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1. Resumen

La presencia de micotoxinas en cereales es unos de los contaminantes que con
mayor frecuencia se presenta. Las condiciones de colonizacion por hongos
micotoxigénicos juegan un papel importante en control y prevencion. Sin embargo,
es un tema que se encuentra descuidado en nuestro pais ya que no existe

legislacion actual que enfrente dicho problema.

En el presente trabajo, se presenta el estudio de la deteccion de genes en tortillas
de maiz por medio de técnicas moleculares PCR y PCR tiempo real, que se
encuentran involucrados en la via de biosintesis de las micotoxinas zearalenona y
deoxinivalenol sintetizadas por el microrganismo Fusarium graminearum que es el

principal contaminate del maiz.

Los resultados obtenidos para las tortillas analizadas muestran resultados positivos
para tri5 (codifica para deoxinivalenol) en un 88.33% y pks4 (codifica para
zearalenona) en un 72.22%. También se observé la presencia de los dos genes
juntos en un 61.11% de las tortillas evaluadas. En cuanto a los resultados
observados para la secuencia de organismos genéticamente modificados muestran
un 22.2% para el gen 35s y 55.56% para el gen tnos. Se detectd la presencia
conjunta de las dos secuencias de OGM en un 16.67% de las 18 muestran

analizadas.

Por otra parte, la prueba de inmunoensayo resulté negativa para zearalenona y
deoxinivalenol en las muestras que presentaban la mayor concentracion de ADN

para el gen tri5 y pks4 por gPCR.



2. Introduccion

En México, la produccién de maiz es de 25 millones de toneladas al afio (Sagarpa,
2015). La tortilla de maiz es un alimento basico con un consumo promedio por
persona al dia de 155.4 g en zonas urbanas y 217.9 g en zonas rurales (CONEVAL,
2012). El cultivo de maiz, como el de otros cereales, enfrenta en campo la presencia
de hongos. Su crecimiento en campo puede presentar la produccion de micotoxinas.
Ademas, la presencia de esporas produce problemas durante el almacenamiento
cuando el secado de los granos no es el correcto: estas esporas pueden germinar
y por lo tanto pueden generarse toxinas también en almacén. Uno de los hongos
con mayor incidencia en los cultivos es Fusarium graminearum, el cual es el agente
causal de la rofia, tizon o fusariosis. Este género se caracteriza por su toxicidad y
es reconocido 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).

En México la norma NOM-247- SSA1-2008 regula el contenido de aflatoxinas totales
en cereales de origen nacional o importado para el consumo humano y animal. No
se cuenta con normatividad que aborde técnicas para la deteccion de otras
micotoxinas. El conocimiento cada vez mayor de los dafios a la salud provocados
por micotoxinas y la importancia de evitar que un lote contaminado llegue al
consumidor plantean la necesidad de protocolos que permitan detectar de manera

rapida y especifica, asi como cuantificar la presencia de micotoxinas.

Es asi que la contaminacién por micotoxinas condujo a la creacién de técnicas
confiables para su deteccion en las que se incluye cromatografia liquida de alta
resolucién (HPLC), cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas
(GC-MS) y ensayos inmunologicos (ELISA). Por otra parte, la deteccion de hongos
micotoxigénicos se ha confiado al aislamiento tradicional y cultivo. Sin embargo,
todas estas técnicas son tardadas y laboriosas. La deteccion microbioldgica ademas
requiere de experiencia taxonémica y que el microorganismo se encuentre viable
(Edwards et al., 2002).



El conocimiento cada vez mayor de los dafios a la salud provocados por micotoxinas
y la importancia de evitar que un lote contaminado llegue al consumidor plantean la
necesidad de protocolos que permitan detectar de manera rapida y especifica, asi
como cuantificar la presencia del hongo micotoxigénico incluso antes de que la
micotoxina sea biosintetizada por completo. Actualmente la técnica de PCR permite
lograrlo, basados en PCR punto final y PCR en tiempo real (qQPCR). En este proyecto
se realiz6 el analisis de secuencias de genes de interés involucrados en la via de
biosintesis de ZEA y DON (pks4 y tri5 respectivamente) por medio de las técnicas
de PCR y gPCR. Adicionalmente se analizd por qPCR la presencia de las
secuencias de OGM (35s y tnos) para la determinacion de maiz transgénicos ya
que se ha planteado que un maiz con estas caracteristicas, por ejemplo, el maiz Bt,
inhibe los dafios causados por insectos y, por lo tanto, las infecciones de hongos
(Soberén y Bravo, 2007).

