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RESUMEN

El consumo de la manzana en nuestro pais es principalmente en fresco. Se considera que
del total de la produccion, abarca entre el 70-75%, mientras que el restante 30-25% es para
uso industrial. ElI consumo nacional por habitante es de 7.7 kg/afio (2006), situando a la
manzana en la cuarta fruta mas consumida del pais. Con respecto al uso industrial,
encontramos un nimero importante de productos que se derivan de la manzana como jugos,

refrescos y alimentos azucarados.

Varias especies de hongos del género Penicillium han sido reportadas como causantes de la
podredumbre azul en manzana durante la postcosecha, mas del 80% son atribuidas al hongo
Penicillium expansum, cuyas manifestaciones externas tipicas son lesiones ligeramente
deprimidas cuyo tejido podrido tiene una textura aguanosa y de coloracion clara. Ademas;
cuando la fruta se deteriora, favorece a la produccion de la micotoxina llamada patulina, la
cual es capaz de ocasionar edemas cerebrales y pulmonares con procesos hemorragicos y

dafos capilares en el higado.

El objetivo de este trabajo fue identificar las especies del género Penicillium mediante la
técnica de Biologia Molecular llamada Reaccion en Cadena de la Polimerasa con ayuda de
primers para P. expansum, para comprobar la presencia de los hongos causantes de

pudricion en poscosecha de manzana (Malus domestica L.).

En la prueba de especificidad se obtuvo que los primers utilizados para la identificacion
molecular de P. expansum son especificos. Se obtuvieron amplificados similares para todas
las cepas analizadas, por lo tanto, todas corresponden a la especie P. expansum.

Adicionalmente, el hongo se identifico directamente sobre las manzanas.

Por lo cual, la oportuna deteccién e identificacion de Penicillium expansum es
imprescindible para su posterior evaluacion en cuanto a su potencial patogenico en
poscosecha. Para esto existen técnicas moleculares utilizadas actualmente en las que se
extraen acidos nucleicos y después se amplifican mediante la reaccion en cadena de la
enzima polimerasa (PCR), estas técnicas suelen tener ventajas sobre las técnicas

morfologicas ya que ofrecen mayor rapidez y alta especificidad (Eguiarte et al., 2007).



INTRODUCCION

Desde el punto de vista nutritivo, la manzana es una de las frutas mas completas y
enriquecedoras en la dieta y, su consumo habitual, en fresco, reporta grandes beneficios
para la salud. Hoy se sabe con certeza de la existencia y la funcion de algunos de los
componentes de esta fruta que le confieren su caracter antioxidante y la doble
particularidad de actuar como alimento astringente o laxante segin como sea consumida
(Consumer, 2008).

Las principales variedades de manzana (Malus domestica L.) establecidas en Meéxico,
maduran cuando el mercado nacional se encuentra saturado lo que provoca que se
comercialicen a precios muy bajos. Una alternativa para el mejor aprovechamiento del
producto es su almacenamiento en frio, pero puede sufrir dafios causados por el hongo
Penicillium expansum. Este patdgeno infecta al fruto a través de heridas causadas durante

la cosecha y el empaque (Soto y Martinez, 2009).

La presencia del moho azul en el fruto, se atribuye principalmente a la especie Penicillium
expansum, debido a las condiciones no apropiadas de almacenamiento. Observandose areas
con pudriciones blandas, acuosas y de color marrén claro, provocando como consecuencia
grandes pérdidas en la produccion. Por otra parte, esta especie es capaz de producir
patulina, resultado de su metabolismo secundario, poniendo en entredicho la inocuidad de
los frutos y representando un riesgo para la salud de la poblacion. EI hongo Penicillium
expansum contamina tanto en el exterior como en el interior del fruto, siendo en ocasiones
dificil identificar que una manzana estd contaminada, por lo que los derivados de la
manzana, como son los jugos y papillas, también pueden contener patulina. La patulina se
reconoce principalmente por inducir trastornos gastrointestinales con ulceracion, distension
y sangrado, y a dosis mas altas, alteraciones en la funcién renal (Puel et al., 2010;
Anguiano et al., 2012).

Para facilitar la importacion y exportacion de manzana alrededor del mundo, y evitar un
riesgo potencial a la salud, se han establecido a nivel mundial, regulaciones para la

micotoxina patulina en manzana y sus derivados comerciales (Anguiano et al., 2012).



La identificacion molecular a través de la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) es
un método rapido y eficaz, de gran ayuda para los productores de manzana, debido a que se
puede identificar el hongo directamente en el fruto y asi disminuir el tiempo para lograr su
deteccion y evitar grandes pérdidas econdmicas ya que se sabe que México es uno de los
paises con mayor produccion de manzana a nivel mundial. Asi mismo se garantiza la

inocuidad del fruto y evita enfermedades como la micotoxicosis.



CAPITULO 1. GENERALIDADES

11 GENERALIDADES DE LA MANZANA
1.1.1 Origen de la manzana (Malus domestica L.).

El cultivo que dio origen a todas las variedades de manzana que se desarrollan por todo el
mundo con una distribucién en latitudes mayor que cualquier otra fruta surgi6 en la zona
oriental de Europa en Kazajistan. Pertenece a la familia de las Rosaceas, de la subfamilia
Pomoideae, y al género Malus. Dicho género comprende de 25 a 30 especies procedentes
de Europa, América del Norte y Asia. No obstante, las variedades cultivadas para la
comercializacion pertenecen a la especie Malus x domestica Borkh (ltoiz, 2000; Zoppolo et
al., 2008).

La manzana al pertenecer a la subfamilia de las Pomoideae, es un pomo, un fruto carnoso
complejo, resultado del desarrollo del ovario de la flor y de los tejidos soldados que lo
envuelven. Tiene forma méas o menos redondeada, y su zona central esta dividida en cinco
partes, una por carpelo. En esta zona central, se encuentran las semillas, casi siempre de
color marrén oscuro, protegidas por paredes de consistencia coriacea. El color de la
epidermis del fruto es variable (verde, amarilla, roja, atigrada, etc.) siendo casi siempre

brillante y lisa (Dominguez, 2008).

1.1.2 Composicion quimica de la manzana

Es la fruta por excelencia, ya que es bien tolerada por la mayoria de personas y combina sin
problemas con cualquier otro alimento. Hoy se sabe con certeza de la existencia y la
funcién de algunos de los componentes de esta fruta que le confieren su caracter
antioxidante y la doble particularidad de actuar como alimento astringente o laxante segun

como sea consumida (Consumer, 2008).

Las propiedades antioxidantes se deben a elementos fitoquimicos como los polifenoles
(quercitina, flavonoides) que contiene, sobretodo la piel. Esta recomendada en dietas de

prevencion de riesgo cardiovascular, degenerativas y cancer (Consumer, 2008).



Desde el punto de vista nutritivo, la manzana es una de las frutas mas completas y
enriquecedoras en la dieta y, su consumo habitual, en fresco, reporta grandes beneficios
para la salud. El 84% de su composicion es agua, el 14% esta constituido por glicidos,
siendo la mayor parte fructosa (azucar de la fruta) y en menor proporcién, glucosa y
sacarosa, de rapida asimilacion en el organismo. Es fuente discreta de vitamina E o
tocoferol, que posee accidén antioxidante e interviene en la estabilidad de las células
sanguineas, y aporta una escasa cantidad de vitaminas A y C. Es rica en fibra y entre su
contenido mineral sobresale el potasio, necesario para la transmision, generacion del
impulso nervioso y para la actividad muscular normal, e interviene en el equilibrio de agua
fuera y dentro de la célula (Consumer, 2008) A continuacién en la Tabla 1 se muestra la

composicion de dos variedades de manzana por cada 100 gramos de porcidén comestible.

Tabla 1. Composicién de diferentes variedades de manzana por 100 gramos de porcion

comestible.

Calorias 40.6 46
Hidratos de carbono (g) 10.5 11.7
Fibra (g) 2.3 1.7
Potasio (mg) 100 99

Magnesio (mg) 5.6 5

Provitamina A (u1g) 4 4

Vitamina C (mg) 124 3
Vitamina E (mg) 0.4 0.5

(Consumer, 2008)
1.1.3 Situacion econémica del cultivo de manzana en México

La produccion de manzana en México alcanza cerca de 3 mil mdp anuales y la superficie
destinada a este cultivo es de 62 mil hectareas, principalmente en el norte del pais. Hasta
2011, el volumen de produccién fue de cerca de 600 mil toneladas, sin embargo, en 2012 se

observo una caida de 40% respecto al afio anterior, llegando apenas a las 375 mil toneladas,
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debido a la sequia que predomind en la zona norte y que se reflejo en una caida del
rendimiento desde 10 ton/ha en los ultimos diez afios a 6 ton/ha (Fig. 1.5). En 2013, las
mejores condiciones climaticas incentivaron una produccion récord, que de acuerdo con
estimaciones de SAGARPA, fue de 867 mil toneladas y un rendimiento de 14.7 ton/ha
(Figura 1.1) (Financiera Nacional de Desarrollo Agropecuario, Rural, Forestal y Pesquero,
2014).
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Figura 1.1 VVolumen de produccidn, rendimiento e importacion de manzana en México
(FND, 2014).

En 2012, las importaciones se incrementaron un 19% respecto a 2011, pasando de 198 a
236 mil toneladas, como efecto del desabasto generado por la sequia, lo que se tradujo en
un incremento en precios (Fig. 1.4) (Financiera Nacional de Desarrollo Agropecuario,

Rural, Forestal y Pesquero, 2014).

