cadena sin
importar su secuencia, generando sefal, como es el caso de los dimeros
de oligonucledtido o productos de PCR indeseados. Por lo que es de
suma importancia un correcto disefio de oligonucledtidos y un cuidadoso

control durante el desarrollo del ensayo (Tevfik, 2006).

Para evitar esto, es indispensable la optimizacién del proceso y el
analisis de la curvas de disociacién, el cual nos muestra que dichos

oligonucledtidos no formen dimeros, asi como que no se produzcan
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productos inespecificos, lo cual se ve reflejado en el nUmero de picos de
disociacion. A continuacidon se muestra un ejemplo de curvas de
disociacion. En la Figura 10, panel a) se observa un solo pico, el cual
corresponde a la temperatura de disociaciéon del producto esperado,
pero por otro lado, Figura 10, panel b) se observan dos picos, uno de

menor temperatura de disociacidén, el cual corresponde a dimeros de

oligonucledtidos, por su menor tamafo,

temperatura de disociacion, el cual corresponde al producto esperado.
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Figura 10. Analisis de disociacion de un qPCR usando SYBR Green: a)
Pico de disociacion de 1 solo fragmento; b) Pico de disociacion de un
fragmento con la presencia de dimeros de oligonucledtidos (Ponchel, y

otros, 2003).
1.7.3.

Sonda de hidrolisis (TaqMan)

Otra de las tecnologias mas utilizadas en la gPCR es la de las sondas de
hidrdlisis, en la cual la tecnologia TagMan es la mas conocida y utilizada.
Esta tecnologia es conocida también como ensayo 5  nucleasa. Estas
sondas consisten de una molécula de cadena sencilla de ADN la cual
contiene un colorante reportero 5°, asi como un apagador 3° que inhibe
la emision de fluorescencia debido a la proximidad con el reportero.
Estas sondas se alinean a un sitio especifico sobre el ADN molde,

localizado entre las posiciones de los oligonucledtidos en sentido vy
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antisentido. Durante la amplificacidon, la ADN polimerasa extiende el
oligonucleétido y alcanza la sonda alineada. La actividad exonucleasa 5°
de la ADN polimerasa actia en el nucleétido terminal 5° de la sonda
junto con el colorante reportero, liberandolo dentro de la mezcla de
reacciéon. Esta accién resulta en la separacion fisica del colorante
reportero del apagador y consecuentemente, el colorante reportero es
capaz de emitir una fuerte fluorescencia. A diferencia de SYBR Green,
las sondas TagMan se unen Unicamente a un sitio especifico del ADN
molde (Takara Bio USA, 2012).
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Figura 11. Representacion grafica de la quimica de TagMan durante la
gPCR (Rodriguez & Rodriguez, 2006).

Esta tecnologia presenta una alta sensibilidad y tiene una gran
capacidad de multiplex al afladir a la reaccidén sondas de distintos genes
de interés, cada una con un fluoréforo distinto, detectando los niveles de
expresion de todos los genes en una sola reaccion. Sin embargo el alto
costo de la técnica limita el uso de esta tecnologia (Wong & Medrano,
2005).
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1.7.4. Métodos de cuantificacion
Existen basicamente dos métodos de cuantificacién, que dependiendo

del tipo de aplicacién, se determinara cual es el mejor a usar.

1.7.4.1. Cuantificacion absoluta
El modelo de cuantificacion absoluta, permite determinar el numero

exacto de moléculas de ADN presentes en una muestra determinada,
para lo cual es necesario utilizar una curva de calibracién a partir de un
stock de estandares de concentracién finamente conocida y determinada
por otra técnica en la cual las unidades estén expresadas en numero de
copias, ng/uL, umol/uL de la secuencia blanco en especifico.

Este tipo de analisis es necesario para determinar cargas virales,
agentes patdgenos, terapia génica, cuantificacion de microorganismos
genéticamente modificados, en donde es preciso saber el nimero exacto

de copias o cantidad de material genético para la secuencia blanco.

1.7.4.1.1. Curva estandar cuantificacion absoluta
La curva tipo o curva de calibracién se construye a partir de valores de

Ct obtenidos para cada estandar y graficados contra el logaritmo de la
concentracion correspondiente. Sobre esta curva de calibracién, se
interpola directamente el valor de Ct de las muestras problema para
obtener de esta forma su concentracion expresada en escala
logaritmica, el valor del antilogaritmo expresa el valor exacto en las

unidades de los estandares empleados para construir la curva patrén.

1.7.4.2. Cuantificacion relativa
En este caso al igual que en el método de cuantificacidn absoluta, es

necesario construir al menos una vez una curva estandar de calibracion,
pero a diferencia de los estdndares utilizados para cuantificacion
absoluta, no es necesario saber la cantidad precisa de la secuencia
blanco de interés, basta con saber la cantidad de ADN/ARN total que se

esta utilizando, ya que la comparacion cuantitativa del acido nucleico
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blanco se expresa en érdenes de magnitud relativas a un calibrador. En
este tipo de cuantificacidn, es necesario incluir una referencia activa de
amplificacién, la cual se refiere a la amplificacién de un blanco diferente
de expresion constitutiva a partir de la misma muestra de ARN o ADN de
cada muestra o tejido, bajo las condiciones experimentales. El valor
obtenido del gen de interés, se divide entre el valor obtenido para la
referencia activa para normalizar los resultados y asegurar que las
variaciones observadas en expresidon, sean realmente debidas a cambios
de expresidn y no a cantidad variable de muestra anadida entre dos
ensayos. Los controles mas comunmente utilizados como referencia
activa son GAPDH y 18s, sin embargo existe un gran numero de
ensayos ya optimizados con distintos genes de expresidon constitutiva.
Una vez normalizado el resultado de expresidon con respecto al control
endogeno o referencia activa, este valor se divide entre el valor de otro
ensayo elegido como calibrador (condicién, tejido, tratamiento, etc.) lo
que resulta en un orden de magnitud con respecto al calibrador
(Biosystems, 2009).
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2. Objetivos

2.1. Objetivos generales

Desarrollar métodos de PCR punto final y gPCR, basados en la
deteccion del gen PKS4 implicado en la produccion de
zearalenona, para la deteccién y cuantificacion de hongos
productores de esta micotoxina en trigo.

Disponer de técnicas rapidas y especificas para la deteccidon de F.
graminearum, que permitirdn mejorar el control de proveedores y

la seguridad de su comercializacion.

2.2. Objetivos particulares

Disefiar oligonucledtidos especificos para la detecciéon del gen
PKS4, el cual estd involucrado en la produccion de zearalenona, y
del gen BTub, como gen enddgeno de F. graminearum.

Estandarizar los métodos de PCR punto final y gPCR para la
deteccion y cuantificacidn de F. graminearum en trigo.

Realizar las curvas estandar para ambos genes, las cuales
cumplan con los parametros adecuados, y poder ser usadas para

cuantificar el ADN del hongo en muestras de trigo.

Realizar la cuantificacion de F. graminearum en muestras
artificialmente contaminadas y en muestras para consumo

humano de la Central de Abasto de la Ciudad de México.
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3. Metodologia
3.1. Diseiio de oligonucleétidos

Se consulté en la base de datos del National Center for Biotechnology
Information (NCBI), las secuencias de los genes Policétido sintasa (No.
de acceso: AY495629), y del gen B-tubulina (No. de acceso: DQ459636)
el cual funciond como gen enddgeno de F. graminearum.

A partir de cada secuencia se realizd el disefio de oligonucledtidos,
usando el programa primer-BLAST del NCBI. Se seleccionaron los
oligonucleétidos tomando en cuenta el contenido de GC, asi como la
temperatura de alineamiento (Tm) entre el oligonucleétido en sentido y
el de antisentido. Posteriormente, se realizd un analisis para determinar
si existia la posibilidad de formacion de horquillas, dimeros vy
heterodimeros a cada oligonucledtido seleccionado, mediante el

programa OligoAnalizer.

3.2. Extraccion de ADN de cepas puras
Se emplearon cuatro cepas micotoxigénicas de F. graminearum (F40,
F41, F53 y F60), donadas de la coleccién de cultivos de la Unidad de
Investigacion de Semillas, UNAM. Se inoculé medio YPD (extracto de
levadura, bactopeptona, glucosa) con cada una de las cepas, y se
incubaron a 29 °C, 150 rpm durante 5 dias. Se realizé un filtrado del
medio liquido a través de un filtro Whatman. El procedimiento de
extraccion se realizé como lo describié Gonzalez-Osnaya & Farrés, 2011.
El cual consistio en pesar 350 mg de micelio y colocarlo en tubos de
microcentrifuga de 1.5 mL. El material micelar fue suspendido en 500 pL
de un solucidén, la cual contenia 0.2M Tris-HCI (pH 7.5), 0.5M NadCl,
0.01M EDTA y 1% SDS. Aproximadamente 0.2 g de perlas de vidrio de
diferentes tamafios (1.0/0.5/0.1 mm) fueron agregados para romper la
pared celular. Los tubos fueron colocados en vortex durante 10 min a

velocidad maxima. Después, los tubos fueron centrifugados durante 10
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min a 11,000 rpm. Posteriormente, los sobrenadantes fueron
decantados a nuevos tubos y el procedimiento de extraccion fue
repetido. El sobrenadante recolectado se traté con RNAsa (SIGMA), la
cual se dejo actuar por 1 hora a temperatura ambiente. Un volumen
igual de fenol/cloroformo/alcohol isoamilico (25:24:1, v/v) (SIGMA)
fueron agregados a cada tubo, los tubos fueron colocados brevemente
en vortex y centrifugados durante 5 min en una microcentrifuga. La fase
acuosa fue transferida a un nuevo tubo y extraida nuevamente con un
volumen igual de cloroformo/alcohol isoamilico (24:1, v/v). Los tubos
fueron mezclados vigorosamente y centrifugados durante 5 min a
11,000 rpm. El sobrenadante fue transferido a un nuevo tubo Eppendorf
y 2.5 volimenes de isopropanol frio fueron agregados para la
precipitacion de ADN. Los tubos fueron incubados a -20 °C durante 1
hora, y centrifugados a 4°C por 10 min a 14,000 rpm. Los pellets fueron
lavados dos veces con etanol frio al 70%, y resuspendidos en agua
estéril grado biologia molecular (MO BIO).