Este desarrollo nos permitira la deteccién temprana del hongo micotoxigénico en un
alimento de alto consumo en nuestro pais a base de maiz y contribuird en las
buenas practicas de comercializacién y seguridad de granos y sus productos

derivados.



3. Marco Teobrico

3.1El maiz en México

Desde el punto de vista alimentario, politico, econdmico y social, el maiz es el cultivo
mas importante del pais (SIAP, 2007). En México, centro de origen, domesticacion
y diversificaciébn del maiz (Zea mays L.), existen 59 razas de acuerdo con la
clasificacion basada en caracteristicas morfoldgicas e isoenzimaticas (Sanchez et
al., 2000), que representan un significativo porcentaje de las 220 a 300 razas de

maiz existentes en el continente americano (Kato et al., 2009).

Este cereal cubre poco mas de la mitad de la superficie agricola sembrada, con
aproximadamente 7.5 millones de hectareas. A nivel mundial en produccion de maiz
México ocupa el séptimo lugar con 25,000 millones de toneladas (figura 1).
(Sagarpa, 2015)

Produccion mundial de maiz

(millones de toneladas)

Otros paises
Suddfrica
Rusia

México
Argentina
Ucrania

Unidn Europea
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China
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Figural. Principales paises productores de maiz.



Sin embargo, la produccién a nivel nacional no es suficiente para cumplir con la
cantidad de maiz que se consume en el pais 34,250 millones de toneladas. Por ello
en el periodo de 2014-2015 México importd 11,000 millones de toneladas
provenientes de Estados Unidos (figura 2) (Sagarpa, 2015).

Origen Importaciones Destino Exportaciones
~ Otros paises
Micaragua | 0.1%

\

Figura 2. Principales origenes y destinos de las importaciones y exportaciones de

maiz en México, 2015 (SIAVI-Secretaria de economia).

3.1.1 Tortilla y Nixtamalizacion.

La nixtamalizacion del maiz, que consiste en la coccion alcalina en agua con cal, es
por mucho la operacién culinaria y tecnolégica mas sofisticada de todas y un rasgo
distintivo en la cocina mesoamericana que sobrevive hasta nuestros dias. No solo
es la base de al menos la mitad de las preparaciones culinarias (Echeverria y
Arroyo, 2000), también ha sido modernizada y adoptada por la industria de la masa
y la tortilla, uno de los sectores de mayor relevancia economica en el pais (SIAP,
2007). A pesar de que este proceso conduce a pérdidas de algunas vitaminas y
aminoacidos por el tratamiento térmico alcalino (Bressani, 2008), la nixtamalizacion
también induce otros cambios que desde el punto de vista nutrimental son positivos,
sobre todo en lo referente a la biodisponibilidad de nutrimentos. Se ha reportado un
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aumento significativo en el contenido de calcio (del orden de 13 veces), el cual es
biodisponible practicamente en su totalidad (Bressani, 2008). También es mayor la
cantidad de fibra dietaria soluble e incrementa la biodisponibilidad de la mayoria de
los aminodacidos indispensables, lo que aumenta sensiblemente el valor biolégico
de la proteina (Paredes-Lopez et al., 2009). Aunque se reportan pérdidas de niacina
(que no se halla disponible en el maiz) de hasta 22 % después del tratamiento
alcalino (Bressani, 2008), las moléculas que quedan intactas son liberadas como
acido nicotinico para su aprovechamiento, lo que destruye el efecto pelagrogeno

que tienen las dietas ricas en maiz crudo o tostado (Paredes-Lopez et al., 2009).

La tortilla es uno de los alimentos predominantes en la dieta mexicana. Alrededor
de 82 % de los hogares incluyen a las tortillas en su dieta, y representa 6.4 % del
gasto total en alimentos (INEGI, 2010). De acuerdo con el Consejo Nacional de
Evaluacion de la Politica de Desarrollo Social, el consumo diario per capita de tortilla
es de 155.4 g en las zonas urbanas y hasta 217.9 g en las zonas rurales (CONEVAL,
2012). La importancia de la tortilla en la dieta no es menor, pues se trata de una
excelente fuente de calorias y calcio (Serna-Saldivar y Amaya-Guerra, 2008) que
puede proporcionar de 32 a 62 % de los requerimientos minimos de hierro (Paredes-
Lopez et al., 2009).