Para 2013, dada la produccion récord, se supondria un mejoramiento del abasto nacional,
sin embargo, las importaciones no disminuyeron sino que se incrementaron un 17%
respecto a 2012, alcanzandose 275 mil toneladas, lo cual ocasiond que en 2014 el mercado
se encontrara saturado y los precios descendieran de forma importante. Los productores se

vieron imposibilitados para colocar el volumen adicional de produccion en vista de la
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mayor importacion y de la baja capacidad para refrigerar la fruta y evitar inundar el
mercado (Fig. 1.2) (Financiera Nacional de Desarrollo Agropecuario, Rural, Forestal y
Pesquero, 2014).
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Figura 1.2 Volumen de produccion y precios mensuales (FND, 2014).

Chihuahua es el mayor productor de manzana del pais, entre los afios 2009 y 2012 participd
en promedio con el 67.4% del volumen y el 66.5% del valor generado. Durango, Coahuila
y Puebla son también entidades importantes en el cultivo de esta fruta y en conjunto
generaron el 25.4% del volumen y el 26.5% del valor (Fig. 1.3). La cosecha de manzana se
realiza entre mayo y diciembre, sin embargo, el 96% del volumen producido se concentra
en tres meses: agosto, septiembre y octubre (Financiera Nacional de Desarrollo
Agropecuario, Rural, Forestal y Pesquero, 2014).

El consumo aparente en México es de cerca de 800 mil toneladas anuales y las
importaciones en los ultimos 10 afios han sido en promedio de 210 mil toneladas, entre el
21% y 30% del consumo (Financiera Nacional de Desarrollo Agropecuario, Rural, Forestal
y Pesquero, 2014).



Fuente: SIAP-SAGARPA.

Figura 1.3 Estados productores de manzana, 2009-12 (FND, 2014).

Suparficie (miles ha) Volumen de Rendi- Pracio Valor de
Ano Produccion miento Medio Rural produccion
Sembrada Cosechada . viccton) (tonha)  ($/Ton) (mdp)
2000 G4.4 547 338.0 6.2 3,520.0 1,189.7
2001 G2.4 61.0 4427 7.3 2 8098 12438
2002 G61.5 60.9 4796 79 3,087.0 1.480.6
2003 63.0 s 44952 a1 3,336.4 11,6522
2004 62.7 591 5729 ar 3,5531 20356
2005 B62.6 55 5840 9.8 3,589.1 2, 096.0
2006 09.8 a7.8 501.9 10.4 47218 28421
2007 60.0 56.1 5051 9.0 5,617 4 28372
2008 G61.0 553 512.0 9.3 53212 27244
2009 60.2 57.0 561.5 9.9 4 1554 23332
2010 61.2 57.7 5847 10.1 5,564.1 3,253.1
2011 61.3 568 630.5 111 4 9525 31227
2012 61.6 58.5 A75.0 6.4 80227 23,0089
2013p B62.6 58 8 B66.6 14.7 g I M/

Fuenie: SIAP-SAGARPA. Ip Cifras preliminares

Figura 1.4 Produccién de manzana en México del afio 2000 al 2013 (FND, 2014).




Produccion Nacional de Manzana por Entidad en 2012 Volumen de Produccion en 2012 (miles de ton)

Volumen Valor
Estados | Miles de |Participa- ndp Participa-
Toneladas | cion cion
Chihuahua 2071| 552%| 19131 636%
Durango 611 16.3%| 3768| 12.5%
Coahuila 368 98% 3872 129%
Puebla 3.1 9.1%| 1122 3.7%
Resto del pals 391 96% 2195] 73% 0.1
Total Nacional 3750 100.0%{ 3,0089] 100.0% 12
Fuente: SIAP-SAGARPA. -
o6
| R
Fuente: SIAP - SAGARPA.
Precio al Mayoreo de la Manzana en México ($/kg) Valor de Produccion en 2012 (mdp)
Marcana Goldon | . -na Red Delcious
Delicious

Chihuahua | Importacion | Chihuahua | Importacion
2011 19.0 223 184 216
2012 29 288 28 212
1T2013 | 253 26.7 253 256

2013 | 210 234 246 212

rans | 227 26.0 17.8 218 0-8
aT2013 | 202 25.0 18.5 27 9-41
2013 2.2 252 220 28 e

1T2014 | 196 25.6 17.2 236 | REEEY
Fuente: SNIIM (Precio frecuente promedio, Central de Abastos de tapalapa, [ 3041913

DF). Fuente: SIAP - SAGARPA

Figura 1.5 Volumen y valor de produccién de manzanas en México en el 2012 (FND,
2014).




1.1.4 Morfologia del fruto de manzana

El peddnculo del fruto del manzano es de longitud variable, adherente y a veces esta inserto
en una depresion. El céliz es persistente y forma el ojo, colocado igualmente en una
depresion mas o menos regular y profunda En la Figura 1.6 se observan las partes

principales de la flor y del fruto del manzano.

Zimn Pedieodor Endamo

Zoan Colicios

(a) (b)

Figura 1.6 Seccion longitudinal de la flor (a) y del fruto (b) del manzano (Dominguez,
2008).

1.1.5 Variedades de manzana mas cultivadas

La manzana es una de las frutas mas populares del mundo, con incontables apariciones en
la cultura. Pero no solo hay manzanas amarillas, verdes y rojas; existe una gran cantidad de
variedades de manzana, en la Tabla 2 y Figura 1.7 se muestran algunas de ellas (Cocina y
vino, 2012).


http://cocinayvino.net/gastronomia/especiales/1016-top-10-de-las-manzanas-mas-famosas-de-todos-los-tiempos.html
http://cocinayvino.net/gastronomia/especiales/1016-top-10-de-las-manzanas-mas-famosas-de-todos-los-tiempos.html

Tabla 2. Variedades de manzana mas importantes y caracteristicas.

*Red Delicious: Emblematica de Estados Unidos, roja oscuro, alargada y grande. Es dulce y
crocante y su piel es gruesa y ligeramente amarga. Es ideal para comer al natural, sin
embargo, no se recomienda horneada.

*Golden Delicious: Son distintas a las Red Delicious, aunque las nombré la misma
compafiia, Stark Brothers. Su piel es delgada, son mas dulces, firmes y jugosas; ademas, son
mas redondeadas. Aunque también son buenas crudas, resisten mejor el horno y no se
desmoronan.

Granny Smith: Fueron las primeras manzanas verdes americanas. Su sabor es un agradable
balance entre dulzor y acidez y son notablemente duraderas (algunas siguen en buen estado
hasta por seis meses después de cosechadas). Es ideal para hacer salsas y compotas.

Winesap: Poseen una agradable acidez y notas especiadas y avinadas. Tienen personalidad y
son mas pequefias que otras variedades, pero su color es mas intenso y su forma es muy
atractiva. No son muy faciles de conseguir, y suelen usarse para producir sidra.

*Gala: Son de hermosas proporciones, con piel delgada y amarillo dorado que muestra un
delicado rubor rojizo. Son un cruce entre la Golden Delicious y la Kidd's Orange Red
neozelandesa. De carne amarillenta y dulce, es buena como colacién, pero su delicado sabor
se desvanece con el horno.

Mclntosh: Su historia se remonta al granjero John Mclintosh, que las desarroll6 en Ontario,
Canadé, en 1870. Es la méas vendida en estados Unidos. Es roja y redondeada, con algunas
vetas verdosas y carne blanca, aromatica y muy jugosa. Son buenas en pie, horneadas y
naturales.

*Rome: Originarias de Rome, Ohio. Son redondas y ligeramente achatadas, de carne
crocante y sabor delicadamente &cido. Su piel es muy gruesa por lo que no son ideales crudas,
pero son Gptimas para elaborar sidra o para hornear.

Gravenstein: Datan de 1700, en Estados Unidos. Su piel es fina y son muy jugosas. Su sabor
es algo acido y evoca algunos vinos blancos. Produce sidras interesantes y es excelente para
hornear, aunque es poco frecuente hoy en dia.

(Cocina y vino, 2012)
*Variedades de manzana producidas en México (Pulso diario de San Luis, 2015).
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Golden Delicious Red Delicious Granny Smith Honeycrisp Jonathan

Le@ob

Jonagold Mcintosh Pacific Rose Paula Red Wealthy

Figura 1. 7 Variedades de manzana (Cocina y vino, 2012).

1.2 HONGOS QUE OCASIONAN DANOS EN MANZANA
1.2.1 Principales hongos que atacan a la manzana en poscosecha.

Cuando las manzanas son llevadas a los mercados y no reciben un almacenamiento
correcto, pueden sufrir cambios en su estado fisico, presentando magulladuras las cuales
son propicias para iniciar un proceso infeccioso donde participan los hongos de almacén
como Penicillium, Aspergillus, y Rhizopus; Sin embargo es de especial importancia la
presencia del género Penicillium, el cual mediante la colonizacion de esporas en la

manzana, origina la micotoxina patulina (Soriano et al., 2002).

Para el género Penicillium segin Frisvad et al. (2004), se determinaron 13 especies
productoras de patulina: P. carneum, P. clavigerum, P. concentricum, P. coprobium, P.
dipodomyicola, P. expansum, P. glandicola, P. gladiolos, P. griseofulvum, P. marinum, P.

paneum, P. sclerotigenumy P. vulpinum.
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1.2.2 Penicillium

El género Penicillium fue descrito por primera vez por Link en 1809 (Fotografia 1.1).
Thom, en el afio de 1910, consideré a P. expansum como la especie tipo del género. Las
especies que incluye el género Penicillium son ubicuas, de amplia distribucién por todo el
mundo y consideradas saprofitas. Muchas de ellas viven en el suelo o materia organica en
descomposicion (Pitt, 1979., Pitt y Hocking, 1997).

En muchas ocasiones los alimentos destinados al consumo humano o animal son el hébitat
de Penicillium spp. Algunas especies son consideradas patégenas de frutas y algunas
verduras frescas, sobre todo especies del subgénero Penicillium (Beuchart, 1987.,

Bringmann y Mader, 1995).