La pureza y concentracion del ADN extraido se analizaron midiendo la
absorbancia a 260 nm y 280 nm, por medio del programa Gen5 Take3
(Epoch, BioTek Instruments Inc., Vermont, USA). La calidad del ADN
extraido se evalué6 mediante electroforesis en gel de agarosa al 1%
(p/v) tefiido con bromuro de etidio. El ADN extraido fue almacenado a -
4 °C.

3.3. PCR punto final
La PCR fue llevada a cabo en una mezcla de reaccion de 50 pL, la cual

fue preparada de acuerdo a la Tabla 6.
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Tabla 6. Volumenes agregados de los reactivos usados para PCR punto

final
Reactivo Concentracion Concentracion Volumen
Inicial HLEL agregado
Buffer de 10x 1x 5
reaccion
Polimerasa Pfu 2.5 U/pL 1.25 U 0.5
dNTPs 10 mM 0.2 mM 1
Oligonucleoétido 10 uM 0.2 uM 1
sentido
Oligonucleoétido 10 uM 0.2 uM 1
antisentido
ADN molde 200 ng/pL 1000 ng 5
Agua 36.5
Volumen final 50

La amplificacion del ADN fue realizado en un termociclador Axygen
Maxygene con gradiente de temperatura, usando inicialmente 5 minutos
de desnaturalizacién a 95 °C, seguido por 35 ciclos que incluyeron 1
minuto de desnaturalizacién a 95 °C, 50 segundos a 67.3 °C para
alineamiento de oligonucledtidos; 1 minuto de extensién a 72 °C
seguido por una extension final de 10 minutos a 72 °C. Los amplicones
fueron observados mediante un gel de agarosa al 2% (p/v), teiidos con

bromuro de etidio y observados a luz UV.

3.4. Especificidad de oligonucledtidos y secuenciacion de
productos de PCR
Para verificar la especificidad de los oligonucledtidos sobre el gen de

interés, se realizaron reacciones de PCR punto final con el ADN extraido
de las 4 cepas micotoxigénicas (F40, F41, F53 y F60), asi como con ADN
de trigo previamente lavado con hipoclorito de sodio. Se realizd un gel
de agarosa al 2% para observar los amplicones, y su posterior
purificacidn mediante el kit GenElute Minus EtBr Spin Columns (SIGMA-
ALDRICH, USA).
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Para la purificaciéon de los amplicones. Se colocd una columna GenElute
dentro de un tubo de 1.5 mL. Se pre-lavo la columna, agregando 100 pL
de 1X TE (10mM Tris, pH 8.0, y 1 mM EDTA). El tubo se centrifugd a
16,000 rpm por 10 segundos. Se transfirié la columna a un nuevo tubo.
Se cortd la banda con el producto de interés del gel de agarosa, y se
colocd dentro de la columna prelavada. Se centrifugd la columna a
16,000 rpm durante 10 minutos. Posteriormente, se realizd una
precipitaciéon para purificar el producto, al volumen recolectado, se le
adicionaron 0.1 volumenes de acetato de sodio (3 M, pH 5.2), y 2.5
volimenes de etanol absoluto. Se incubd a temperatura ambiente
durante 2 horas. Pasado el tiempo de incubacién, se centrifugé 15
minutos a 16,000 rpm, y se descartd el sobrenadante. Se realizé un
lavado con 70% de etanol, y se resuspendid el pellet en agua grado
biologia molecular.

Cada amplicén se secuencid en la compainia MacroGen (Japon) para

confirmar la amplificaciéon del gen deseado.

3.5. Muestreo
Muestras de trigo para consumo humano fueron recolectadas en el

mercado de la Central de Abasto de la Ciudad de México, de acuerdo a
los métodos de muestreo y analisis para el control oficial de niveles de
micotoxinas en alimentos (Commission, 2006). Se tomaron diez
submuestras de 0.1 kg cada una, del mismo lote; combinando todas las
submuestras el tamafo total fue de 1 kg para cada muestra. Todas las
muestras fueron almacenadas en bolsas de plastico y mantenidas en

refrigeracion hasta su analisis.

3.6. Conteo en placa de muestras
Se homogeneizd cada muestra (1 kg), se distribuyé en una superficie

rectangular y se dividié en forma de cruz para realizar el cuarteo. De las

4 partes, se tomd material proveniente de los dos extremos que no

35



estaban juntos. Estos dos extremos se homogeneizaron y se repitid el
procedimiento hasta obtener aproximadamente 20 gramos de muestra,
los cuales fueron finamente pulverizados en un molino eléctrico marca
Krups. Posteriormente, se realizaron las diluciones consecutivas de
acuerdo al punto 8 de la NOM 110-SSA1-1994, “Bienes y Servicios.
Preparacion y dilucion de muestras de alimentos para su analisis
microbioldgico”. Se pesaron 10 g de la muestra molida y se colocaron en
un matraz con 90 mL de solucién reguladora de fosfatos estéril (pH 7,2),
la cual fue homogeneizada. Se permitié que las particulas grandes se
sedimentaran. Se transfiri6 1 mL de esta dilucion a un tubo con 9 mL del
mismo diluyente estéril y se homogeneizé. El proceso se repitié hasta
obtener una dilucién de 10™.

Una vez elaboradas las diluciones, se realizé el plagueo de las muestras
de acuerdo al punto 9 de la NOM-111-SSA1-1994, “Bienes y Servicios.
Método para la cuenta de mohos y levaduras en Alimentos”. Se colocé
por duplicado en cajas Petri 1 mL de la dilucién correspondiente. Se
vertio de 15 a 20 mL de agar papa dextrosa acidificado (pH 3.5),
adicionado con cloranfenicol (0,5 g/L) como antibacteriano y rosa de
bengala (50 mg L) para controlar el crecimiento extendido de hongos y
permitir un mejor conteo de las colonias.

Se mezcld cuidadosamente el medio con seis movimientos de derecha a
izquierda, seis en el sentido de las manecillas del reloj, seis en el sentido
contrario y seis de atras para adelante, sobre una superficie lisa. Se
permiti6 que la mezcla se solidificara. Las cajas se colocaron en
incubacion a 29 °C, y se realizd el conteo de cada placa después de 3, 4
y 5 dias de incubacién. Después de 5 dias, se seleccionaron aquellas
placas que contenian entre 10 y 150 colonias. Si alguna parte de la caja
mostraba crecimiento extendido de mohos o si era dificil contar colonias
bien aisladas, se consideraron los conteos de 4 dias de incubacién y aun
de 3 dias.
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3.7. Extraccion del ADN de muestras de trigo
Se realizdé la extraccion por medio del kit FastID (GeneticID, USA). Se

pesaron 200 mg de muestra, previamente molidos y homogeneizados y
se mezclaron con 1000 pL de una premezcla de 1000 pyL de buffer de
lisis, y 10 uL de solucion de proteinasa K. Se colocd en vértex
brevemente hasta obtener una solucién homogénea. Se incub6 a 65 °C
por 30 minutos, se agregd un volumen igual de cloroformo, y se
centrifugd a 10000 rpm por 5 minutos en una microcentrifuga. La fase
acuosa se recolectd en un nuevo tubo y se repitié la extraccién con
cloroformo. Se recolecto6 la fase acuosa en un tubo de 2 mL.

Se agregd un volumen igual de buffer de unidn y se colocéd en vortex
brevemente. Se centrifugd a 10000 rpm por 5 minutos. Se pasé el
sobrenadante a través de la columna de uniéon de ADN, centrifugando a
10000 rpm por 5 minutos. Se descartoé el filtrado. Se lavd con 800 uL de
buffer de lavado, centrifugando a 10000 rpm por 5 minutos, y se
descarté el filtrado. Se lavd tres veces con 800 pL con etanol 75%,
centrifugando a 10000 rpm por 2 minutos en cada lavado. Se realizo
una centrifugacion adicional a 10000 rpm por 1 minuto.

Se transfirio la columna a un tubo de 1.5 mL. Se agregaron 100 pL de
buffer 1xTE. Se incubd por 5 minutos a 65 °C y se centrifugd
nuevamente en las condiciones anteriormente descritas para eluir el
ADN. La integridad del ADN se analizd mediante una electroforesis en
agarosa al 1%. La pureza y concentracion se analizaron midiendo la
absorbancia a 260 nm y 280 nm en formato de nanogota, por medio del
programa Gen5 con el accesorio Take3 del espectro EPOCH, BioTek. Las

extracciones fueron almacenadas a 4 °C.