Por otro lado, con respecto a las micotoxinas, algunos reportes han indicado que,
durante la coccion con cal con CaO (1-3% p/p), los niveles de actividad de
aflatoxinas en tortilla disminuian 98%. La aflatoxina es la micotoxina mas estudiada
debido a su efecto cancerigeno en humanos, es producida principalmente por
Aspergillus flavus y Aspergillus parasiticus y se encuentran principalmente en
cereales, frutos secos y leche. Estos datos de disminucion se refieren a la perdida
de fluorescencia en la aflatoxina, pero cuando el pH cambia a acido, la aflatoxina se
reactiva y recupera su fluorescencia y toxicidad. El calentamiento y tratamiento con
cal aplicado a los granos de maiz producen la hidrdélisis del anillo de lactona de las
aflatoxinas, formando sales solubles que son eliminadas durante los lavados. El
cierre del anillo de lactona reactiva las aflatoxinas previamente degradadas, esto
sucede cuando el pH de la masa es neutralizado resultando la masa en un pH final

de 6-8, reconvirtiendo las aflatoxinas degradadas en compuestos activos. Se ha
6



calculado que el incremento de aflatoxinas por acidificacion es de 0-18%. (Castillo-
Urueta, 2011).

En 1998 Abbas y colaboradores inocularon intencionalmente las micotoxina
deoxinivalenol y zearalenona en masa de maiz, después realizaron el proceso de
nixtamalizacion para la elaboracion de tortillas y midieron la cantidad de
deoxinivalenol y zearalenona resultante después de dicho proceso, mediante HPLC.
Los resultados arrojaron una reduccion de 59-100% para zearalenona y 72-82%
para deoxinivalenol. Estos valores dependen de la cantidad inicial de micotoxina

inoculada en la masa antes de la elaboracion de la tortilla.

3.1.2 Maiz transgénico.

Un organismo genéticamente modificado (OGM), es aquel cuyo material genético
es manipulado en laboratorios donde ha sido disefiado o alterado deliberadamente
con el fin de otorgarle alguna caracteristica especifica que no tenia. Comunmente
se les denomina transgénicos (Rubio, 2004).Los caracteres estudiados con mayor
frecuencia son la tolerancia a los herbicidas, la resistencia a insectos derivada de la
bacteria Bacillus thuringiensis, la resistencia a virus y a hongos, maduracion tardia

y mejora en el contenido nutricional (Cuadrado, 2008).

Las construcciones presentes en el mercado actual de OGM tienen los siguientes
componentes: a) Dos fragmentos de ADN que sefialan el inicio (regién promotora)
y el fin (region terminadora), b) El gen estructural que codifica la proteina del
caracter transgénico; y c) El gen de seleccion, cuya funcion es marcar las células
de los embriones de maiz que han sido transformadas para luego ser aisladas y
crecidas en condiciones de cultivo de tejidos y asi regenerar plantas (Turrent-
Fernandez et al., 2009).

El promotor constitutivo 35S (derivado del virus del mosaico de la coliflor) exhibe un
alto nivel de actividad transcripcional en diversos tipos de tejido vegetal, mientras
gue la sefial de terminacion es la poliadenilacion del gen NOS de la nopalina sintasa

del plasmido Ti de Agrobacterium tumefaciens (T-nos) (Holden et al., 2009); ambos
7



constituyen el llamado “método de cribado” para la identificacidon de alimentos
derivados de plantas genéticamente modificadas. Esto es asi debido a que el uso
de dichos elementos reguladores como secuencias diana, hasta ahora estan

presentes en casi todos los OGMs autorizados (Cuadrado, 2008).

De los 185 millones de hectareas plantadas con cultivos transgénicos a nivel
mundial en 2015, 29% o 53,6 millones de hectareas fueron destinadas a maiz
transgénico. Un total de 17 paises fueron los que sembraron dicho maiz, los méas
importantes son: EE.UU. (33,1 millones de hectareas), Brasil (13,1 millones),
Argentina (2,9 millones), Sudafrica (1,8 millones) y Canada (1,4 millones de

hectareas) (James, 2015).