Los patogenos de frutas son P. digitatum y P. italicum en citricos y P. expansum en

manzana, pera, cereza y otras frutas (Beuchart, 1987., Filtenborg et al., 1996).

Fotografia 1.1 Penicillium spp.
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1.2.3 Morfologia de Penicillium

La estructura que caracteriza a Penicillium es el conidiéforo que presenta en forma de
pincel. A la morfologia de esta estructura es a la que debe el nombre del género (del latin
Penicillius, “pincel pequeno”). Los conidios se presentan en cadenas y son originados a
partir de una célula especializada: la fidlide. El conidiéforo esta unido al micelio mediante
el estipite. Entre éste y las fidlides pueden aparecer diferentes células. Estas células se
presentan agrupadas partiendo de un mismo punto desde el que se originan. Aparte del de
las fialides, los puntos de ramificacion son uno, dos o excepcionalmente, tres, a lo largo del
conidioforo. La célula de soporte de la fialide se denomina métula y la célula de soporte de
la métula se denomina rama, en las especies que las presentan. Estas ramas parten del

estipite, aunque pueden partir, a su vez, de otras ramas (Figura 1.8) (Martinez, 2003).

LYy

— fidhide —

beoann]

estipe

Figura 1.8 Nombres de las estructuras del conidioéforo de Penicillium spp. (Martinez, 2003).
1.2.3.1 Penicillium expansum

La produccion de la manzana involucra una serie de etapas, como son la cosecha, el
transporte y el almacenamiento, en las que se debe tener ciertos parametros y cuidados para
evitar pérdidas o dafios en el producto. Aunque en la etapa de cosecha puede haber

problemas por la inadecuada manipulacion de la fruta, la mayoria de los problemas se
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tienen en la postcosecha. La humedad y la temperatura son importantes factores que
contribuyen con la aparicion de enfermedades en las manzanas. Uno de los
microorganismos mas frecuentes en la manzana y que disminuye su vida util, es

Penicillium expansum (Anguiano et al., 2012).

P. expansum es responsable del deterioro en las frutas como (manzanas y peras),
caracterizado por una rapida pudricion blanda y, finalmente, por pustulas azules (Figura
1.9). Esta especie es considerada como la principal fuente de patulina en estas frutas y
consecuentemente en productos derivados de la manzana (Puel et al., 2010).

Las colonias en medio de cultivo con extracto de levadura (CYA) miden de 30-40 mm de
didmetro, de aspecto radialmente sulcado, moderadamente profundo a muy profundo, con
la superficie tipicamente coremial con una 0 mas bandas anulares, con areas adyacentes
velutinosas a flocosas; micelio blanco; conidios producidos en cantidades moderadas, de
color verde mate; exudado claro a naranja palido similar a caramelo; reverso péalido a
marrén oscuro, a menudo con areas de color naranja amarronado. Las colonias en medio de
cultivo con extracto de malta (MEA) son variables en un rango de 20-40 mm de diametro,
planas, algunos aislados persistentemente velutinosos, otros al menos parcialmente
coremiales; produccién conidial abundante, su color en CYA ligeramente gris, algunas
veces produce pigmentos solubles; el reverso es palido y en presencia de pigmentos
solubles, naranja amarronado. Las colonias en medio de cultivo con glicerol (G25N) tienen
un diametro de entre 17-22 mm, radialmente sulcado, denso, textura de la superficie
velutinosa a granular; algunas veces produce pigmento soluble café rojizo; reverso péalido,
café claro o café rojizo. A 5 °C, solamente se desarrollan microcolonias tipicamente de 2-4
mm de didmetro. No crece a 37 °C (Pitt y Hocking, 2009). Hifas individuales, en fasciculos
o coremios definidos, algunas veces visibles a simple vista, estipites entre 200-500 um de
longitud, con paredes lisas, terminalmente terverticiladas, algunas veces biverticiladas;
ramas separadas, 15-25 um de longitud; metulas 12-15 (-18) um de longitud; fialides
estrechamente empaquetadas, ampuliformes casi cilindroidales 8-11 um de longitud, con
colula corta; conidios elipsoidales, de 3-3.5 pm de longitud, lisos, densamente

empaquetados, cadenas irregulares (Pitt y Hocking, 2009).
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Figura 1.9 Manzana contaminada por Penicillium expansum (Puel et al., 2010).
1.2.4 Micotoxinas

Las micotoxinas son sustancias producidas como resultado del metabolismo secundario de
microorganismos como los hongos fitopatdgenos, las cuales se distribuyen con facilidad en
el fruto y pueden llegar a ser perjudiciales, aun cuando se encuentren en concentraciones
muy bajas, poniendo en entredicho la inocuidad de los alimentos. Un 25% de las cosechas
de alimentos a nivel mundial estdn contaminadas con algin tipo de micotoxina, lo cual

representa un fuerte riesgo para la salud de la poblacion (Trigos et al., 2008).

Las principales micotoxinas naturales producidas en las manzanas podridas son la patulina

y las aflatoxinas (Hasan, 2000).
1.2.5 Patulina (PAT)

La patulina PAT es producida principalmente por Penicillium expansum, sin embargo,
también la pueden producir especies de Aspergillus, Paecylomyces y Byssochlamys, y en
menor concentracién especies de Alternaria, Fusarium, Trichoderma, Trichothecium,
Mucor y Phialophora todos ellos con capacidad de producir enfermedades de postcosecha
en frutas, vegetales y cereales. Sus efectos toxicos agudos en los mamiferos se deben
principalmente a un deterioro en la funcién renal. También se ha documentado que PAT
provoca dafio oxidativo teniendo un impacto negativo en la reproduccion del hombre a
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través de la interaccion con la produccion de hormonas, ademas de afectar también al

sistema inmunolégico (Fuchs et al., 2008).

Los pocos estudios de toxicidad a largo plazo sobre la patulina han mostrado una ausencia
de tumores en ratas expuestos oralmente a 0,1 a 2,5 mg patulina / kg de peso corporal / dia
durante 74 a 104 semanas. De acuerdo con la Agencia Internacional para la Investigacion
sobre el Cancer (IARC), la patulina se clasifica en el grupo 3 como " no clasificable en

cuanto a carcinogenicidad en seres humanos" (Puel et al., 2010).

Esta micotoxina se encuentra mayormente en manzanas ya que contiene azlcares: fructosa,
glucosa, sacarosa constituyentes principales de la fuente de carbono necesaria para el
desenvolvimiento del hongo asi como &cido malico importante para el aumento vy

estabilidad quimica de la patulina (Soriano et al., 2002).

Desde el 2003, el reglamento europeo 1425/3003 establece un nivel méximo de 50 mg / L
para los zumos de frutas y productos derivados, 25 mg / L para productos de la manzana
solidos y 10 mg / L para los zumos y alimentos destinados a bebés y nifios de corta edad.
Hoy en dia, la Food and Drug Administration (FDA) limita la patulina a 50 mg / L (Puel et

al., 2010). En la Figura 1.10 se observa la estructura quimica de la micotoxina Patulina.

O
NG

O OH

Figura 1.10 Estructura quimica de la Patulina (Nunes et al., 2007).

Durante el almacenamiento de la manzana, se presentan pérdidas que se estiman en mas de
25% debidas a dafios producidos por hongos, principalmente Penicillium expansum Link,
causante de la pudricién azul (Sanchez et al., 2008).
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El principal método utilizado para controlar ésta y otras pudriciones es el uso de fungicidas
de sintesis quimica, alternativa no del todo aceptada, debido a los dafios al medio ambiente,
los riesgos en la salud humana y a la formacion de cepas resistentes al fungicida. Por ello,
el control bioldgico constituye una alternativa eficaz ya que utiliza microorganismos
antagdnicos no patdgenos para el ser humano y que pueden ser mas persistentes durante el
almacenamiento que los productos quimicos. En el caso de la manzana, se utilizan
principalmente levaduras que tienen la capacidad de desarrollarse a temperaturas bajas y
tiempos prolongados. Sin embargo, el éxito de estos productos sigue siendo limitado, y sélo
unos pocos microorganismos estan comercialmente disponibles para controlar el deterioro

poscosecha de la fruta (Aular, 2008).

1.2.6 Importancia econdmica de Penicillium

Desde el punto de vista econémico, las especies del género Penicillium causan importantes
pérdidas al deteriorar cereales, frutas y otros alimentos durante su almacenamiento. Muchas
especies de género son psicrotrofas y pueden producir el deterioro de diferentes alimentos a
bajas temperaturas, suponiendo un posible problema para alimentos que se conservan en

refrigeracion (Beuchart, 1987; Bringmann y Mader, 1995).

El almacenamiento de frutas, al tratarse de productos frescos, puede presentar importantes
pérdidas debido al crecimiento de Penicillium spp. El control de estos posibles problemas
se lleva a cabo mediante prevencion de dafios fisicos en la fruta, tratamientos diversos y un

almacenamiento a bajas temperaturas lo mas corto posible (Fan y Tian, 2001).

1.2.7 Métodos de identificacién de hongos

La identificacion de género y especie se puede llevar a cabo con claves taxondmicas
basadas en la morfologia de las estructuras macro- y microscépicas fangicas. Se utilizan
colonias desarrolladas durante 7 dias en condiciones especificas tales como temperaturas y
medios de cultivo especializados, de preferencia de cultivos monosporicos, con
homogeneidad genética desarrollados a partir de una espora simple (Koneman, 2001). Otro
método utilizado para facilitar la identificacion taxonomica con claves son los
microcultivos, que permiten observar las estructuras fungicas in situ sobre el microscopio

en aumento (Arenas, 2003). Ademas, la prueba de produccién de indol, empledndose un
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disco de papel de filtro impregnado con el reactivo de Ehrlich, evidencia la presencia de la
enzima Triptofanasa y la formacion de &cidos (quetoglobicina, ciclopiazonico) como
metabolitos del indol, produciendo anillos de color violeta; lo cual ayuda a complementar

los estudios morfologicos (Gral et al., 2011).