3.8. Muestras artificialmente contaminadas
Como primer paso para la contaminacion intencional de F. graminearum
a muestras de trigo, se realizdé la cosecha de esporas del hongo. Se

sembré la cepa micotoxigénica F40 en 10 cajas Petri con medio PDA (BD
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Bioxon), durante 5 dias. Posteriormente, se depositd 5 mL de Tween 80
al 0.1% estéril por cada caja. Se realizé un raspado con un asa estéril y
enfriada. Se recuperd el Tween 80% de cada caja y se depositd en un
tubo Falcon, y se centrifugd a 10000 rpm durante 15 minutos. Se retird
el sobrenadante y se agregd el mismo volumen de agua desionizada
estéril, y se resuspendid el pellet. Se centrifugd nuevamente, y la
operacion fue repetida dos veces mas. El pellet obtenido finalmente se
resuspendid en 5 mL de agua desionizada estéril.

Para el conteo de esporas, se realizé una dilucion de la suspension de
esporas. Se tomaron 10 pL de la suspensién de esporas y se agregaron
900 pL de agua estéril. De esta diluciéon se tomaron 20 pL y se colocaron
en la camara de Neubauer para el conteo de esporas en el microscopio.
Posteriormente, obtenido el nimero de esporas en la suspensién, se
realizaron diluciones para obtener suspensiones de una concentracion de
4x10°, 4x10%, 4x103, 4x10% y 4x10! UFC/mL.

Por otro lado, se colocaron 50 gramos de trigo en 12 matraces
Erlenmeyer de 125 mL, y se sometieron a esterilizacion (15 minutos,
121°C). Se inocularon 5 mL de una dilucién diferente para cada matraz,
cada dilucién se inoculd por duplicado; para obtener las siguientes
concentraciones: 4x10%, 4x10°, 4x102, 4x10' y 4 UFC/ gramo de trigo.
Los dos matraces sobrantes se usaron como control, a los cuales se les
adicioné 5 mL de agua estéril.

Un juego de matraces se incubé a 29°C durante 6 semanas, y
posteriormente se realizé la extracciéon de ADN con el kit FastID. Al otro
juego de matraces, se le realizd la extraccion de ADN inmediatamente
después de la inoculacion, por medio del método de FastID.

La concentracion y pureza de los ADN obtenidos de las muestras
artificialmente contaminadas se determinaron mediante el espectro

EPOCH con el programa Gen5 y el accesorio Take3 para el formato de
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nanogota (BioTek). Se realizd el gPCR de las muestras artificialmente

contaminadas con las condiciones descritas en la seccion 3.3.

3.9. Estandarizacion del PCR tiempo real (qPCR)
El gPCR fue realizado en un Sistema de PCR tiempo real 7500 de Applied

Biosystems, y usando la master mix SYBR Green PCR (Applied
Biosystems, UK). Cada pozo contenia los reactivos necesarios mostrados
en la Tabla 7, llegando a un volumen final de 12.5 pL.

Como primer paso se elaboraron las curvas de disociacién de los
oligonucledtidos con el fin de observar si se formaban dimeros o
subproductos los cuales interfirieran en la cuantificacion, estas pruebas
se realizaron con las cuatro cepas micotoxigénicas de F. graminearum
(Fu40, Fu41, Fu53 y Fu60), y con ADN de trigo lavado previamente con
hipoclorito de sodio. Cada prueba se realizd por triplicado, asi como
cada cepa fue probada con los 2 pares de oligonucledtidos disefados.
Para la realizacién de estas curvas se agregaron 5 pL de una dilucién del
ADN de las cepas micotoxigénicas con concentracion de 20 ng/uL para

asi obtener 100 ng de ADN en el volumen final de la reaccién.

Tabla 7. Concentraciones y reactivos para la realizacién del gPCR.

Vol.

Reactivo Inicial final Adicionado
(KL)

Concentracion Concentracion

SYBR Green PCR

Master Mix 2X X °:2>
Oligonucleotido 10 uM 200 nM 0.25
forward
Oligonucleotido 10 uM 200 nM 0.25
reverse
ADN molde 20 ng/ pL 100 ng totales 5
Agua - - 0.75
Total 12.5
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El equipo fue programado con el siguiente protocolo: 10 minutos a 95
°C para activacion de la enzima. Seguido por 40 ciclos que incluyeron:
15 segundos de desnaturalizacion a 95 °C, 1 minuto de alineamiento y
extensidén a 60 °C, seguido de un ciclo final de 15 segundos a 95 °C, 1
minuto a 60 °C y 15 segundos a 95 °C, durante el cual se elaboré la
curva de disociacion.

Una vez comprobado que no existia la formacién de dimeros de
oligonucledtido u otro producto, se procedid a realizar la curva estandar
para cada gen usando el ADN gendmico de una de las 4 cepas
micotoxigénicas de F. graminearum. Se realizaron diluciones seriadas de
ADN de 20 ng/pL, 2 ng/pL, 0.2 ng/pL, 0.02 ng/pL y 0.002 ng/uL. Para
cada dilucidn, se realizd la reaccidon de gqPCR por triplicado con cada uno

de los pares de oligonucleétidos.
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4. Resultados y discusion
4.1. Diseiio de oligonucleétidos
El disefio de oligonucleétidos se realizd mediante el programa primer-
BLAST con las secuencias de los genes anteriormente citados,
consultadas en la base de datos del NCBI (National Center for
Biotechnology Information). Dado que el ensayo de gPCR se realizd
usando como compuesto fluorescente a SYBR Green, éste tiene la
inconveniencia de que no es especifico pues se une a cualquier producto
de doble cadena, por lo que detecta productos inespecificos y dimeros
de oligonucledtidos. Estos problemas se reducen si el disefio de
oligonucledtidos se realiza con precision y cuidadosamente. Por estas
razones es deseable que los oligonucledtidos cumplan ciertas
condiciones (Martin, 2010):

e Deben tener longitudes de entre 19 a 25 nucledtidos.

e Contenido de GC debe ser entre 40 a 60%

e El contenido de GC de los oligonucledtidos de la misma reaccidn

deben ser similares.
e Deben ser complementarios a las regiones deseadas.
e Las temperaturas de fusion de los oligonucleétidos usados en la
misma reaccién deben ser similares.
e Las secuencias de lo oligonucledtidos no deben formar horquillas

internas ni sean complementarias entre si.
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Tabla 8. Secuencia de oligonucleétidos, tamafno del producto de PCR
esperado y gen blanco.

Tamano
bR I Secuencia Inicio | Alto =
Oligonucledtido blanco producto

(bp)
Gen
PKS4F policétido TGCTGGCGGTGTCGGAATGATC 672 693
sintasa
(PKS4) 200
PKS4R Gibberella | GGATGACTGCCCTGATGTTGTC 871 | 850
zeae
BTUBF GTGCCCTTGATTGTACCCCGCC 72 93
Gen beta-
tubulina
Gibberella 184
zeae
BTUBR TCCCTCCGACGAGATGGAAGAGCA | 255 232

Se ha descrito en la literatura que el tamano del amplicén no debe
exceder a las 300 bp (idealmente es de 50-250 bases). Amplicones
pequenos ofrecen resultados mas consistentes, debido a que el PCR es
mas eficiente y mas tolerante a las condiciones de reaccion (Tevfik,
2006).

Se seleccionaron los oligonucleétidos mostrados en la Tabla 8 de las
opciones presentadas para cada par de oligonucleétidos, tomando en
cuenta parametros tales como tamafo de producto, %GC, especificidad
de oligonucledtidos y tamano de oligonucleétido. Todos los productos de
PCR esperados tienen un tamafio entre 180 a 200 bp. Posteriormente,
se realizé un analisis de cada oligonucleétido con el programa BLAST, el
cual realiza una comparacion de la secuencia del oligonucledtido contra
multiples secuencias de base de datos, encontrando las secuencias con
mayor parecido. Un parametro muy importante proporcionado por este
analisis es el valor E, el cual es el nUmero esperado de veces que se

puede obtener un alineamiento particular que sea producto del azar, por
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lo que entre menor sea el valor de E, menos probabilidad de que el
alineamiento se deba uUnicamente al azar y por tanto mas posibilidades
tiene de representar una posible homologia. Un valor E muy confiable es
menor a 0.02, un valor E entre 0.02 y 1 es posible indicador de
homologia. Mientras tanto, un valor E mayor a 1 debe analizarse con
mucha cautela, pues probablemente se deba mas al azar que a un
fundamento bioldgico particular (Lesk, 2002). Como se observa en la
Tabla 9, todos los oligonucleétidos obtuvieron un valor de E por debajo

de 0.02, por lo que son muy confiables.

Tabla 9. Valores E, obtenidos mediante analisis BLAST de
oligonucledtidos seleccionados

PKS4F 0.006
PKS4R 0.006
BTUBF 0.006
BTUBR 0.006

Asi mismo se realizé un analisis mediante el programa OligoAnalizer 3.1
desarrollado por Integrated DNA Technologies (IDT). Este programa
toma en cuentas variables termodindmicas, tales como; la energia libre
de Gibbs, entalpia y entropia para determinar la probabilidad de la
formacién de dimeros, horquillas y/o heterodimeros. Entre mas negativo
sea un valor de AG de una estructura secundaria, es mas probable que
experimentemos problemas con el ensayo de PCR. El IDT reporta que
oligonucledtidos con un valor de AG mayor de -9 kcal/mol pueden
causar problemas en la reaccién de PCR. Este valor es principalmente
una guia para el disefio de oligonucleétidos. Idealmente los valores de
AG deben ser mas positivos que -9 kcal/mol; sin embargo, esto no es

garantia de que no se presenten problemas durante el ensayo de PCR.
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En la Tabla 10 se muestran los valores de AG para dimeros y

heterodimeros, todos los valores son mayores a -9 kcal/mol.

Tabla 10. Valores de AG obtenidos por el programa OligoAnalizer para
formacién de dimeros y heterodimeros.