Por su parte, los maices mejorados son los que satisfacen en buena medida las
necesidades de la agroindustria mexicana, y ocupan tan solo 20 % de la superficie
total sembrada con maiz, mientras que el 80% restante corresponde a maiz nativo
(SIAP, 2011). Se producen principalmente bajo sistemas de riego en el noroeste de

México, en donde se registra un uso notable de agroquimicos.
3.1.3 Plagas y Enfermedades del Maiz.

Los insectos se convierten en plagas cuando el tamafio de la poblacion o el dafio
gue causan o ambos, exceden los valores normales los cuales se encuentran en la
norma oficial mexicana NOM-247-SSA1-2008. A estos limites se les conoce como
umbral de dafio econémico, el cual constituye una amenaza para las cosechas y un
riesgo para la inversion del agricultor. Las plagas son capaces de infestar al maiz
en cualquiera de las etapas de desarrollo y durante el almacenamiento; atacan
cualquier parte de la planta, incluso el grano y se les asocia a enfermedades y a
otros riesgos sanitarios, como la presencia de hongos y toxinas. Las plagas mas
importantes en el maiz son el grupo de las palomillas (gusano elotero, cogollero y
barrenadores) y los escarabajos (gusano de raiz y de alambre, gallina ciega y

gorgojos) (Gracia-Lara et al, 2007).

Por otro lado, las enfermedades causadas por hongos en cereales son las mas

comunes y extendidas. Tienen sintomas caracteristicos que pueden aparecer en



tallos, hojas y espigas cuando la infeccion es severa. El maiz, debido a sus
caracteristicas (alto contenido de hidratos de carbono principalmente como almidén
que corresponde al 72-73% de peso del grano, proteina entre un 8-11%, lipidos
entre un 3-18%, minerales 1.3%) es susceptibles a infecciones por varios hongos.
Dentro de las principales enfermedades causadas por hongos en el maiz, se
encuentra el carbon del maiz causado por Ustilagomaydis; tizon del maiz causado
por Exserohilum turcicum; roya del maiz causado por Pucciniasorghi, y una de las
mas importantes, la fusariosis de la espiga de maiz por Fusarium graminearumy F.
culmorum (CYMMYT, 2004).

3.2 El género Fusarium

El género Fusarium fue descrito hace 200 afios y abarca una gran variedad de
especies de importancia por ser patbgenas para plantas y porque muchas de ellas
producen micotoxinas, es el tercer hongo con mas especies micotoxigéncas, por

debajo de Aspergillus y Penicillium (tabla 1) (Glenn, 2007).

3.2.1 Fusarium graminearum

La temperatura 6ptima de crecimiento de F. graminearum es de 24-26 °C a una Aw
(actividad del agua) de 0.960. A temperatura de entre 15 a 20 °C la Aw minima para
observar crecimiento es de 0.90. La contaminacion de maiz por F. graminearum
ocurre en precosecha, desde el momento de la antesis (floracién), debido a la
relativamente alta actividad de agua 6ptima de crecimiento cuando las condiciones

de humedad y temperatura son favorables (Ramirez et al., 2006a).

La enfermedad causada por este hongo, la fusariosis de la espiga, se presenta en
las regiones céalido-humedas del mundo, teniendo una patogenicidad severo-fuerte.
En diferentes estudios realizados para identificar organismo causal, se han aislado
e identificado hasta 18 especies de Fusarium. El 98% de los aislados pertenecen a

Fusarium graminearum, el 8.2% de F. poae; el 2.4% de F. acuminatum; el 1.8% de



F. moniliforme; el 1.6% de F. equiseti; y el 0.1% de F. culmorum, F. avenaceum y

F. nivale.

Tabla 1. Especies de Fusarium, especies agricolas afectadas, zona geogréfica
endémica y micotoxinas conocidas que producen (Adaptado de Glenn, 2007).

Especie Especie Zona Micotoxina
agricola geografica *
afectada endémica
F. avenaceum Maiz, cereales Mundial MON, BEA,
de grano FUS
pequeno.
. crookwellense Cereales de Mundial NIV, ZEA,
grano pequefio. FUS
. culmorum Maiz, cereales Mundial DON, ZEA,
de grano NIV, FUS
pequefio.
. fujikuroi Arroz Mundial GB, MON,
BEA, FBs
. globosum Maiz Africa FBs, BEA
. graminearum Maiz, cereales Mundial DON, ZEA,
de grano NIV, FUS
pequefio
. kyushuense Trigo Japoén NIV, T2.
DAS
. napiforme Mijo Africa, FBs, MON
Argentina
. nygamai Sorgo Africa, FBs, MON,
Argentina BEA
. proliferatum Maiz Africa FBs, MON,
BEA, FP
. pseudoanthophilum Maiz Africa, BEA
Australia,
Norte
América
. pseudonygamai Mijo Mundial MON, FP
. subglatinans Maiz Mundial MON, BEA,
FP
. thapsinum Sorgo Mundial MON
. verticillioides Maiz Mundial FBs, FUS,
MON