Las practicas tradicionales del estudio de hongos incluyen el cultivo convencional y la
identificacion microscépica (Hocking et al., 2006). La identificacion de especies de hongos
estd basada en los micelios (color, tamafio y aspecto) y caracteristicas morfologicas
(tamafio, aspecto, morfologia de conidios y conidioforos) (Pitt y Hocking, 2009; Al-Hindi
et al., 2011). Estas técnicas requieren taxonomistas calificados; ademas de que los mas
minimos cambios en temperaturas de incubacion, y la composicion y pH del medio pueden

afectar la comparacion de los caracteres de los micelios (Suaad, 2013).

Actualmente ha adquirido mayor importancia el uso de métodos basados en biologia
molecular donde, a través de procedimientos y reactivos, se pueden detectar determinadas
secuencias de ADN que son propias de un agente microbiano. EI método que se esta
utilizando ampliamente en los laboratorios de diagndstico es la PCR (Reaccion en Cadena
de la Polimerasa), que se aplica generalmente para la identificacion de microorganismos

(Vizcarrondo y Gutiérrez, 2008).

A través de este método, puede aumentarse la cantidad de ADN hasta niveles detectables
mediante electroforesis (Vizcarrondo y Gutiérrez, 2008). Se ha demostrado que esta técnica
molecular presenta virtudes como simplicidad, rapidez, sensibilidad y especificidad al
identificar hongos (Suaad, 2013), aunque tiene ciertas desventajas como que es una técnica

costosa y requiere de personal capacitado.

1.3 EXTRACCION DE ADN

1.3.1 Fundamento

La extraccion consiste en el aislamiento y purificacion de moléculas de ADN y se basa en
las caracteristicas fisicoquimicas de la molécula. EI ADN esta constituido por dos cadenas
de nucle6tidos unidas entre si formando una doble hélice. Los nucleétidos estan integrados

por un azucar (desoxirribosa), un grupo fosfato y una base nitrogenada (adenina, guanina,
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timina o citosina). La union de los nucleotidos ocurre entre el grupo fosfato y el azlcar,
mediante enlaces fosfodiéster, dando lugar al esqueleto de la molécula. Las bases de
cadenas opuestas se unen mediante puentes de hidrégeno y mantienen estable la estructura
helicoidal (Cornejo et al., 2014).

Los grupos fosfato estan cargados negativamente y son polares, lo que le confiere al ADN
una carga neta negativa y lo hace altamente polar, caracteristicas que son aprovechadas
para su extraccion. Los grupos fosfato tienen una fuerte tendencia a repelerse, debido a su
carga negativa, lo que permite disolver al ADN en soluciones acuosas y formar una capa
hidratante alrededor de la molécula. Pero, en presencia de etanol, se rompe la capa
hidratante y quedan expuestos los grupos fosfato. Bajo estas condiciones se favorece la
unién con cationes como Na+ que reducen las fuerzas repulsivas entre las cadenas de
nucleotidos y permiten que el ADN precipite (Sambrook et al., 1989). Por otro lado, la
carga neta negativa del ADN le permite unirse a moléculas y matrices inorganicas cargadas
positivamente (Cornejo et al., 2014).

A lo largo del tiempo se han disefiado distintos protocolos con la finalidad de obtener una
cantidad y calidad de ADN adecuados, asi como garantizar la eliminacién de inhibidores
potenciales que dificulten el tratamiento posterior de la molécula. Los métodos
tradicionales, desarrollados en los afios 50, utilizan solventes orgéanicos para separar a las
proteinas del ADN y, una vez suspendido en la fase acuosa, aislarlo por precipitacion con
etanol. Estos métodos requieren preparar soluciones y la extraccion puede tomar desde unas
horas hasta varios dias por los numerosos pasos que deben realizarse. En general, los
protocolos tradicionales consisten de cinco etapas principales: homogeneizacién del tejido,
lisis celular, separacién de proteinas y lipidos, precipitacion y redisolucion del ADN
(Cornejo et al., 2014).

1.3.2 Métodos de extraccion de ADN

A partir de los afios 90 se introdujeron al mercado combos o kits de extraccion que utilizan
matrices inorganicas compactas cargadas positivamente capaces de retener varios
microgramos de ADN vy separarlos del resto de las biomoléculas, permitiendo obtener un

extracto libre de inhibidores. Los combos se venden en presentacion de membranas de
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silice o perlas magnéticas, las primeras estdn formadas por una resina y las segundas

consisten de un centro de hierro recubierto por resina (Dundass et al., 2008).

La membrana esté insertada dentro de un microtubo de polipropileno y las microesferas se
encuentran suspendidas en una solucion amortiguadora. Durante la extraccion, el ADN
cargado negativamente se adsorbe o une a la matriz selectiva de manera reversible y se
mantiene unido a ésta durante la remocion de lipidos, proteinas y metabolitos secundarios,
posteriormente la molécula se libera de la matriz. Los combos también incluyen soluciones
de lisis, union y lavado que no contienen fenol ni cloroformo para extraer proteinas,

tampoco requieren etanol para precipitar al ADN (Qiagen, 2005; Invitrogen, 2005).

Los kits comerciales disminuyen la extraccién a unas cuantas horas porque reducen el
nimero de pasos del procedimiento y, utilizados bajo las recomendaciones de cada
proveedor, garantizan una extraccion de alta pureza ya que tanto la recuperacion del ADN
como la eliminacion de contaminantes son muy eficientes (Qiagen, 2005; Invitrogen,
2005).

1.3.3 Calidad y cantidad de ADN extraido

Es importante determinar el rendimiento del ADN mediante espectrofotometria. La ley de
Beer-Lambert indica que la concentracion de una molécula en solucion depende de la
cantidad de luz absorbida de las moléculas disueltas. Una caracteristica del ADN es que
absorbe la luz ultravioleta (UV) a 260 nm y permite estimar su concentracién mediante
espectrofotometria. Cuando la longitud de la celda en que se disuelve el ADN, es de 1 cm,
la absorbancia es igual a la densidad 6ptica (DO). En el caso de ADN gendmico o de doble

cadena, una densidad dptica equivale a 50 pg/mL (Leninger, 1975).

Se debe considerar el factor de diluciébn para obtener la concentracion en
nanogramos/microlitro (ng/uL). En el caso de algunos equipos como el espectrofotometro
Nanodrop, no es necesario diluir la muestra y el equipo nos proporciona directamente la
concentracion en ng/uL. Considerando que para una reaccion de PCR se requieren de 10 a
200 ng debemos obtener al menos, 5 ng/uL. de ADN en cada muestra, si se recuperaron 50
uL, el rendimiento neto de la extraccion seria de 0.25 pg. Concentraciones menores

dificultan la estandarizacion de la PCR u otras téecnicas. Para estimar la pureza del ADN se
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considera la proporcion de la absorbancia a 260 nm y 280 nm. Una proporcion de 1.8 es
aceptada como ADN puro, proporciones menores a este valor indican la presencia de
proteinas. Una segunda valoracion de la pureza de &cidos nucleicos es la proporcion
260/230, los valores aceptados se encuentran en el rango de 2.0 a 2.2, si la relacién es
menor indican la presencia de contaminantes como carbohidratos o fenol (Desjardins y
Conklin, 2010).

1.4 GENERALIDADES DE LA PCR

1.4.1 Fundamento

PCR son las siglas en inglés de Polymerase Chain Reaction o Reaccidn en Cadena de la
Polimerasa. Es una técnica la cual fue descubierta por K. B. Mullis en 1983, y se ha
convertido en una de las técnicas basicas de Biologia Molecular, ampliamente utilizada
debido a su rapidez, especificidad, flexibilidad y aplicabilidad.

La idea basica de la técnica es sintetizar muchas veces un pedazo o fragmento de ADN
utilizando una polimerasa que puede trabajar a temperaturas muy elevadas, ya que proviene
de la bacteria Thermus aquaticus que vive a altas temperaturas (79°C a 85°C), de ahi su
nombre comercial mas conocido: taq polimerasa. Cuando se hace una reaccién de PCR se
simula lo que sucede en una célula cuando se sintetiza el ADN y en el tubo se mezclan
todos los ingredientes necesarios para hacerlo: la polimerasa, el ADN del organismo que se
quiere estudiar —donde se encuentra el fragmento que se quiere sintetizar—, los
oligonuclettidos (llamados también primers, iniciadores, cebadores, “oligos”, etc.)
necesarios para que se inicie la transcripcion, dinucleétidos (dNTP’s), y las condiciones
para que la enzima trabaje adecuadamente (cierto pH, determinadas cantidades de magnesio
en forma de MgClz, KCI, y pueden necesitarse otras sales o reactivos, dependiendo de cada

polimerasa) (Eguiarte et al., 2007).
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Figura 1.11 Amplificacion exponencial del ADN mediante la PCR.

1.4.2 Etapas

La PCR es un proceso que consta de tres pasos.

a) Desnaturalizacion:
La primera reaccion consiste en la desnaturalizacién del ADN, separandose las dos cadenas
por ruptura de los enlaces de hidrogeno. Las condiciones tipicas de desnaturalizacion son
95°C por 30 segundos, 0 97°C por 15 segundos; sin embargo temperaturas mas altas pueden

ser apropiadas especialmente para templados ricos en G + C. La desnaturalizacion
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incompleta permite el apareamiento de las hebras de ADN vy por lo tanto se reduce el
rendimiento del producto. En contraste, los pasos de desnaturalizacion a altas temperaturas
0 por mucho tiempo provocan pérdida de la actividad de la enzima (Fig. 1.12) (Cortazar y
Silva, 2004).
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Figura 1.12 Etapa de desnaturalizacion en PCR (Cortazar y Silva, 2004).

b) Alineamiento:

La segunda reaccidn es el alineamiento, consiste en la hibridacion de los primers. Para ello
se baja la temperatura y las condiciones seran tales que se facilitara la union de los primers
a las cadenas.