Oligonucleodtidos | AG dimeros | AG heterodimeros
PKS4f -4.62 -6.21
PKS4r -3.14
BTubf -3.65 -5.09
BTubr -4.64

Sabiendo que los oligonucledtidos cumplen con los parametros
mencionados anteriormente, se sintetizaron por medio de la compafia

Invitrogen.

4.2. Extraccion de ADN cromosomal de cepas micotoxigénicas de
Fusarium
Como primer paso, antes de la extraccion, se comprobd la pureza de las

cepas micotoxigénicas. Cada cepa se sembrdé en medio PDA, y se
observaron las caracteristicas morfoldgicas. Como se observa en la
Figura 12, todas las cepas presentaban una coloracidn rojiza, principal
caracteristica de este género, asi como un halo blanco en la parte

inferior del agar; el micelio aéreo es blanco algodonoso y abundante.
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Figura 12. Caracteristicas morfoldgicas de las cepas micotoxigénicas de
F. graminearum.

Se realizé la extraccion de ADN cromosomal de las cepas puras (F40,
F41, F53, F60), de acuerdo a Gonzalez-Osnaya y Farrés, 2011. Se
analizd6 la pureza del ADN extraido mediante la medicién de la
absorbancia a 280 nm y 260 nm. Una relacibn mayor a 1.8 es
generalmente aceptada como puro. Si la relacidn es apreciablemente
mas baja, puede indicar la presencia de proteina, fenol u otros
contaminantes que absorben fuertemente cerca de 280 nm. Es
importante realizar el andlisis de pureza, ya que algunos contaminantes
procedentes del propio proceso de extraccién o de la matriz alimentaria
pueden inhibir las reacciones de PCR (Hughes & Moody, 2007). Los
datos obtenidos son mostrados en la Tabla 11, en la que se aprecia que

todas las relaciones 260/280 estan por arriba de 1.8, por lo que se
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puede afirmar que estan libres de proteina y de compuestos fendlicos, o
gue estan en concentraciones bajas que no interferirdn en el analisis
posterior. Asi mismo, se determind la concentracion del ADN extraido,

dando rendimientos muy altos, por arriba de los 1000 ng/puL.

Tabla 11. Cuantificacidn de las extracciones de cepas puras, y relacion
de absorbancia 260/280 nm

Cepa Concentracion de ADN (ng/pL) Relacion 260/280

F40 1722.61 2.144
F41 3452.12 2.048
F53 1075.05 2.119
F60 1351.59 2.269

Otra caracteristica que se debe analizar antes de realizar el ensayo de
PCR, es la integridad del ADN a usar, debido a que si el ADN se
encuentra muy degradado, la reaccibn no tendra una eficiencia
adecuada ya que posiblemente la secuencia blanco a los oligonucleotidos
se encuentre degradada. En la Figura 13, se muestra que el ADN
obtenido en la extraccién esta libre de ARN, aunque debido al método de
extraccidon se observa una pequefia porciéon del ADN degradado, la cual
es tenue encontrandose en su mayoria integro y por lo tanto se puede

realizar la PCR.
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Figura 13. ADN cromosomal extraido de las cepas puras en
electroforesis en gel de agarosa al 1%. 1° carril: Marcador 1Kb
(Fermentas), 2° carril: cepa F40, 3° carril: cepa 41, 4° carril: cepa 53,
5° carril: cepa 60.

4.2.1 PCR punto final con ADN de cepas micotoxigénicas

Una vez obtenido el ADN de las cepas micotoxigénicas, se procedié a
realizar el PCR punto final siguiendo el protocolo descrito en la seccién
3.3. Posteriormente se realizd una electroforesis en gel de agarosa al
2% para verificar la obtencidon de los productos deseados. En la Figura
14 se observa que para ambos pares de oligonucledtidos, se obtiene un
solo producto de PCR del peso esperado para las 4 cepas
micotoxigénicas. También se probd cada par de oligonucledtidos con
ADN trigo, con el cual no se observd amplificacién de ningun producto
con los dos pares de oligonucleétidos, por lo que no existe homologia de

F. graminearum y el ADN de trigo.
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Figura 14. Productos de PCR punto final de las cepas micotoxigénicas de

F. graminearum en electroforesis en gel de agarosa al 2%. a) Gen PKS4,

b) Gen BTub. 1° carril: M (marcador de bajo peso molecular Fermentas).

2° carril: blanco de reaccién. 3° carril: cepa F40. 4° carril: cepa 41. 5°
carril: cepa 53. 6° carril: cepa 60. 7° carril: trigo.

4.2.2. Secuenciacion de productos obtenidos en PCR punto final

Los productos obtenidos del PCR de los genes blanco fueron purificados
del gel de agarosa y posteriormente, secuenciados en MacroGen
(Japdén). Cada producto fue secuenciado con cada uno de sus
oligonucledtidos (forward y reverse), por lo que, se obtuvieron dos
secuencias para cada producto. Estas dos secuencias fueron alineadas
junto con la secuencias del gen blanco, para observar homologia. Como
se observa en la Figura 15, en ambos productos, las dos secuencias del
producto obtenidas se alinean con el gen blanco con una alta identidad.
El producto esperado para el gen PKS4, como se muestra en la Tabla 8,
es de un tamano de 200 pb, el cual comienza a ser sintetizado a partir
del nucledtido 672 del gen hasta el nucleétido 871, lo cual se observa en
los alineamientos, por lo que se puede asegurar que se obtuvo el

producto deseado mediante los oligonucledtidos PKS4. Esto mismo se
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puede decir respecto al gen BTub, comparando y alineando las
secuencias con los datos mostrados en la Tabla 8.
a) PKS4
———
51 660 6N 680 6% M0 M0 M M M W W M M
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Figura 15. Secuencias y alineamiento del producto de PCR punto final
obtenido con los oligonucledtidos de los genes blanco a) PKS4 vy, b)
BTub.

4.3. Tratamiento de muestras de trigo para consumo humano
Las muestras fueron recolectadas en la central de Abasto de la Ciudad
de México, de acuerdo a lo descrito en la metodologia, y almacenadas a

4 °C hasta su analisis.

4.3.1. Conteo en placa
Se realiz6 plaqueo de las muestras en medio PDA, las cajas se incubaron
a 29°C, vy se realizé conteo de colonias al tercer, cuarto y quinto dia. Los

resultados del conteo se muestran en la Tabla 12. Ninguna de las




muestras presentd alguna colonia con caracteristicas similares a  F.
graminearum, ademas de que no presentaban una alta contaminacion
de hongos.

Tabla 12. Conteo en placa de muestras de trigo procedentes de la
central de abasto.

Muestra 3er dia de 4to dia de 5to dia de

incubacion incubacion incubacion
107! 1072 103 107! 1072 1073 1071 1072 1073

A 134 9 0 140 11 0 149 11 0 14x10°
123 4 1 132 6 1 139 6 1
B 4 0 0 4 0 0 4 0 0 25%*
1 0 0 1 0 0 1 0 0
C 1 0 0 2 0 0 3 0 0 25%*
0 0 0 1 0 0 2 0 0
D 2 1 0 2 1 0 2 1 0 15%
0 0 0 0 0 0 1 0 0
E 115 41 2 128 42 3 >150 46 4 34x10?
113 35 2 119 36 2 132 43 2

*Valor estimado

4.3.2 Extraccion de ADN de muestras de trigo

La extraccion de ADN de las muestras se realizé por duplicado con el kit
FastID, el cual ha sido usado en una amplia variedad de muestras, como
semillas, plantas, alimentos y tejido animal. Este kit es altamente usado
para analisis de alimentos transgénicos, demostrando una alta calidad
de extraccién y pureza (Aportela, Fernandez Suarez, & Rocha Munive,
2008). Asi mismo se ha reportado su uso para obtencidn de ADN en
diferentes cereales, como maiz, trigo, arroz y cebada; demostrando una
obtencién de ADN puro y sin posibles inhibidores que pudieran interferir

en el desarrollo de la PCR.

4.3.3. PCR punto final del ADN de muestras de trigo
Cada extraccion individual de las muestras fue sometida a PCR punto

final por triplicado, con 100 ng de ADN en el volumen final de la
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reaccién con cada uno de los pares de oligonucleétidos. No se observéd
producto en los geles de agarosa al 2% para ninguno de los pares de
oligonucledtidos, lo cual concuerda con los resultados obtenidos en la
cuantificacion en placa, en la cual no se detectaron colonias con

morfologia caracteristica de F. graminearum.

4.4. PCR Tiempo real (qPCR)

4.4.1. Curvas de disociacion

Como primer paso para el desarrollo de la metodologia de gPCR, se
debe comprobar que los oligonucleétidos no formen dimeros o productos
inespecificos, ya que esta metodologia con la quimica de SYBER Green
al ser mas sensible que el PCR punto final, puede detectar
concentraciones muy bajas de éstos o de cualquier otro producto
inespecifico, los cuales pueden interferir en la cuantificacion de la sefal
de fluorescencia.

Se realiz6 el gPCR en el equipo 7500 de Applied Biosystems, y usando la
master mix SYBR Green PCR (Applied Biosystems, UK). La reaccién se
llevé a cabo en un volumen final de 12.5 yL con 100 ng de ADN en el
volumen final de la reaccion. Se usé el ADN de las cepas
micotoxigénicas como control de F. graminearum. Cada par de
oligonucledétidos se probd, tanto con el ADN de Ilas cepas
micotoxigénicas y con el ADN de trigo control libre de F. graminearum,
por triplicado.