*BEA, beauvericina; DAS, diacetoxiscirpenol; DON, deoxinivalenol y sus derivados;
FBs, fumonisinas; FP, fusoproliferina P; FUS, fusarina C; GB, giberelinas; MON,
moniliformina; NIV, nivalenol; T2, toxina T-2; ZEA, zearalenona.
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Los principales medios de diseminacion del microorganismo son la lluvia y el viento.
Durante la cosecha, la mayoria de las semillas infectadas son eliminadas por la
trilladora, por lo que F. graminearum no es un patdégeno de semillas muy importante;
sin embargo, los granos infectados que caen al suelo y se mantienen en la superficie
de este, son la fuente de in6culo para el cultivo del afio siguiente. Si esos granos
infectados son enterrados, pueden afectar las raices del nuevo cultivo. La espiguilla
infectada pierde clorofila rapidamente y se torna descolorida. Posteriormente toma
un color rosa o salmén. Si las condiciones ambientales permanecen favorables, la
infeccion avanza hacia las espiguillas adyacentes y, en algunos casos, puede llegar
a infectar toda la espiga. F. graminearum ademas de provocar contaminacion de los
granos de cereales por la sintesis de deoxinivalenol (DON) y zearalenona (ZEA),
produce fuertes infecciones y los granos dafiados son cubiertos por el micelio del
hongo y toman una apariencia de masa algodonosa de color rosa. Si la severidad
del ataque es moderada, los granos pueden quedar chupados y bajos de peso,
ademas de tomar una coloracién blanquecina (Moreno y Gilchrist, 1994).

3.3 Micotoxinas

Los hongos utilizan para su crecimiento sustancias quimicas denominadas
metabolitos primarios; como pueden ser 4cidos nucleicos, proteinas, carbohidratos
y 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 actian como antibiéticos favoreciendo la prevalencia del
hongo frente a otros microorganismos durante la fase estacionaria (figura 3)
(Soriano del Castillo, 2007).
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Sintesis de micotoxinas

Log biomasa

N J
) v a g g
Fase de refraso Fase exponencial Fase estacionaria

Tiempo (horas)

Figura 3. Fases de crecimiento fungico y localizacion de la fase de la sintesis

de micotoxinas (Soriano del Castillo, 2007).

Las micotoxinas son sustancias producidas por ciertos hongos. Suelen encontrarse
en una gran variedad de productos agricolas, y son los contaminantes naturales de
los alimentos mas extendidos a nivel mundial. Son altamente téxicos, producen
mutaciones (mutagenos), producen cancer (cancerigenos), malformaciones en los
fetos (teratdbgenos) y disminuyen la inmunidad (in-munosupresores). Debido a su
gran variedad de efectos toxicos, y sobre todo a su extrema resistencia al calor
(termorresistencia), la presencia de las micotoxinas en los alimentos es considerada
de alto riesgo para la salud humana y de los animales (Méndez A. & Moreno E,
2009).

3.3.1 Toxicidad

La toxicidad de las micotoxinas en el hombre radica, en general, en su toxicidad
cronica, asociada al consumo de pequefias cantidades de micotoxinas durante

periodos prolongados. El riesgo de intoxicacion aguda es bajo o mederado

12



comparado con intoxicaciones de origen microbiolégico, mientras que la exposicion
cronica y teniendo en cuenta la severidad de dichas lesiones (especialmente
cancer), las micotoxinas presentan mayor riesgo toxico que los contaminantes de
origen antropogénico, aditivos alimentarios y plaguicidas (Figura 4) (Soriano del
Castillo, 2007).

':,il::g(:)r Plaguicidas |
| Plaguicidas | Aditivos |
| Aditivos | | Microbiolégicos |
| Micotoxinas | | Ficotoxinas |
Fitotoxinas | Dieta |
Ficotoxinas | | Fitotoxinas |
| Microbiolégicos v | Micotoxinas |
Mayor
EFECTOS AGUDQOS riesgo EFECTOS CRONICOS

Figura 4. Riesgos de intoxicacion para la salud humana. El riesgo aumenta

de arriba hacia abajo de la piramide (Soriano del Castillo, 2007).