La temperatura y el tiempo requerido para el alineamiento de los primers dependen de la
composicion, tamafio y concentracion de los primers amplificadores. Una temperatura de
alineamiento (Tm) déptima es 5°C por debajo de la (Temperatura de alineacion) Tm de los
primers. Debido a que las ADN polimerasas son activas en un amplio rango de
temperaturas, la extension de los primers puede ocurrir a bajas temperaturas incluyendo el
paso de alineamiento. El rango de actividad de las enzimas varia en dos Ordenes de
magnitud entre 20 y 85°C. Las temperaturas de alineamiento en el rango de 55 a 72°C

generan buenos resultados (Fig. 1.13) (Cortazar y Silva, 2004).

Allneamiento
a . ot R B N L)
55°C ﬁl'!'vv""'"""" A 'Jllllj—‘-
v v . e
- Al AALLLAL L
70°C l_x.“...l'rrl’mn (- ") - AAod 1

Figura 1.13 Etapa de alineamiento en PCR (Cortazar y Silva, 2004).
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c) Extension:

La tercera reaccion es la extension la cual se efectia a 72° C, temperatura a la cual, la
polimerasa lleva a cabo su accion, insertando los diferentes nucle6tidos complementarios
en el orden que le va indicando la cadena que actGa como molde.

El tiempo de extension depende de la longitud y concentracion de la secuencia blanco y de
la temperatura. La extensién del primer se realiza tradicionalmente a 72°C. Las
estimaciones para la tasa de incorporacién de nucleétidos a 2°C varia de 35 a 100
nucleotidos por segundo dependiendo del buffer, pH, concentracion de sales y la naturaleza
del templado (Fig. 1.14) (Cortazar y Silva, 2004).
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Figura 1.14 Etapa de extension en PCR (Cortazar y Silva, 2004).

Los tres pasos anteriores constituyen un ciclo. La repeticion de este ciclo unas 40 veces, por
ejemplo, permite obtener, como resultado de un experimento de amplificacion, millones de
copias del fragmento de interés (Fig. 1.11). EI ndmero éptimo de ciclos dependera
principalmente de la concentracion inicial del templado cuando los otros pardmetros son

optimizados (Cortazar y Silva, 2004).
1.4.3 Cebadores especificos

Generalmente se utilizan cebadores de 16 a 30 nucleétidos de longitud, lo que permite que
la temperatura de anillamiento sea razonablemente elevada. Los cebadores no deben tener
tramos de secuencias con una polibase ni motivos repetidos, ya que podrian hibridarse de
forma inadecuada con el ADN molde. Deben evitarse las secuencias repetidas invertidas, a
fin de prevenir la formacion de estructuras secundarias del cebador, que impedirian su
hibridacion con el ADN molde. También deben evitarse las secuencias complementarias de
otros cebadores utilizados en la PCR, para prevenir la hibridacion entre cebadores o la

formacion de dimeros de cebadores (esto es especialmente importante en relacion con el
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extremo 3’ del cebador). Siempre que sea posible, conviene que el extremo 3’ del cebador
tenga gran proporcion de bases G y C para aumentar la hibridacion del extremo que se
quiere extender. La concentracion usual de oligonucledtidos para la PCR es de 1 puM. Esto
resulta suficiente para al menos 30 ciclos de amplificacién (Somma y Querci, 2007).

El disefio cuidadoso de primers es uno de los aspectos mas importantes de la PCR. Primers
mal disefiados pueden amplificar otros fragmentos de ADN distintos a los buscados
(amplificacion inespecifica).

1.4.4 Electroforesis

Para poder analizar el o los fragmentos obtenidos en la PCR, se utiliza la electroforesis, ya
sea en geles de agarosa o de acrilamida, la cual permite separar estos fragmentos de
acuerdo al tamafio de cada uno. Tanto la agarosa como la acrilamida forman una especie de
red con agujeros de tamarios diferentes, por la cual son obligados a pasar los fragmentos de
ADN, “jalandolos” a través de corriente eléctrica, hacia el polo positivo, ya que la carga de
una molécula de ADN es negativa por la presencia de grupos fosfato. Los fragmentos mas
pequefios pasardn primero a través de la red de agujeros, mientras que los mas grandes se
irdn retrasando y atorando en los hoyos; de esta manera los fragmentos de tamafios
similares migraran a ritmos similares. Si hay muchos fragmentos de un mismo tamarfio se
agruparan todos juntos, formando una banda en el gel (Fotografia 1.2) (Eguiarte et al.,
2007).

Para poder visualizar estas bandas se hace una tincion del gel. Lo mas comun es utilizar
bromuro de etidio, que es una molécula con dos propiedades importantes: se intercala en las
bases del ADN vy brilla con luz UV a una longitud de onda determinada (264-366 nm) con

lo cual se observan las bandas de ADN en el gel (Eguiarte et al., 2007).
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Fotografia 1.2 Equipo para electroforesis en gel de agarosa.
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CAPITULO 2. METODOLOGIA EXPERIMENTAL

2.1 Descripcion de cuadro metodolégico

Objetivo general: Identificar Penicillium expansum mediante técnicas de Biologia
Molecular, para comprobar la presencia de este hongo causante de pudricion en poscosecha
de manzana (Malus domestica L..).

Objetivo particular 1: Obtener cultivos monosporicos de las cepas de hongos de
Penicillium aisladas de manzanas por medio de un sembrado de diluciones de suspensiones

de esporas, para posteriormente llevar a cabo la extraccion de ADN.

Objetivo particular 2: Extraer ADN de las colonias monospoéricas de las cepas de
Penicillium, de manzanas aparentemente sanas y de manzanas inoculadas con P. expansum,
aplicando la metodologia del Kit Wizard Magnetic DNA Purification System for Food para

llevar acabo la PCR.

Objetivo particular 3: Seleccionar primers con ayuda de literatura actualizada, para tener
la secuencia de iniciacion de la amplificacion de fragmentos especificos de ADN de

Penicillium expansum.

Objetivo particular 4: Aplicar la técnica de la Reaccion en Cadena de la Polimerasa
(PCR), para llevar a cabo la amplificacion de ADN y de esta manera lograr la identificacion
molecular de Penicillium expansum presente en manzanas (Malus domestica L.) en

poscosecha.
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2.1.1 Cuadro Metodoldgico

I Identificzcicn a mivel molecular de Penizilliion exparcum en manzana {(Malus domestica L) por medic da la PCEL I

}

OBJETIVO GEMERAL

Identificar Penicillium expansum mediante téenicas de Biclogia Molecular, para comprobar |a presencia de este hongo cansante de pudricidn en poscosecha

de manzana (Malus domestica L),

i

i

OBJETIVO PARTICULAR 1

Obtemer cultivo: monosponcos
de la=z hongos de
FPeririllium aisladas de manzanas
por medio de un sembrade de
diluciones ds suspenzsionss de

cepas de

esporas, para  posterionmente
llavar a czbe la extraccicn de
AT

}

—

ACTIVIDADES PRELIMIMNARES.

* Hacer medios de cultive de
agar papa dextrosa (FDA).

® Sambrar laz esporaz  dsl
caparto de Penicillium spp.

* Hacer diluciones y resembrar

* Varificar que no  estén
contamimadas las cajas.

* Fxiraer uma aEpOTa
germinzdz v resembrar.

* Oibtener

MONOSEOricos.

cultivosz

OBJETIVO PARTICULAR 2

Extraer ADI de laz colomas
monosporicas de laz cepas de
Peririllium, de  manzanas
aparentemente  sanas v de
manzanas  noculadzs com P
EXPAMILN, aplicando la
metodologia del Eit Wizard
Magnetic DNA  Puonfication
System for Food para llevar a
cabo la PCE.

3
OBJETIVO PARTICULAR 3

Salecciomar primars con ayuda
de literatura actualizada, para

|

ACTIVIDADES
PRELIMIMNARES.

# Dazarrollar la
metodelogia
correspondiente al Kit.

¢ Daterminar la pureza
del ADH.

¢ Cuantificar el ADN por

espectrofotometria,

L

tener la secuencia de imclacion

L

de la  amplificacion  de

fragmentos  especificos de
ADK da Penicillium
EXPansION.

1
ACTIVIDADES PRELIMIMNARES.

¢ Busqueda hibliogrifica
de la secuenciacidn del
AT del henge
FPenicillium sxpanswem.

OBJETIVO PARTICULAR 4

Aplicar la téenicz de lz Feaccion en Cadena
de la Polimerasa (PCE), para llevar a cabo
la amphficacicn de ADM v de esta manera
identificacion  molecular de
Fewnicillium exparzum presente en manzana
(Malus domestica L.) en poscosecha.

lograr la

4

ACTIVIDADES PRELIMIMARES.

® Aplicar reacciom en cadama de la
Polomeraza (PCE]),
amplificacion dal ADI de las espacies
an aztudio.

* Flactroforesis

* Vizualizacidn
ultravioleta

para la

dal ADN com luz

EESULTADOS

BESULTADGS

ANALISIS DE RESULTADOS

.

Figura 1.15 Cuadro metodologico.

i
CONCLUSIONES
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2.2 Material
2.2.1 Material biologico

e Cepas de Penicillium spp. aisladas de manzanas obtenidas en la Unidad de
Investigacion en Granos y Semillas (UNIGRAS)

e Primers frontal y reverso

Se seleccionaron los primers de acuerdo a Hesham et al. (2011), quienes lograron
identificar especificamente a P. expansum a partir del gen de la poligalacturonasa. A
continuacion en la tabla 3 se muestran las especificaciones de dichos primers; ademas en la
Figura 1.16 se observa su localizacion en el GenBank.