Como se observa en la Figura 16, con ambos pares de oligonucleétidos
no se obtiene ningun producto en las reacciones con ADN de trigo, por
lo que; se puede decir que no habra interferencia del ADN de trigo y

falsos positivos al tratar las muestras.
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Figura 16. Curvas de disociacion de oligonucledtidos de PKS4 y BTub con
ADN de trigo control libre de F. graminearum.

En la Figura 17, la curva de disociacion para ambos pares de
oligonucledtidos, mostro la presencia de un solo pico el cual corresponde

al producto esperado.
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Figura 17. Curvas de disociacion para genes a) PKS4 con ADN de F.
graminearum, b) BTub con ADN de F. graminearum. Condiciones de
PCR: 10 minutos a 95 °C. Seguido por 40 ciclos que incluyeron; 15
segundos a 95 °C, 1 minuto a 60 °C, seguido de un ciclo de 15
segundos a 95 °C, 1 minuto a 60 °C y 15 segundos a 95 °C, durante el
cual se elabord la curva de disociacién. Cada reaccidon fue llevada a cabo
por triplicado.



4.4.2. Elaboracion de curvas patron

Se elaboraron las curvas patron de los genes PKS4 y BTub mediante
diluciones consecutivas de ADN de la cepa micotoxigénica F40, de tal
forma que en el volumen final de reaccién se tuvieran 100, 10, 1, 0.1,
0.01, 0.001, 0.0001 y 0.00001 ng. La reaccién se realizd por triplicado
con cada diluciéon, en un volumen final de 12.5 pL. En la Figura 18 se
muestra el diagrama de la amplificaciéon. Un diagrama de amplificacion
es una grafica de la sefal de la fluorescencia en funciéon del nUmero de
ciclos. En los ciclos iniciales de PCR hay un pequefio cambio en sefal de
fluorescencia, esto define la linea base para el diagrama de la
amplificacion. Un aumento en fluorescencia sobre la linea de fondo
indica la deteccién del producto acumulado de PCR (Cortazar & Silva,
2004). Por esta razdon es que a menor concentracion de ADN molde, se
requieren mas numeros de ciclos para que el producto acumulado de
PCR pueda ser detectado.

La amplificacion de cualquier ADN molde es definida por 4 fases: 1.-
Linea base, 2.-Exponencial; 3.-Lineal y 4.-Plana. La fase 1 o de linea
base contiene toda la amplificacion que esta por debajo del nivel de
deteccion del equipo de tiempo real. La fase exponencial esta
compuesta de las primeras sefiales detectables donde la amplificacion se
esta llevando a cabo en su velocidad maxima exponencial, y es donde se
recolectan los datos para su analisis, como se observa en la Figura 18.
En la fase lineal la eficiencia de la amplificacion comienza a disminuir. En
la fase plana es donde la amplificaciéon rapidamente cesa para el resto

de los ciclos del experimento (Tevfik, 2006).

53



1.0e+001
1.0e+000 e e e

1.0e-001

1.0e-002 LA

Delta Rn

1.0e-003

1.0e-004

1.0e-005
123 456 7 8 9101112131415161718182021 2223 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40

Niumero de ciclo

Figura 18. Diagrama de amplificacion para el gen PKS4. Condiciones de
PCR: 10 minutos a 95 °C. Seguido por 40 ciclos que incluyeron; 15
segundos a 95 °C, 1 minuto a 60 °C, seguido de un ciclo de 15
segundos a 95 °C, 1 minuto a 60 °C y 15 segundos a 95 °C, durante el
cual se elabord la curva de disociacién. Cada reacciéon fue llevada a cabo
por triplicado.

Los datos con los que se trabajan, se adquieren cuando la amplificacion
del gen de interés se encuentra todavia en la fase exponencial. Esto esta
determinado por la identificacion del numero de ciclo al cual la
intensidad de emisién del fluoréforo aumenta con respecto al ruido de
fondo (background). Este nUmero de ciclo se conoce como ciclo umbral
(Ct: threshold cycle). El Ct estd determinado en la fase exponencial de
la reaccién y es inversamente proporcional al nUmero de copias del ADN
blanco; es decir, a mayor concentracion de gen blanco, menor Ct
medido (Cortazar & Silva, 2004). Los valores de Ct se grafican en
funcion del logaritmo de la cantidad inicial de ADN gendmico para dar la

curva estandar mostrada en la Figura 19.

54



Curva Estandar
34

a2 §-

30

28

26

Ct
=

24

22

20

18

16

-2 -1.50 -1 -0.50 1} 0.50 1 1.50 2

Log CO

Figura 19. Curva estandar para el gen PKS4 con cantidades de 100 ng a
0.01 ng de ADN de Fusarium. Condiciones de PCR: 10 minutos a 95 °C.
Seguido por 40 ciclos que incluyeron; 15 segundos a 95 °C, 1 minuto a
60 °C durante el cual fue medida la fluorescencia, seguido de un ciclo de
15 segundos a 95 °C, 1 minuto a 60 °C y 15 segundos a 95 °C. Cada
reaccion fue llevada a cabo por triplicado.

La cuantificaciéon del gen de interés en las muestras, es lograda
interpolando el Ct obtenido de la muestra mediante qPCR en la curva
estandar para determinar la cantidad inicial de ADN presente en la
muestra. Un valor que se debe analizar cuidadosamente es el valor
obtenido de la pendiente de la curva estadndar, ya que indica el
porcentaje de eficiencia de la reaccién. Un valor de -3.32 corresponde a
una eficiencia de amplificacién igual al 100%, es decir; que por cada
copia presente del gen blanco se sintetiza una cadena igual. La eficiencia
es un indicador de cdmo se ha realizado la reaccién de PCR. Cuando una
pendiente se vuelve mas negativa (<-3.32) la eficiencia decrece, como
se observa en la Tabla 13, donde se muestran, como ejemplo diversos

valores de pendiente y su eficiencia correspondiente.
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Tabla 13. Eficiencia y amplificacidn de varios valores de pendiente en
una reaccion de gPCR.

Pendiente Amplificacién Eficiencia (%)

-3.60 1.8957 89.57
-3.55 1.9129 91.29
-3.50 1.9307 93.07
-3.45 1.9492 94.92
-3.40 1.9684 96.84
-3.35 1.9884 98.84
-3.32 2.0000 100.00
-3.30 2.0092 100.92
-3.25 2.0309 103.09
-3.20 2.0535 105.35
-3.15 2.0771 107.71
-3.10 2.1017 110.17

De acuerdo a Rodriguez & Rodriguez (2006), un ensayo de gPCR es
aceptable hasta con un 91% de eficiencia. La curva estandar obtenida
para el gen PKS4 (Figura 19) tiene una pendiente de -3.55, lo que indica
un valor de eficiencia del 91.29%, lo cual es aceptable para el ensayo.
La curva de calibracién del gen BTub se muestra en la Figura 20, la
pendiente obtenida de esta curva fue de -3.45, lo cual corresponde con

una eficiencia del 94.92%.
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Figura 20. Curva estandar para el gen BTub con cantidades de 100 ng a
0.01 ng de ADN de Fusarium. Condiciones de PCR: 10 minutos a 95 °C.
Seguido por 40 ciclos que incluyeron; 15 segundos a 95 °C, 1 minuto a
60 °C durante el cual fue medida la fluorescencia, seguido de un ciclo de
15 segundos a 95 °C, 1 minuto a 60 °C y 15 segundos a 95 °C. Cada
reaccion fue llevada a cabo por triplicado.

En las Figuras 18-20, se ilustran los principios basicos de la
cuantificacion en tiempo real de PCR. Cuanto mas alta es la cantidad
inicial de ADN gendmico, mas pronto se detecta el producto acumulado
en el proceso de PCR, y mas bajo es el valor de Ct. Los valores de Ct
son reproducibles en las réplicas porque el umbral se escoge en la fase
exponencial de la PCR. Esto se demuestra en la Figura 18, donde el
umbral intersecta la grafica de amplificacién en la regién donde hay una
relacién lineal entre el logaritmo del cambio en fluorescencia y el
numero del ciclo. En la fase exponencial, los componentes de la reaccion
no estan limitados y las reacciones de replicacién exhiben resultados
reproducibles y uniformes (Cortazar & Silva, 2004).

Las curvas estandar para ambos genes (PKS4 y BTub) se lograron
construir con cantidades mayores de 0.01 ng de ADN en el volumen final

de la reaccidn. Entre cada dilucidon 1:10 debe existir una separacién de
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3.3 ciclos, como se observa en la Figura 18 para las concentraciones por
arriba de 0.01 ng. Por debajo de esta concentracion, a partir de 0.001
ng, no se obtuvo la separacion de ciclos entre cada dilucién (Figura 21),
ya que se obtuvieron ciclos muy cercanos entre si, a pesar de estar
trabajando con diluciones seriadas y consecutivas. Esto se debe a que
por debajo de la cantidad de 0.001 ng, la reaccién es incapaz de
alcanzar una eficiencia 6ptima debido a la baja concentracidén presente

del gen blanco en el volumen de la reaccion.
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Figura 21. Diagrama de amplificacion para el gen PKS4 con cantidades
por debajo de 0.001 ng.