En cuanto a la toxicidad crénica, la Agencia Internacional de Investigacién sobre el
Cancer (IARC; Internacional Agency for Research on Cancer) (IARC, 2002),
clasifica varias micotoxinas como carcindgenas 0 potencialmente carcinégenas
para el hombre. En la Tabla 2 se resume la evaluacion realizada por la IARC con

relacion al poder carcindégeno de las micotoxinas mas importantes.

Se debe tener en cuenta que la presencia de estas micotoxinas en los alimentos,
puede ser individual o simultdnea con otras, lo que puede provocar efectos
sinérgicos en su accion sobre el organismo aumentando asi su toxicidad (Soriana
del Castillo, 2007). Por ejemplo, aflatoxinas y fumonisinas, deoxinivalenol (u otros
tricotecenos) y zearalenona aparecen frecuentemente contaminando el mismo

cereal (Ibafiez-Vea et al., 2011).
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Tabla 2. Clasificacion de las micotoxinas segun la IARC.

Micotoxina Hongo productor Grupo
IARC
Ocratixina A Penicillium 2B
verruscum
Zearalenona Fusarium 3
(ZEA) graminearum
Patulia Penicillium 3
expansum
Tricotecenos Fusarium 3
Deoxinivalenol graminearum
(DON) F. verticilliodes
F. culmorum
Fumonisinas Fusarium 2B
verticilliodes
F. proliferatum
Aflatoxinas Aspergillus flavus 1

A. parasiticus

Grupo 1: Cancerigeno en humanos.

Grupo 2A: Probable cancerigeno en humanos; Existe limitada evidencia sobre humanos,

pero suficiente con animales.

Grupo 2B: Posible cancerigeno; la evidencia en humanos es limitada y tampoco hay
suficiente evidencia con animales de experimentacion.
Grupo 3: No clasificado como cancerigeno humano y no puede incluirse en otro grupo.

Grupo 4: Probablemente no cancerigeno en humanos y no puede incluirse en otro grupo.

(IARC, 2002).

3.4 Zearalenona

La zearalenona (ZEA) es una micotoxina que pertenece al grupo policétido. Es

producida por algunas especies del genero Fusarium, especialmente por Fusarium

graminearum y F. culmorum. Es la micotoxina que esta presente con mayor

frecuencia en la enfermedad conocida como fusariosis. Los granos infectados por

Fusarium pueden presentar una coloracién rosa asociada con la producciéon de un

pigmento rosa producido simultaneamente con zearalenona (ZEA) (Kim et al.,

2005).

La zearalenona se produce normalmente en la pre-cosecha, pero puede originarse

bajo condiciones inadecuadas de almacenamiento. ZEA produce efectos
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estrogénicos tanto en humanos como en animales y puede causar severos
problemas de infertilidad en animales de granja, particularmente en cerdos. La
zearalenona y sus metabolitos se unen a los receptores de estrogénicos (a y B)
como mezclas antagonistas e inducen un sindrome en los animales descrito como
hiperestrogenismo, el que puede observarse mediante cambios en &rganos
reproductivos, afecta el Gtero disminuyendo la hormona luteinizante y la secrecion
de progesterona, ademas se ha demostrado la disminucion de la fertilidad,
reduccion de tamafo de la camada, disminucion de la glandula adrenal, entre otras
cosas (Nesic et al. 2010; Hewitt et al. 2012).

3.4.1 Biosintesis

La ZEA es producida por la ruta acetato-polimalonato. Las sintetasas policétido
fungicas (PKSs) son grandes dominios que codifican multiples enzimas. Se han
encontrado un total de 16 genes de PKS en el genoma de F. graminearum, 10
reductores y 6 no reductores (Kroken et al, 2003).

Estudios de disrupcién génica han determinado que se requieren cuatro genes
estrechamente vinculados para la biosintesis de la zearalenona que se encuentran
en un cluster: PKS4, PKS13, ZEB1 y ZEB2 (Lysge et al. 2006).