Tabla 3. Primers especificos para Penicillium expansum.

Secuencia de (5"- 3") Amplificado
Primer Frontal ATCGGCTGCGGATTGAAAG -
Primer Reverso AGTCACGGGTTTGGAGGGA .
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Figura 1.16 Secuencias de primers localizados en el GenBank, en el gen pepgl que codifica para
la poligalacturonasa de Penicillium expansum.
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ADN extraido de las especies aisladas (Tabla 4).

Tabla 4. Cepas de Penicillium aisladas de manzana.

1 o Penicillium expansum
2 . P. sp.

3 o P. expansum

4 J P. expansum

5 . P. sp.

6 o P. expansum
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.. continuacion de la Tabla 4. Cepas de Penicillium aisladas de manzana.

7 . P. expansum
8 o P. sp.
9 o P. sp.
10 . P. sp.
11 . P. sp.
12 . P. expansum
13 . P. sp.
14 ° P. sp.
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... continuacion de la Tabla 4. Cepas de Penicillium aisladas de manzana.

. 15 . P. expansum
. 16 . P. expansum
o 17 o P. expansum
o 18 J P. expansum

2.2.2 Reactivos

*Elaboracion de cultivos monospéricos

e Solucién de Tween 20 al 0.05%
e Medio de cultivo papa-dextrosa-agar (PDA) marca DIBICO

*Extraccion de ADN

e Agua libre de nucleasas
e BufferdelisisAyB

e Solucién de precipitacion
e MagneSilTM PMPs

e Isopropanol

e Etanol frio 70%

*Cuantificacion de ADN

e Agua libre de nucleasas
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*PCR

Master Mix (50 unidades de Taq ADN polimerasa, 400 uM de cada dNTP y 3 mM

de MgCly)
Agua libre de nucleasas

DNA de las muestras de Penicillium spp

*Electroforesis

Agarosa en polvo

Tris acetato y EDTA (TAE) 1x como solucion buffer, pH=8
Bromuro de etidio en concentracion 10 mg/ml

Marcador de peso molecular de 1 kb, Promega

Tinte cargador azul/naranja 6x, Promega

2.2.3 Equipos

*Elaboracion de cultivos monosporicos

Agitador vortex
Lamparas de alcohol
Incubadora

Autoclave

*Extraccion de ADN

Agitador vortex

Balanza analitica electrdonica

Termobloque con agitacion para tubos Eppendorf Thermomixer
Juego de micropipetas

Microcentrifuga para tubos Eppendorf

*Cuantificacién de ADN

Espectrofotémetro, Accesolab NanoDrop ND-1000
Computadora

Juego de micropipetas
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*PCR

e Juego de micropipetas
e Tubos Eppendorf

e Termociclador

*Electroforesis

e Camara de electroforesis
e Fuente de poder

e Balanza analitica electronica

e Transiluminador de luz UV

e Equipo de fotografia (cAmara polaroid)
e Un filtro para luz UV

2.3 Métodos
2.3.1 Elaboracion de cultivos monosporicos

A partir de las colonias del cepario de Penicillium spp. se obtuvieron suspensiones de

esporas y se realizaron diluciones.
1.- Se agregd 1000 pL de solucion de Tween 20 al 0.05% a un tubo eppendorf.

2.- Con ayuda de un sacabocados, se extrajo un explante de 0.5 cm de diametro de una
colonia del hongo y se colocd dentro del tubo eppendorf, agitando en vortex por un

minuto.

3.-Se tomo un tubo nuevo al cual se le agreg6é 900 pl de solucion de tween 20 al 0.05% y
100 pl de la suspensién de esporas del primer tubo y se agit6 en el vértex aproximadamente

1 min. De esta manera se hicieron 4 diluciones.

4.-Al tener las disoluciones se tomaron 15 pL de la penultima y dltima disolucién y se

sembraron dispersando la suspension en cajas Petri con medio de cultivo PDA.
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5.-Se incubaron por 24hrs a una temperatura de 25°C.

6.-De las cajas ya incubadas anteriormente se extrajo una espora germinada y se resembré
en una caja Petri nueva con PDA.

7.-Se incubo por 7 dias a una temperatura de 25°C y de esta manera se obtuvieron los

cultivos monospéricos.

2.3.2 Extraccion de ADN

Para la extraccion del ADN de las especies aisladas de Penicillium, de manzanas
aparentemente sanas y de las manzanas inoculadas con P. expansum se empled el Kit
Wizard Magnetic DNA Purification System for Food. Esta disefiado para la purificacion de
ADN de una gran variedad de alimentos tanto naturales como procesados. Este sistema de
purificacion utiliza perlas magnéticas que facilitan la union de los acidos nucleicos y la
eliminacién de contaminantes, aumentando la pureza del ADN (Promega, 2009). A

continuacion se describe la metodologia utilizada:

1. Se pesaron 200mg de muestra en un tubo eppendorf de 2mL.

2. Se adicionaron 500 pL de Buffer de lisis A y perlas de vidrio. Se agité en vértex
aproximadamente 10 minutos para homogeneizar y romper las paredes la muestra.

3. Se adicionaron 5 pL de RNAsa, se cerrd el tubo y se agitdé vigorosamente con el
vortex.

4. Se adicionaron 250 pL de Buffer de lisis B y se coloc6 el tubo en el vortex por un
tiempo de 10-15 segundos. Se incub6 por 10 minutos a una temperatura ambiente
(22-25 °C).

5. Se adicionaron 750 pL de solucién de precipitacion. Se agito vigorosamente con el
vortex.

6. Se centrifugd por 10 minutos a una velocidad méxima de 13,000 rpm.

7. Se transfirié el sobrenadante (fase liquida) a un tubo nuevo de 2 mL.

8. Se mezclo la botella de Magnesil TM PMPs por un espacio de 15-30 segundos, el
Magnesil TM PMPs debe de estar muy bien resuspendido antes de ser utilizado.

9. Se adicionaron 50 pL del reactivo Magnesil TM PMPs al sobrenadante y se agito en

vortex.
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10. Se adicionaron 0.8 de volumen de Isopropanol. Se invirti6 el tubo de 10 a 15 veces.
Se incubo por 5 minutos a temperatura ambiente con mezclados ocasionales.

11. Se coloco el tubo dentro de la gradilla magnética por 1 minuto. Se desecho la fase
liquida.

12. Se removio el tubo de la gradilla y se le adicionaron 250 pL de Buffer de lisis B. Se
invirtié el tubo de 2 a 3 veces y se regreso a la gradilla. Se dejé 1 minuto y se
removio la fase liquida.

13. Se adicion6 1 mL de Etanol al 70%. Se coloc6 el tubo en la gradilla por 1 minuto.
Se desecho el liquido remanente.

14. Se secaron las particulas de 14-30 minutos a temperatura ambiente 6 10 minutos a
65°C en el termomixer.

15. Se adicionaron 60 pL de agua libre de nucleasas, se mezcld en el vortex y se incubo
a 65°C por 5 minutos. Se colocd el tubo en la gradilla magnética y se removio el

agua libre de nucleasas con el ADN.

2.3.3 Cuantificacion de ADN

El ADN, el ARN, los oligonucled6tidos e incluso los mononucle6tidos pueden cuantificarse
directamente en soluciones acuosas, en forma diluida o sin diluir, midiendo la absorbancia
A (o densidad éptica, DO) de luz ultravioleta. Si la muestra es pura, es decir, no contiene
cantidades significativas de contaminantes como proteinas, fenol o agarosa, la medicion
espectrofotométrica de la irradiacion ultravioleta absorbida por las bases es sencilla y
exacta. La concentracion de &cidos nucleicos suele determinarse midiendo a 260 nm y
comparando con un blanco. La interferencia de contaminantes puede determinarse
calculando un «cociente». Dado que las proteinas absorben a 280 nm, se emplea el cociente
A260/A280 para calcular la pureza de los &cidos nucleicos. Los cocientes respectivos del
ADN y el ARN puros son aproximadamente de 1.8 y 2.0 (Somma, 2007). A continuacion

se describe el procedimiento que se siguid para la cuantificacién de ADN de las muestras:

1. Se calibré el equipo (Accesolab NanoDrop ND-1000 A113) colocando 2uL de agua
libre de nucleasas en el orificio que se encuentra debajo del brazo.
2. Se abrio en la computadora el programa de NanoDrop, seleccionando la opcién para

acidos nucleicos.
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3. Se colocaron 2 pL de agua libre de nucleasas para registrarlo como blanco.

4. Se limpio y se adicion6 2 pL de la muestra de ADN a cuantificar y se ejecuto el
programa.

5. Se registraron los datos proporcionados por el programa en cuanto a la concentracion
de ADN en una relacion de 260nm/280nm.

2.34 PCR

Para llevar a cabo la reacciéon en cadena de la polimerasa se prepararon las muestras de
acuerdo al protocolo que precisa el Kit Promega, con los primers frontal y reverso
correspondientes a las muestras en estudio. A continuacion se describe brevemente el
procedimiento que se siguid para llevar a cabo la amplificacion de ADN por medio de la
PCR:

Tabla 5. Componentes para llevar a cabo una reaccién de 25pL.

Master Mix 12,5 L
Primer R 0.5 pL
Primer F 0.5 uL

ADN 1L
H-0 10.5 pL

1. Se hizo el célculo correspondiente de cada reactivo (Tabla 5) de acuerdo al nUmero de
muestras que se amplificaron.

2. Se agreg0 a cada tubo la cantidad de ADN correspondiente, excepto al blanco.

3. Posteriormente se colocaron en el termociclador.

4. Se programo el termociclador de acuerdo a las condiciones establecidas para los
primers.

5. Serealizo la PCR con el programa indicado en la Figura 1.17
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Figura 1.17 Condiciones de PCR para la identificacion de P. expansum.