Asi mismo, las curvas de disociacién a concentraciones mas bajas
mostraban que, conforme la cantidad de ADN disminuia, se
incrementaba la aparicion de dimeros de oligonucledtidos (Figura 22).
Este comportamiento fue descrito previamente por Schnerr, Niessen &
Vogel (2000); al cuantificar el gen Tri5 en muestras de cereales, se
observé la aparicidon de un pico en la curva de disociacion entre 75 °C y
78 °C, correspondiente a dimeros de oligonucleétidos, los cuales
incrementaban al disminuir la concentracion de ADN presente en la

reacciéon. Estos dimeros se forman debido a que existen oligonucledtidos
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gue no son utilizados para la reaccién y tienden a formar dimeros, los
cuales a su vez sirven de molde. Estos dimeros interfieren en la
cuantificacion ya que, igualmente que el producto principal, emiten
fluorescencia. Por lo anterior, la cantidad de 0.01 ng se considera como
el limite de cuantificacién para ambos genes, ya que por debajo de esta
concentracion no se puede cuantificar con exactitud el gen blanco

debido a la interferencia de los dimeros de oligonucledtidos.
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Figura 22. Curvas de disociacidon para gen PKS4 con concentraciones por
debajo 0.001 ng.

4.4.3. PCR tiempo real (qPCR) con ADN de muestras de Ila
Central de Abasto

Contando con las curvas estandar para los genes PKS4 Y BTub se realizo
la gPCR con las muestras. El protocolo se realizd con las condiciones
descritas anteriormente. Cada muestra fue analizada por triplicado. Las
curvas de amplificacion son mostradas en la Figura 23, en la cuales se
observa que no muestran el comportamiento tipico de una curva de
amplificacion, ya que no se distingue una fase exponencial definida para

ambos genes.
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Figura 23. Curvas de disociacién qPCR con muestras de trigo de la
Central de Abasto de la Ciudad de México. a) Gen PKS4 y b) Gen BTub.

Siguiendo el analisis de la curva de disociacién obtenidas para las
muestras (Figura 24), donde se muestran los 3 casos que se observaron
en las diferentes muestras, las cuales presentan diversos problemas: a)
gran cantidad de dimeros, b) productos inespecificos, y c) senal de
fluorescencia por parte de los dimeros. Teniendo en cuenta los
resultados obtenidos por el conteo en placa y del PCR punto final de las
muestras, no se esperaba obtener amplificaciones en el tiempo real para
las muestras para ambos genes (PKS4 y pTub). Estas curvas de
amplificacion atipicas se deben a la fluorescencia de una gran cantidad
de dimeros, asi como a la presencia de productos inespecificos con una
Tm de 84.7 °C.
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Figura 24. Curvas de disociacion muestras de trigo de la central de
abasto de la ciudad de México donde se observa una gran cantidad de
dimeros y/o productos inespecificos.

4.4.4. Estandarizacion de qPCR

Tanto los dimeros de oligonucledtidos como la aparicidon de un producto
inespecifico, posiblemente debido a la presencia de una secuencia
similar al gen blanco en otro hongo presente en las muestras, causaron
diversos problemas en la estandarizacion del protocolo de gPCR. Para
resolver dichos problemas se decidi6 aumentar la temperatura de
alineamiento de los oligonucleétidos de 60 °C a 68 °C. Para ello, se
realizd una reaccidon control con 100 ng de la cepa micotoxigénica F40.
Asi mismo se realizd la reaccién de las muestras que presentaban

dimeros y/o la aparicion del tercer producto.

Las curvas de disociacion de las reacciones control se muestran en la

Figura 25, donde se observa que ambos pares de oligonucledtidos
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presentan un solo producto, por lo que el aumento de temperatura no

afecta en la amplificacion del producto deseado.
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Figura 25. Curvas de disociacion con una temperatura de alineamiento a
68°C. a) Gen PKS4, b) Gen BTub. Condiciones de PCR: 10 minutos a 95
°C. Seguido por 40 ciclos que incluyeron; 15 segundos a 95 °C, 1
minuto a 68 °C durante el cual fue medida la fluorescencia, seguido de
un ciclo de 15 segundos a 95 °C, 1 minuto a 60 °C y 15 segundos a 95
°C. Cada reaccion fue llevada a cabo por triplicado.

Respecto a las muestras, las curvas de disociacion muestran la
desaparicién por completo del pico del producto inespecifico que se
presentaba a una Tm de 84.5 °C (Figura 26). Esto se debe a que al
elevar la temperatura de alineamiento, los oligonucledtidos son mas
especificos a la secuencia con la que se deben alinear para llevar a cabo
la polimerizacion. Sin embargo, el pico correspondiente a dimeros de
oligonucleétidos presenta una fluorescencia muy grande, el cual
interfiere en la cuantificacion y representacion de las curvas de

disociacion.
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Figura 26. Curvas de disociacién de las muestras de trigo de la central
de Abasto de la Ciudad de México, con una temperatura de alineamiento
a 68°C.

Como estrategia para eliminar dichos dimeros de oligonucleétidos se
decidi6 agregar un paso adicional a la reaccion de qPCR,
inmediatamente después del paso de alineamiento, como se observa en
la Figura 27. Este paso adicional consiste en 31 segundos, y se realiz6 a
diferentes temperaturas, 78 °C, 79 °C y 80 °C. Esto con el fin de que al
medir la fluorescencia a una temperatura mayor que la temperatura de
disociacion de los oligonucledtidos (75.3°C), estos estuvieran
disociados, por lo que, el SYBR Green Unicamente se unira al producto
deseado; ya que este colorante sélo se une a ADN de doble cadena, y
asi se evitara la sefial de fluorescencia de los dimeros. Jiménez y Montes
(2010); observaron también la aparicién de un pico entre 72 y 75 °C en
la curva de disociacion, para evitar la sefal de fluorescencia emitida por
estos dimeros, la fluorescencia del producto principal fue detectada a 79
°C.
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Figura 27. Protocolo de estandarizacién de qPCR, al cual se le adicion6
un paso a diferentes temperaturas durante 31 segundos en el cual fue
medida la fluorescencia.

Las curvas de amplificacién para el gen PKS4, con el paso adicional
descrito previamente, son mostradas en la Figura 28, donde se realizo el
gPCR con ADN de trigo control (sin presencia de F. graminearum). Dado
gue se trabajo con ADN de trigo control, se esperaba no tener
amplificacion para este gen. Tanto en la temperatura de 78 °C y 79 °C,
se observaron curvas atipicas de amplificacion, similares a las obtenidas
por interferencia de dimeros de oligonucleétidos, sin embargo al medir
la fluorescencia a la temperatura de 80 °C, no se obtiene amplificacién
alguna, es decir, los dimeros de oligonucledtidos no interfieren a la
intensidad de la fluorescencia. Por lo que la temperatura adecuada para
la realizacidon del qPCR, es con una temperatura de alineamiento a 68
°C, vy recolectar la fluorescencia a 80 °C durante 32 segundos, a estas

condiciones se logra eliminar la interferencia de los dimeros.
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Figura 28. Curvas de amplificacién para el gen PKS4 con ADN de trigo
control a diferentes temperaturas donde se recolectd la fluorescencia.
Condiciones de PCR: 10 minutos a 95 °C. Seguido por 40 ciclos que
incluyeron; 15 segundos a 95 °C, 1 minuto a 68 °C, 32 segundos a 78,
79 u 80°C durante el cual fue medida la fluorescencia, seguido de un
ciclo de 15 segundos a 95 °C, 1 minuto a 60 °C y 15 segundos a 95 °C.
Cada reaccion fue llevada a cabo por triplicado.

Obtenida la temperatura adecuada en la cual no se observa interferencia
de dimeros de oligonucleotidos, se procedié a realizar nuevamente las
curvas estandar, ya que debido al incremento de temperatura donde se
recolecta la fluorescencia, y, por lo tanto el rendimiento y la eficiencia
de la reaccidn se pueden ver afectados.

Las curvas estandar obtenida para el gen PKS4 y BTub se muestran en
la Figura 29. La curva para el gen PKS4 mostré una pendiente de m=-
3.5, lo cual indica una eficiencia de 93.07%; comparando con la curva
obtenida sin el paso adicional de 80 °C (Figura 19), la eficiencia

aumento al pasar de 91.29% a 93.07%. En el caso del gen BTub se

65



obtuvo una pendiente de m=-3.4, con una eficiencia de 96.84%, al igual
gue en el caso del gen PKS4 se observd un aumento en la eficiencia al
pasar de 93.07% a 96.84% (Figura 20).
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Figura 29. Curva estandar para los genes a) PKS4 y b) BTub.
Condiciones de PCR: 10 minutos a 95 °C. Seguido por 40 ciclos que
incluyeron; 15 segundos a 95 °C, 1 minuto a 68 °C, 32 segundos a

80°C durante el cual fue medida la fluorescencia, seguido de un ciclo de
15 segundos a 95 °C, 1 minuto a 60 °C y 15 segundos a 95 °C. Cada
reaccion fue llevada a cabo por triplicado.

Observando las curvas de disociacion usando este protocolo, se observa

gue no existe formacion de dimeros y/o productos inespecificos que
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puedan interferir en la cuantificacion y construccidon de la curva estandar
(Figura 30).
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Figura 30. Curva de disociacion a) gen PKS4 y b) gen BTub. Condiciones
de PCR: 10 minutos a 95 °C. Seguido por 40 ciclos que incluyeron; 15
segundos a 95 °C, 1 minuto a 68 °C, 32 segundos a 80°C durante el
cual fue medida la fluorescencia, seguido de un ciclo de 15 segundos a
95 °C, 1 minuto a 60 °C y 15 segundos a 95 °C. Cada reaccién fue
llevada a cabo por triplicado.

A partir de las curvas estandar se calculé la ecuacion lineal para ambos
genes, en las cuales se interpolaron los Cts obtenidos en las muestras,
con el fin de obtener la concentracion de ADN presente originalmente en
las mismas. Las ecuaciones se muestran en la Tabla 14. La integridad
del ajuste de los datos a la linea tedrica es descrita por el valor de R2.