La via de biosintesis de la zearalenona (figura 5) inicia por el gen PKS4, que es un
polipéptido multifuncional que contiene 6 dominios: 1) B-cetoacil sintetasa, 2)
Aciltranferasa, 3) Proteina portadora de acil, 4) B-cetoacil reductasa, 5) deshidratasa
y 6) enoil reductasa, el cual cataliza la condensacion de una unidad de acetil-CoA 'y
5 unidades de malonil-CoA, lo que resulta en la formacion de un hexacétido. Este
hexacétido es entonces detectado por la proteina del gen no reductor PKS13 y
funciona como una unidad de arranque para la extension de la cadena policétida a
través de 3 iteraciones de malonil-CoA adicionales, lo que resulta en un nanocétido,
gue por medio de un dominio de ciclacién presente en PKS13 realiza el plegamineto
del C-2 y C-7 para la formacion de una macrolactona. La macrolactona a

continuacion se somete a dos procesos de ciclacion intermolecular, formando asi
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un anillo aromatico y una estructura de anillo macrélido y enlace lactona. La
conversion final de zearalenol a zearalenona es catalizada por la isoamil alcohol
oxidasa (ZEB2) que transforma el grupo hidroxilo unido a macrélido en una cetona.
El gen ZEB1 contiene un dominio de una region basica de cierre de leucina y
funciona como un factor de transcripcion especifica, que controla la expresion de
toda la via de biosintesis (Kim et al., 2005; Gaffoor y Trail, 2006; Desjardins y
Proctor, 2007).

1 x Acetil-CoA + 5 Malonil-CoA

OH O CH,
l Inicio biosintesis m
OH OH 0 HO 7 # (o]

Zearalenona
PKS 4

T Oxidaciéon del grupo

El producto de PKS4 funciona hidroxilo por ZEB2

3 x Malonil-CoA _4 como unidad de arranque para

PKS13 OH 0 CHs
OH OH D a9 & 9 ”\
/K/\/i\/\/\/lk/u\/”\ J\ l s ’
. PKS 13
HO OH

Z lenol

l Plegado por medio de un dominio earaleno
de ciclacién no reductor en PKS13 Cierre del anillo macrélido
HsC
O 0

M ,PKS13 Cierre del anillo
J/ o) S OH OH aromatico

Y

H20

Figura 5. Via de biosintesis de zearalenona (Kim et al., 2005).
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3.5 Deoxinivalenol

El deoxinivalenol (DON) pertenece a la familia de los tricotecenos de tipo B (posee
un grupo carbonilo en el carbono 8). Es producida por especies de Fusarium,
principalmente F. graminearum en &reas templadas y humedas, y F. culmorum en
aquellas areas donde prevalecen condiciones ambientales frias, tales como el norte
de Europa (Miller et al., 2001).

EI DON es una de las micotoxinas mas facilmente encontrada en los granos, aunque
menos toxico que otros tricotecenos. Es la micotoxina mas frecuente y se encuentra
comunmente en cebada, maiz, centeno, semillas de girasol y trigo (Parent-Massin,
2004). Su toxicidad se debe a que son potentes inhibidores de la sintesis proteica
en eucariotas al unirse al ribosoma e inhibir la actividad peptidil-transferasa en la
traduccion (Brown et al., 2001).

La ingestion de DON ha ocasionado brotes de micotoxicosis agudas en la poblacion
de la India, China y zonas rurales de Japon. Un grave brote surgido en China entre
los afios 1984-1985 debido al consumo de maiz y trigo mohosos provocé que en un
plazo de entre cinco y treinta minutos se presentaran sintomas de nauseas y
vomitos, de ahi que al DON se le conozca vulgarmente con el nombre de vomitoxina.
Ademas, se presentaron dolores abdominales, diarrea, mareos y cefaleas. En
cerdos y otros animales de granjas se observa pérdida de peso y rechazo a la
comida (Luo, 1988).

3.5.1 Biosintesis

Se han descrito varios genes implicados en la biosintesis de los tricotecenos, la
mayoria de ellos localizados en un grupo de genes. El gen Tri5 codifica para una
tricodieno sintasa, que cataliza el primer paso en la biosintesis de los tricotecenos
(ciclacion). La secuencia de nucleétidos del gen Tri5 se ha caracterizado en varias
especies de Fusarium (Brown et al., 2001); todas las especies de Fusarium capaces

de producir tricotecenos son portadores del gen Tri5 (Niessen y Vogel 1998).
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La via de biosintesis de tricotecenos (figura 6) fue identificada en la mayoria de los
genes de Fusarium directamente implicados en la sintesis deoxinivalenol, nivalenol
y la toxina T-2. Eestos genes se situan en un cluster (TRI) designado como nucleo
tricoteceno (Brown et al., 2002). Tri5 es el centro topogréfico de dicho cluster donde
ademas se encuentran al menos 12 genes, y es necesaria la expresion de 10 de
ellos para la produccién de la toxina (2 genes reguladores, 7 genes de la via de
biosintesis y un gen transportador) (Kimura et al., 2007).