2.3.5 Electroforesis

Para analizar los fragmentos obtenidos en la PCR, se llevo a cabo la electroforesis en gel de
agarosa, en la cual se separaron dichos fragmentos de acuerdo al tamafio de cada uno. A

continuacion se describe brevemente el procedimiento de dicha técnica:

1.- Se disolvid en el buffer TAE 1X la agarosa al 1%, y se calentdé en microondas hasta

ebullicion para disolver bien el polvo.

2.- La solucidn se agitdé suavemente para evitar la formacion de burbujas, y se le agrego

bromuro de etidio a una concentracion de 0.5 pg/ml.

3.-Después se vertid en el contenedor de geles al que ya se le habia colocado el peine para

formar los pozos.

4.- En un parafilm se depositaron unas gotitas de colorante de aproximadamente 3 pL (para
cada muestra) y después se agrego la gotita de la muestra de ADN de aproximadamente 4

pL sobre la gota de colorante.
5.- Cada muestra se colocd en un pozo.
6.- Se colocd el marcador de peso molecular en el gel.

7.- Se inici6 la electroforesis dejando fluir la corriente eléctrica a 90 V y se espero

aproximadamente de 1 a 2hrs.

8.- Al terminar se coloco el gel en el transiluminador para observar las bandas y se tomaron

las fotos del gel.
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CAPITULO 3 RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 Obtencion de cultivos monosporicos de especies de Penicillium aisladas de

manzana

Se obtuvieron cultivos monospdricos a partir de las cepas aisladas de frutos de manzana,
los cuales fueron resembrados en medio de cultivo PDA. A simple vista se observaron
colonias con caracteristicas macromorfologicas similares entre si; colonias de color verde
mate, con los bordes de color blanco y textura pulverulenta, reverso marron. A excepcion
de la cepa No. 3 (Veéase fotografia 1.3) la cual se observa como una colonia de micelio de
color blanco con el centro ligeramente elevado, con profundidad media, hacia el exterior de

color verde claro y textura pulverulenta, con bordes de color blanco y textura funiculosa.

Fotografia 1.3 Cultivos monosporicos de las cepas de Penicillium aisladas de manzanas.
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La morfologia y tamafio de los conidiéforos de cepas aisladas de Penicillium se presenta en

la fotografia 1.4. Se observan conidi6foros en su mayoria terminalmente terverticilados y

algunos biverticilados, con estipites entre 200 y 600 um de longitud, de paredes lisas, con

métulas irregulares y simétricas y conidios elipsoidales de paredes lisas.

Fotografia 1.4 Fotografias en microscopio (40x) de cultivos monosporicos de
Penicillium expansum aisladas de manzanas.




3.2 Extraccién de ADN de las colonias monospdricas del género Penicillium, de

manzanas aparentemente sanas y de manzanas inoculadas con P. expansum por medio
del Kit Wizard Magnetic DNA Purification System for Food

e Cuantificacion de ADN del género Penicillium

La concentracion obtenida del ADN extraido fue cuantificado con un espectrofotometro,

los valores de concentracion y pureza se muestran en la Tabla 6.

Tabla 6. Concentracion de ADN vy relacion 260/280 de las cepas monosporicas del género

Penicillium.
No. Cepa Concentracion Relacion No. cepa Concentracion Relacion
de ADN (ng/uL) | 260/280 de ADN (ng/pL) | 260/280
1R1 58.2 6.94 1R2 60.6 7.02
2R1 57.4 3.62 2R2 36.6 4.17
3R1 34.9 4.61 3R2 49.2 7.59
4R1 57.4 491 4R2 92.6 2.82
5R1 33.3 6.52 5R2 46.3 3.55
6R1 69.5 5.46 6R2 63.6 421
7R1 78.5 243 7R2 52.7 4.13
8R1 63.2 3.40 8R2 78.6 4.99
9R1 52.2 6.40 9R2 142.9 2.82
10R1 101.2 4.02 10R2 78.6 4,70
11R1 47.3 5.24 11R2 39.8 6.30
12R1 49.0 4.14 12R2 22.4 8.31
131 52.4 7.32 13R2 70.6 3.07
14R1 60.2 6.99 14R2 39.6 5.36
15R1 30.1 8.12 15R2 42.9 6.90
16R1 31.0 6.86 16R2 73.6 5.17
17R1 24.8 6.11 17R2 43.5 4.82
18R1 38.9 4.89 18R2 68.2 4.74
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Respecto a los valores obtenidos en cuanto a la relacion 260/280 que es un indice de la
pureza del ADN, se puede observar que estan por arriba de lo ideal que es
aproximadamente 1.8, lo cual muestra que el ADN extraido estd contaminado con ARN
(Desjardins y Conklin, 2010). Pero en cuanto a las concentraciones de ADN se observa que
son altas pues se recomienda como minimo una concentracion de 60 ng/pL indicando que

este ADN es apto para ser utilizado en la reaccion de PCR.
e Cuantificacion de ADN de Penicillium en manzanas

Para conocer si es posible identificar el hongo P. expansum directamente en manzanas
aparentemente sanas se llevo a cabo la extraccién de ADN de las muestras obtenidas de
diferentes mercados empleando el KIT Wizard Magnetic DNA Purification System for
Food. La concentracién de ADN extraido en cada muestra fue cuantificada posteriormente

con un espectrofotdmetro, los valores de concentracion y pureza se muestran en la Tabla 7.

Tabla 7. Concentracion de ADN y relacion 260/280 de las muestras de manzanas
aparentemente sanas.

Concentracion de ADN Relacion
No. Muestra

(ng/uL) 260/280
1 118.9 1.45
2 69.9 1.8
3 61.1 1.5
4 70 1.55
5 62.9 1.69

Respecto a los valores obtenidos en cuanto a la relacion 260/280 que es un indice de la
pureza del ADN, se puede observar que estan por abajo de lo ideal que es aproximadamente
1.8 a excepcion de la muestra 2, lo cual muestra que el ADN extraido estad contaminado con
proteinas (Desjardins y Conklin, 2010). Pero en cuanto a las concentraciones de ADN se
observa que son altas indicando que este ADN es apto para ser utilizado en la reaccion de
PCR.
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e Cuantificacion de ADN de Penicillium expansum inoculado en manzanas

Para conocer si es posible identificar el hongo P. expansum directamente en manzanas

contaminadas se llevdo a cabo la extraccion de ADN de las muestras de manzanas

inoculadas con P. expansum empleando el KIT Wizard Magnetic DNA Purification System

for Food. La concentracion de ADN extraido en cada muestra fue cuantificada

posteriormente con un espectrofotdmetro, los valores de concentracion y pureza se

muestran en la Tabla 8.

Tabla 8. Concentracion de ADN y relacion 260/280 de las muestras de manzanas
inoculadas con Penicillium expansum
No. Concentracion Relacion | No. Concentracion Relacion
Muestra de ADN (ng/uL) | 260/280 | Muestra de ADN (ng/uL) | 260/280
1 83.0 4.72 1.1 39.3 4.72
2 47.6 5.83 2.1 39.8 5.69
3 44.1 4.82 3.1 41.9 5.14

Se observa que los valores de la pureza del ADN resultan elevados posiblemente por una

contaminacion con ARN (Desjardins y Conklin, 2010). En cuanto a las concentraciones de

ADN se observa que son menores a 60 ng/uL valor que resulta lo ideal para llevar a cabo

una reaccion de PCR a excepcion de la muestra 1. Aun asi al llevar a cabo la

experimentacion las muestras amplificaron correctamente.

45




3.3PCR

Control positivo de Penicillium expansum

En la fotografia 1.5 se muestran el amplificado de 404 pb de los primers del gen pepgl que
codifica para la poligalacturonasa de P. expansum. Utilizando ADN perteneciente a P.
expansum como control positivo. Las condiciones usadas para todas las pruebas fueron
disefiadas conforme a las especificaciones de los primers. Se realizo la prueba a una Tm de
57 °C especificada por el proveedor Integrated DNA Technologies, con la cual se obtuvo

un amplificado de 404 pb que fue nuestro control positivo para las siguientes pruebas.

500 pb
400 pb
300 pb
200 pb
100 pb ne

404 pb

Fotografia 1.5. Evaluacién electroforética en gel de agarosa al 1% del producto de
PCR con primers para amplificar el gen pepgl que codifica para la
poligalacturonasa de P. expansum en la determinacion del control positivo. MP:
Marcador de peso molecular 100 pb, Bco: Blanco, C+: Control positivo de P.
expansum.
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Especificidad de los primers de Penicillium expansum

En la fotografia 1.6 se muestra el analisis electroforético de los productos de la PCR,
utilizando los primers del gen pepgl que codifica para la poligalacturanasa de P.
expansum. En el gel se puede observar una banda amplificada de 404 pb en el carril 3 que
corresponde al de la muestra de ADN de P. expansum y otra banda en el carril 9 de igual
tamafo 404 pb que corresponde al ADN de uva vinicola. Se adjudica esta banda a la
posibilidad de que la muestra estuviera contaminada con P. expansum ya que
bibliograficamente se ha reportado la presencia de este hongo en frutos de uva (Donoso y
Latorre, 2006). En los demas carriles se utilizaron muestras de ADN de distintas especies
de Penicillium como son P. implicatum, P. oxalicum; de Aspergillus, papaya y de manzana,
en donde se observan amplificados pero de tamafios diferentes a los 404 pb que se esperaba

para la especie de P. expansum.