Esta es una medida de la precisién de las diluciones y precision del
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pipeteo (Tevfik, 2006). Ambas curvas presentan un valor de R? por
arriba de 0.99, por lo que se puede decir que la ecuacion lineal se ajusta

a los datos y se pueden usar para calculos posteriores.

Tabla 14. Ecuaciones de las curvas estandar para los dos genes blanco.

Gen blanco Ecuacion de la recta R?

PKS4 Ct =-3.5LogCo+23.514 (.994
BTub Ct=-3.4LogCo+20.98 (0.996

4.5. Limites de deteccion y cuantificacion
El limite de cuantificacion indica el valor a partir del cual es posible
hacer una afirmacidon cuantitativa del resultado de una medicion. El
limite de cuantificacion para la metodologia de gPCR estandarizada vy
desarrollada en este estudio es de 0.01 ng para ambos genes, que es la
cantidad de ADN hasta la cual se logré construir la curva estandar.
Considerando que se usan 100 ng de ADN extraido para realizar la
gPCR, se pueden detectar 0.1 pg de F. graminearum por cada

nanogramo de ADN extraido.

El limite de deteccidén es la concentracidn mas baja de un determinado
analito que puede ser detectada en forma concluyente por un método,
en este caso el gPCR, pero no necesariamente cuantificada con un valor
exacto (Rodriguez A. , Rodriguez, Luque, F. Justesen, & Cérdoba, 2011).
Para determinar el limite de deteccién, se elabordé un gel de agarosa al
2% de la reaccion de gPCR a diferentes concentraciones. En la Figura
31, se observa que la cantidad que se puede detectar es de 0.001 ng de

ADN de F. graminearum.
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Figura 31. Limite de deteccidon para a) gen PKS4 y b) gen BTub. M:
Marcador de bajo rango (Fermentas), A) 100 ng, B) 10 ng, C) 1 ng, D)
0.1 ng, E) 0.01 ng, F) 0.001 ng y G) 0.0001 ng.

4.6. Interferencia de la matriz alimenticia
Con el fin de establecer si la matriz alimenticia, en este caso el trigo,
causaba interferencias que inhibiesen la reaccion de gPCR, se realizd
una mezcla con 50 ng de ADN de F. graminearum junto con 50 ng de
ADN de trigo lavado y estéril, y otra solucion con 0.1 ng de ADN de F.
graminearum junto con 100 ng de trigo lavado y estéril. Con las

soluciones anteriores, se realizé6 qPCR.

En la Figura 32 se observa que las curvas de amplificacion son curvas
tipicas y bien definidas, para ambas soluciones y ambos genes. Por lo
que se puede concluir que no existe una interferencia por parte de la

matriz que pueda afectar o inhibir la reaccidén.
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Figura 32. Ensayo para interferencia de la matriz alimentaria. 50 ng de
ADN de F. graminearum mezclados con 50 ng de trigo lavado y estéril
(50 ng/50 ng), y 100 ng de ADN de trigo lavado y estéril mezclado con

0.1 ng de ADN de F. graminearum (100 ng/ 1ng).

Con los Cts obtenidos de las curvas de amplificacion y usando las

ecuaciones de las lineas obtenidas de las curvas estandar, se calculd la

concentracidon experimentalmente, para compararla con la concentracion

teodrica, la cual fue calculada midiendo la absorbancia a 260 nm por

medio del programa Gen5 Take3 de BioTek. En la Tabla 15 se muestran

los valores obtenidos usando las ecuaciones de las curvas estandar,

como se observa, los valores son muy cercanos a los valores tedricos.
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Tabla 15. Concentracion obtenida experimentalmente de las disoluciones
de ADN de F. graminearum junto con ADN de trigo lavado y estéril.

Gen PKS4 Conc. Exp. Gen BTub Conc. Exp.
(Conc. (ng de ADN (Conc. (ng de ADN F.
tedrica Abs F. tedrica Abs graminearum
260 nm) graminearum 260 nm) en la
en la reaccion)
reaccion)
50 ng/ 50 17.41+0.454 56.66+2.65 50 ng/ 50 ng 15.25+0.346 47.35+1.35
ng
100 ng/ 0.1 26.73+0.272 0.119+0.007 100 ng/ 0.1 23.96+0.130 0.135+0.006
ng ng

4.7. Muestras de trigo para consumo humano de la Central de
Abasto de la Ciudad de México

Se analizaron 5 muestras de la Central de Abasto de la Ciudad de

México. Se realizd la extraccion de ADN con el kit FastID, y se usaron

100 ng de ADN extraido para realizar el qPCR con la metodologia

descrita anteriormente, asi mismo se colocd un control positivo durante

la PCR, la cual contenia 100 ng de F. graminearum.

Las curvas de amplificacién se muestran en la Figura 33, se observa que
las sefiales para las muestras aparecen en ciclos por arriba de 30, y no
cruzan la linea base, por lo que; se consideran negativas para ambos

genes.
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Figura 33. Curvas de amplificacion para muestras de trigo para consumo
humano de la Central de Abasto de la Ciudad de México, a) gen PKS4 y
b) gen BTub. Condiciones de PCR: 10 minutos a 95 °C. Seguido por 40
ciclos que incluyeron; 15 segundos a 95 °C, 1 minuto a 68 °C, 32
segundos a 80°C durante el cual fue medida la fluorescencia, seguido de
un ciclo de 15 segundos a 95 °C, 1 minuto a 60 °C y 15 segundos a 95
°C. Cada reaccién fue llevada a cabo por triplicado.

Para confirmar las reacciones positivas y negativas, el analisis de la
curva de fluorescencia sin escala semilogaritmica es de mucha ayuda,
ya que permite distinguir qué reacciones presentan amplificacién y
cuales no. En la Figura 34 se muestra un ejemplo de este tipo de
curvas.
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Figura 34. Ejemplo de curva de fluorescencia sin escala logaritmica, la
cual permite distinguir cuando existe amplificacién o no.

Confirmando la reaccidon negativa para ambos genes se presenta la
curva de fluorescencia sin escala semilogaritmica (Figura 35), donde se
observa claramente, la diferencia de la curvas del control positivo
respecto a las curvas de las muestras, las cuales no presentan una

curva tipica y se presentan en ciclos tardios.
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Figura 35. Fluorescencia en crudo para muestras de trigo para consumo
humano de la Central de Abasto de la Ciudad de México. a) Gen PKS4, y
b) Gen BTub. Condiciones de PCR: 10 minutos a 95 °C. Seguido por 40
ciclos que incluyeron; 15 segundos a 95 °C, 1 minuto a 68 °C, 32
segundos a 80°C durante el cual fue medida la fluorescencia, seguido de
un ciclo de 15 segundos a 95 °C, 1 minuto a 60 °C y 15 segundos a 95
°C. Cada reaccién fue llevada a cabo por triplicado.

Estudios previos sobre la incidencia de F. graminearum, y sus toxinas,
en la Ciudad de México han demostrado la presencia de este hongo en la
Ciudad de México. Gonzalez-Osnaya & Farrés (2011), llevaron a cabo la
deteccion y cuantificacion de F. graminearum en trigo mediante PCR
punto final usando como genes blanco Tri5, el cual esta involucrado en

la biosintesis de la micotoxina deoxinivalenol (DON); y el gen PKS4. La

1 2 3 4 5 687 8 91011121314 1518 1718192021 2223 24252627 2829 30 31 32 33 34 3536 37 38 39 40



PCR indicd la presencia del gen Tri5 y PKS4 en 16.7% y 23.3% de las

muestras, respectivamente.

En otro estudio realizado en el estado de Tlaxcala, Briones-Reyes &
colaboradores (2007) detectaron y cuantificaron la micotoxina ZEA
mediante cromatografia liquida de alto rendimiento (HPLC) en 24
muestras de maiz. El 70% de las muestras analizadas presentaban
contaminacion de ZEA, con niveles dentro de 3 a 83 pg/ kg de maiz. El
no detectar F. graminearum en las muestras analizadas en el presente
estudio, se debe a que la presencia, desarrollo y proliferacion de este
hongo depende de Ilas condiciones de almacenamiento, de las
condiciones climaticas y de la region en el momento en que son

recolectadas las muestras.

Zhang & colaboradores (2007) estudiaron la incidencia de F.
graminearum productor de deoxinivalenol en diferentes regiones de
China, asi como en diferentes épocas del afio; encontrando que la
mayor incidencia se encontré en las regiones mas frias, con
temperaturas por debajo de 15°C o menos, y en épocas del afho
himedas y con lluvias; también encontraron que la producciéon de la
micotoxina se ve influenciada por las condiciones climaticas, ya que se
producia mas micotoxina en temperaturas mayores a 35 °C y menores a
15 °C . Por lo que se debe llevar a cabo un analisis de un mayor nimero

de muestras durante diferentes épocas del afio.

4.8. Muestras artificialmente contaminadas
Dado que en las muestras obtenidas de la Central de Abasto de la
Ciudad de México no se detectd contaminacién por F. graminearum y
con el fin de comprobar la efectividad de la metodologia desarrollada en
identificar y cuantificar este hongo, se inoculd una muestra de trigo
artificialmente como se describe en el apartado 3.8. A continuacién se

muestran los resultados de dicha inoculacion.
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4.8.1. Muestras artificialmente inoculadas e incubadas
Después de 6 semanas de incubacion se observé micelio en los
matraces, excepto en el matraz control y el inoculado con 1 UFC (Figura
36).

SN
|

| 3)20000 UFC \ b) 1000 UFC c) 100 UFC
) . A

Figura 36. Trigo inoculado con esporas de F. graminearum (F40) e
incubado durante 6 semanas a 29 °C.