Esto se realiz6 con el fin de comprobar que los primers obtenidos bibliograficamente para

P. expansum no amplifican con otras especies con similitud morfol6gica y molecular.

404 pb

SN
Fotografia 1.6. Evaluacion electroforética en gel de agarosa al 1% del producto de PCR

con primers para amplificar el gen pepgl que codifica para la poligalacturonasa de P.
expansum, para comprobar la especificidad de los primers. MP: Marcador de peso
molecular 100 pb, Bco: Blanco, C+: Control positivo (P. expansum), P. im: P.
implicatum, P. oxa: P. oxalicum, Asp: Aspergillus, Asp: Aspergillus, Pap: Papaya, U.v:

Uva vinicola, Mza: Manzana.



Identificacion molecular de Penicillium expansum

En las siguientes fotografias se muestran los amplificados de 404 pb de los primers del gen
pepgl que codifica para la poligalacturonasa de P. expansum; se colocd un marcador de
peso molecular (MP), un blanco (Bco) y ADN perteneciente a P. expansum como control
positivo, se evaluo el ADN de las cepas 2, 3, 4, 5y 6 como se observa en la fotografia 1.7;
el ADN de las cepas 7, 8, 9 y 10 como se observa en la fotografia 1.8; el ADN de las cepas
11, 12, 13 y 14 como se observa en la fotografia 1.9; y el ADN de las cepas 15, 16, 17 y 18
como se observa en la fotografia 1.10 de Penicillium spp. obtenidas en UNIGRAS. Las
condiciones utilizadas para estas pruebas fueron disefiadas conforme a las especificaciones
de los primers. Se realizaron las pruebas a una Tm de 57 °C especificada por el proveedor
Integrated DNA Technologies. Los primers utilizados fueron obtenidos bibliograficamente
(Hesham et al., 2011).

Con estas condiciones de PCR y los primers sefialados se obtuvo para todas las muestras un
amplificado de 404 pb demostrando que corresponden a la especie de P. expansum.
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MP Bco C+ C2 €3 C4 C5 C6

500 pb
400 pb
300 pb
200 pb
100 pb

Fotografia 1.7. Evaluacion electroforética en gel de agarosa al 1% del producto de PCR
con primers para amplificar el gen pepgl que codifica para la poligalacturonasa de P.
expansum, de las cepas C2 a la C6. MP: Marcador de peso molecular 100 pb, Bco: Blanco,
C+: Control positivo, C2: Cepa 2, C3: Cepa 3, C4: Cepa 4, C5: Cepa 5, C6: Cepa 6.

MP  Bco C+ C7

500pp —
300pb ——
100 pb

Fotografia 1.8. Evaluacion electroforética en gel de agarosa al 1% del producto de PCR
con primers para amplificar el gen pepgl que codifica para la poligalacturonasa de P.
expansum, de las cepas C7 a la C10. MP: Marcador de peso molecular 100 pb, Bco:
Blanco, C+: Control positivo, C7: Cepa 7, C8: Cepa 8, C9: Cepa 9, C10: Cepa 10.
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750 pb

500ph ——
404 pb

250ph  ——

Fotografia 1.9. Evaluacion electroforética en gel de agarosa al 1% del producto de PCR
con primers para amplificar el gen pepgl que codifica para la poligalacturonasa de P.
expansum, de las cepas C11 a la C14. MP: Marcador de peso molecular 1 Kb, Bco: Blanco,
C+: Control positivo, C11: Cepa 11, C12: Cepa 12, C13: Cepa 13, C14: Cepa 14.

1000 pb
750pp ——
500 pb 404 pb

250pb

Fotografia 1.10. Evaluacion electroforética en gel de agarosa al 1% del producto de PCR
con primers para amplificar el gen pepgl que codifica para la poligalacturonasa de P.
expansum, de las cepas C15 a la C18. MP: Marcador de peso molecular 1 Kb, Bco:
Blanco. C+: Control positivo, C15: Cepa 15, C16: Cepa 16. C17: Cepa 17, C18: Cepa 18.
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Se corroboré la identificacion de las cepas 1, 3, 4, 6, 7, 12, 15, 16, 17 y 18 como P.
expansum con la técnica de PCR en esta tesis. Las cepas 2, 5, 8, 9, 10, 11, 13 y 14 también

fueron identificadas en esta tesis por la técnica de PCR como P. expansum.

Los resultados obtenidos confirman la necesidad de una identificacion de los hongos
microscopicos a través de diversas técnicas, especialmente para llegar a una identificacion
certera a nivel de especie. Conjuntando las metodologias de identificacion macro y micro
morfolégicas con la técnica bioquimica de Erlich y con las técnicas de PCR se puede
confirmar la ubicacién de una especie fungica de morfologia tan variable y dependiente de

las propiedades quimicas del sustrato, como la de P. expansum.

Visagie et al (2014) subrayan el hecho de que basar la identificacion de Penicillium
solamente en su morfologia es muy arriesgado ya que ésta es la arquitectura fisica de
adaptacion de la especie a un ambiente. Como resultado de esto, una cepa puede lucir
diferente de un laboratorio a otro y de unas condiciones especificas de crecimiento a otras.
Por esta razén, las comparaciones entre diferentes estudios a veces han sido muy

complicadas.

Un aspecto importante para la medicién de estructuras fungicas en el microscopio,
necesarias para seguir las claves taxondmicas, es tomar las muestras del centro de la
colonia donde los conidios y otras estructuras muestran formas y tamafios generalmente

mas uniformes.

La composicion y calidad de los componentes de los medios de cultivo varian de una marca
comercial a otra y pueden presentarse variaciones de pH en los medios resultantes. Por otro
lado las variaciones de temperatura en las incubadoras no siempre son idénticas. Todos
estos factores por un lado y la plasticidad genética de la especie P. expansum complican su

identificacion basada en caracteristicas morfoldgicas, exclusivamente.
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Identificacién molecular de Penicillium expansum en manzanas aparentemente sanas

En la fotografia 1.11 se muestra el analisis electroforético donde se evaltan los productos
de la PCR, utilizando los primers del gen pepgl que codifica para la poligalacturanasa de
P. expansum. Utilizando ADN de 5 diferentes muestras de manzanas aparentemente sanas,
obtenidas de diferentes sitios comerciales. Se puede observar que en ninguna de las
muestras se obtuvo un amplificado demostrando que las muestras estaban libres de P.
expansum. Para prevenir la infeccion de manzanas por el hongo P. expansum, los
productores se valen de procedimientos como el empleo de atmosferas controladas, o la

incorporacion de microorganismos como bacterias o levaduras al fruto (Anguiano et al.,
2012).

S ~——
——
e
e
—
e
-
—
Ce—
1000 pb
——
750 pb —
500 pb _——
250 pb

Fotografia 1.11. Evaluacion electroforética en gel de agarosa al 1%
del producto de PCR con primers para amplificar el gen pepgl que
codifica para la poligalacturonasa de P. expansum, en manzanas
aparentemente sanas. MP: Marcador de peso molecular 1 Kb, Bco:
Blanco, M1: Muestra 1, M2: Muestra 2, M3: Muestra 3, M4: Muestra
4, M5: Muestra 5.
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Identificacion molecular de Penicillium expansum en manzanas inoculadas con

Penicillium expansum

En la fotografia 1.12 se muestra el analisis electroforético donde se evaltan los productos
de la PCR, utilizando los primers del gen pepgl que codifica para poligalacturanasa de P.
expansum. Utilizando ADN pertenenciente a P. expansum como control positivo y ADN de
las muestras de manzanas inoculadas con P.expansum. Se puede observar que en todas las
muestras se obtuvo un amplificado de 404 pb como lo indica Hesham et al., (2011)

demostrando que se puede detectar P. expansum directamente en el fruto.

M.1.1 M2 M.2.1 M3 M.3.1

1000 pb

750 pb

500 pb 404 pb

250 pb

Fotografia 1.12. Evaluacion electroforética en gel de agarosa al 1% del
producto de PCR con primers para amplificar el gen pepgl que
codifica para la poligalacturonasa de P. expansum, en manzanas
inoculadas con P. expansum. MP: Marcador de peso molecular 1 Kb,
Bco: Blanco, C+: Control positivo (P. expansum), M1: Muestra 1,
M1.1: Muestra 1.1, M2: Muestra 2, M2.1: Muestra 2.1, M3: Muestra 3,
M3.1: Muestra 3.1.
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CONCLUSIONES

e Se obtuvieron los cultivos monosporicos a partir de cepas aisladas de manzana es un
método con alto nivel de complejidad, debido a la facilidad con la que pueden

contaminarse por otros individuos que se encuentran presentes en el ambiente.

e La extraccion de ADN por medio del Kit Wizard Magnetic DNA Purification
System for Food arroja concentraciones altas y aunque la pureza no fue cercana a

1.8 considerada como dptima las extracciones funcionaron al llevar a cabo la PCR.

e Los primers seleccionados para la identificacion molecular de Penicillium spp.
fueron especificos para Penicillium expansum. Todas las cepas de Penicillium
aisladas de manzana resultaron positivas en la prueba de PCR para Penicillium
expansum, debido a esto ya no hubo necesidad de hacer pruebas con primers para

otras especies de Penicillium.

e Se comprobd que la especie de Penicillium expansum se puede detectar por medio
de la PCR directamente en frutos de manzana con sintomas de pudricion sin

necesidad de aislar el hongo previamente.

e La identificacion molecular de especies de Penicillium por medio de la PCR es una
técnica rapida, sensible y especifica con respecto a las técnicas de identificacion
morfolégica, las cuales son muy tardadas y pueden ser errGneas debido a la
similitud morfolégica de algunas especies. Sin embargo, llevar a cabo esta

metodologia requiere de personal capacitado.
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RECOMENDACIONES
e Llevar a cabo esta metodologia con otros frutos que reporte la literatura con
presencia de Penicillium expansum.
e Crear una norma que regularice la concentracion en alimentos de la micotoxina
Patulina.
e Evaluar los riesgos para la salud provocados por el consumo de micotoxinas

provenientes de hongos en manzana.
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