Se realizd la extraccion de ADN con el kit FastID a las muestras
artificialmente contaminadas y se realizé PCR punto final para cada gen.
Se elabord un gel de agarosa al 2% del PCR punto final para observar la
presencia o ausencia del producto deseado (Figura 37). No se obtuvo
producto para el control negativo, ni en el caso de 1 UFC, este ultimo
debido a la baja concentracion de ADN de F. graminearum en la
muestra; a partir de 10 UFC inoculadas e incubadas si se observa

producto para ambos genes.




a) PKS4 _l b) BTub

M € 1 2 .3 4 5

Figura 37. Gel de agarosa al 2% de reaccién de PCR punto final para
ADN de trigo incubado durante 6 semanas. M.- marcador de bajo peso
molecular (Fermentas). C.- control de trigo. 1.- 1 UFC. 2.-10 UFC. 3.-

100 UFC. 4.-1000 UFC. 5.-10000 UFC.

Respecto al gPCR, se observa en la Figura 38 la grafica de amplificacién
de las muestras inoculadas e incubadas. A partir de la concentracidon de
10 UFC inoculadas e incubadas, y concentraciones mas altas a ésta, se
observé una amplificacion en ciclos muy tempranos para ambos genes;
para el caso de 1 UFC se observd una amplificacion en un ciclo mas
tardio (23 para BTUB y 25 para PKS4) (Tabla 16).
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Figura 38. Curvas de amplificacién para ADN de trigo inoculado e

incubado durante 6 semanas.

Analizando la curva de fluorescencia sin escala logaritmica del matraz

control, se observa que no hubo un incremento de la fluorescencia

respecto a las demas concentraciones (Figura 39), por lo que se

considera negativa esta reaccidn para ambos genes.
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Figura 39. Fluorescencia en crudo para ADN de trigo inoculado e
incubado para a) gen PKS4 y b) gen BTub.

Con los Cts obtenidos de la reaccion de tiempo real para las diferentes
concentraciones inoculadas e incubadas, y con las ecuaciones de las
curvas estandar (Tabla 14) se calculd la cantidad de F. graminearum por

gramo de trigo, los cuales se muestran en la Tabla 16.

Tabla 16. Concentracion de ADN de F. graminearum en trigo inoculado e
incubado durante 6 semanas para los dos genes blanco.

F. graminearum Ct (PKS4) Concentracion Ct (BTub) Concentracion
(UFC) PKS4 (ng/g BTub (Hg/g
trigo) trigo)
10000 16.30+0.107 43.98+3.08 13.68+0.238 50.86+8.2
1000 16.05+0.103 68.63+ 12.98+0.595 111.01+11.34
100 14.65+0.302 332.64+64.9 12.10+0.104 402.41+29.7
10 15.4+1.17 156.03+11.26 12.01+0.174 265.66+30.28
1 25.01+0.140 0.268+0.025 23.03+1.245 0.214+0.014




Como era de esperarse, la concentracion de 1 UFC incubada es la que
muestra una concentracion de ug de ADN de F. graminearum/g de trigo

menor respecto a los demas indculos.

4.8.2. Muestras artificialmente inoculadas sin incubar
Se realizd la extraccion de ADN de las muestras inmediatamente

después de la inoculacion con el kit FastID, y se realizd el PCR punto
final con 100 ng del ADN extraido. Posteriormente, se realizaron geles
de agarosa al 2% (Figura 40) y en ninguna de las muestras se observo
producto para ambos genes.

[ 2) Pxsa | a b) BTub

: ——r . ST _‘,' e
MM c 1 2 3 4 5/|Mm c 1 2 3 4 5

=

Figura 40. Gel de agarosa al 2% de reaccién de PCR punto final para
ADN de trigo inoculado sin incubar. M.- marcador de bajo peso
molecular (Fermentas). C.- control de trigo. 1.- 1 UFC. 2.-10 UFC. 3.-
100 UFC. 4.-1000 UFC. 5.-10000 UFC.

En el caso de la gqPCR, las curvas de amplificacién (Figura 41) muestran
una amplificacion en ciclos ya tardios, y al analizar las gréaficas de
fluorescencia sin escala semilogaritmica (Figura 42) se observan curvas
atipicas y en ciclos posteriores a 30, por lo que, se consideran como

negativas.
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41. Curvas de amplificacion para ADN de trigo inoculado sin
incubar para ambos genes.
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Figura 42. Fluorescencia en crudo para ADN de trigo inoculado sin
incubar para a) gen PKS4 y b) gen BTub.

4.9. Comparacion de métodos de extraccion: FastID y método
convencional

Debido a que no se obtuvo producto en las muestras inoculadas sin
incubar, tanto en el caso del PCR punto final y qPCR; se pensd que el
método de extraccién usado, kit FastID, no era el adecuado o era
ineficiente. Para comprobar esta hipdtesis, se decidid realizar la
extraccion de ADN de esporas, usando el kit FastID y el método utilizado

previamente por Gonzalez-Osnaya & Farrés (2011), con este ultimo en




el presente trabajo si se logrdé obtener un alto rendimiento de extraccion

de ADN a partir de micelio de F. graminearum.

Se realizaron diluciones de la suspensién de esporas, para realizar la
extraccién de 10°, 10°, 10%, 103, 102, 10! y 10 esporas. Posteriormente
se realizé la qPCR para ambos genes. En la Figura 43, se muestran las
curvas de amplificacion para el gen PKS4 para ambos métodos. Como se
observa, Unicamente para el caso de la concentracién de 10° esporas se
observa una curva en ciclos tipica y bien definida de amplificacidén

cuando se uso el kit FastID para la extraccion.
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Figura 43. Curvas de amplificacién de extraccion de esporas para el gen
PKS4, usando a) método convencional y b) kit FastID.

Esta misma situacion se presenta en el caso del gen de BTub, donde

unicamente se observa una amplificacién clara para la concentracion de

83



10° esporas usando como método de extraccion el kit de FastID (Figura
44),
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Figura 44. Curvas de amplificacion de extraccion de esporas para el gen
BTub, usando a) método convencional y b) kit FastID.

Observando la fluorescencia sin escala semilogaritmica, se confirma que
la Unica reaccién positiva es la de 10°® esporas para ambos genes usando
el kit FastID (Figura 45).
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Figura 45. Fluorescencia en crudo para los dos métodos de extraccion
usados, a) gen PKS4 y b) gen BTub.

Con los resultados anteriormente expuestos, el kit FastID es el que
presentd una mayor eficiencia de extraccidn en comparacién con la
metodologia convencional. Mediante las ecuaciones obtenidas de las
curvas estandar, se calculd que una concentracidon de 10° esporas
equivaldria a 36.41+6.2 ng de ADN de F. graminearum/g de trigo para
el gen BTub y 26.51+1.36 ng de ADN de F. graminearum/g de trigo
para el gen PKS4. Esto indica que a pesar de que el limite de
cuantificacion de la metodologia disefiada y estandarizada de gPCR es
de 0.01 ng, la metodologia usada para extraccion de ADN de la muestra
de trigo solo nos permitird cuantificar contaminaciones por arriba de 10°
esporas. Esto se puede deber a la alta resistencia de las esporas a
condiciones adversas, lo cual dificulta su ruptura y como consecuencia a

la extraccion de su ADN.
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Conclusiones

Se estandarizaron las técnicas de PCR punto final y gqPCR, los
cuales permitiran detectar y cuantificar F. graminearum en
muestras de trigo en un limite de deteccion de 0.1 pg de F.
graminearum por cada nanogramo de ADN extraido.

La metodologia de PCR punto final estandarizada es: 5 minutos de
desnaturalizacion a 95 °C, seguido por 35 ciclos que incluyeron 1
minuto de desnaturalizacidon a 95 °C, 50 segundos a 67.3 °C para
alineamiento de oligonucledtidos; 1 minuto de extensidon a 72 °C
seguido por una extensién final de 10 minutos a 72 °C.

La metodologia de qPCR para la deteccién del gen PKS4 mediante
el siguiente protocolo: 10 minutos a 95 °C; seguido por 40 ciclos
que incluyeron, 15 segundos a 95 °C, 1 minuto a 60 °C, 32
segundos a 80 °C durante, el cual resulta ser un paso crucial ya
que en este punto es recolectada la fluorescencia para evitar la
interferencia en la cuantificacion de los dimeros de
oligonucleétidos; seguido de un ciclo de 15 segundos a 95 °C, 1
minuto a 60 °C y 15 segundos a 95 °C, el cual permitié detectar F.
graminearum en muestras artificialmente contaminadas.

Con estos métodos rapidos y sencillos se podra detectar vy
cuantificar F. graminearum, lo que permitird un control y
prevencion en la seguridad alimentaria, evitando los dafos que
éste pudiera causar.

El analisis de los datos obtenidos de gPCR, se debe realizar
analizando diversos parametros, tales como curvas de disociacion,
curvas de amplificacion y curvas de amplificacion en escala
semilogaritmica; lo cual nos llevara a un andlisis correcto y mas

amplio.
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6.

Perspectivas

Realizar el analisis de un numero representativo de muestras de
trigo para consumo humano de la Central de Abasto de la Ciudad
de México, para determinar la incidencia de F. graminearum en la
Ciudad de México.

Realizar un muestreo durante todo el afno, ya que el desarrollo y
proliferacion de F. graminearum dependera de las condiciones
climaticas.

Estandarizar una metodologia de extraccion de ADN de muestras
de trigo que permita detectar y cuantificar concentraciones mas
bajas que 10° esporas de F. graminearum.

Evaluar el uso de la quimica de TagMan para la cuantificacién por
gPCR.
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