La via comienza con la ciclacién del sesquiterpeno, pirofosfato de farnesilo (FPP) a
un tricodieno catalizada por la enzima tricodiendo sintasa codificada por el gen Tri5.
La citocromo P450 monooxigenasa con caracter multifuncional, codificada por el
gen TRI4, cataliza los siguientes 4 pasos de oxigenacion (hidroxilaciones y
epoxidaciones en diferentes posiciones) dando lugar a isotricotriol (McCormick et
al., 2006), posterior a dos isomerizaciones no enzimaticas y una ciclacion, se forma
el isotricodermol, que forma el esqueleto de la estructura del tricoteceno. A
continuacion, el esqueleto es acetilado e hidroxilado por las enzimas que codifican
los genes TRI101 y TRI11, respectivamente, dando lugar a la 15- decalonectrina
Este intermediario puede ser sustrato para producir DON (tras una hidroxilaciény la
adicion del grupo ceto) o después de una acetilacibn puede dar lugar a la
calonectrina (Alexander et al., 2009).

La calonectrina es el sustrato para la formacién de NIV y DON, ademas del 3,15-
diacetildeoxinivalenol (3,15-ADON), 15-acetildeoxinivalenol (15-ADON) y 4-
acetilnivalenol (4-ANIV). La expresion de los genes TRI7 y TRI13 es necesaria para
la produccién de NIV, la ausencia de funcionalidad de estos genes da lugar a la
produccion de DON (Lee et al., 2002). Esto confiere una variabilidad a nivel
intraespecifico, ya que diferentes especies de Fusarium pueden ser o bien
guimiotipo NIV o quimiotipo DON (Chandler et al., 2003). Para el caso de Fusarium
graminearum, en Norteamérica Ward et al., (2008) determinaron que el 3-ADON era
el quimiotipo mas comun. Sin embargo, también se detecté DON, 3,15-ADON y NIV.
Los aislamientos de la poblacién pertenecientes al quimiotipo 3,15-ADON son mas
agresivos y con la particularidad de poder acumular mas DON en los granos

infectados.
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Ademas de los genes biosintéticos que intervienen en la ruta, existen otros genes
que son necesarios que se expresen con el fin de llevar a cabo la produccién de los
tricotecenos. Estos genes pueden ser genes reguladores (TRI6 y TRI10), o de
transporte (TRI12) y dos genes con funcion desconocida (TRI9 y TRI4) (Brown et

al., 2001)
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Figura 6. Esquema de la biosintesis de tricotecenos. Fg se designa a los genes que interfieren en la

via de Fusarium graminearum. Diagrama adaptado de Foroud y Eudes, 2009
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3.6 PCR punto final

PCR son las siglas en inglés de “Polymerase Chain Reaction” o Reaccion en
Cadena de la Polimerasa. Es una reaccion enzimatica in vitro que amplifica millones
de veces una secuencia especifica de ADN durante varios ciclos repetidos en los
gue la secuencia blanco es copiada fielmente. Para ello, la reaccién aprovecha la
actividad de la enzima ADN polimerasa. Cuando se realiza una reaccion de PCR se
simula lo que sucede en una célula cuando se sintetiza el ADN y asi en un tubo se
mezclan todos los ingredientes necesarios para hacerlo: 1) la polimerasa, 2) el ADN
del organismo que se desea estudiar (donde se encuentra el fragmento que se
quiere sintetizar), 3) los oligonucleétidos que son secuencias que flanquean y
delimitan la secuencia blanco que se desea amplificar y son complementarios a
ésta, 4) los desoxirribonucledtidos trifosfatados (ANTPs: adenina, timina, citosina y
guanina) que son los sustratos de la nueva cadena de ADN y estos se deben de
afiadir en concentraciones iguales, 5) lones de magnesio (Mg?*) que son un cofactor

de la polimerasa y 6) una solucion amortiguadora que mantiene el pH de la reaccién.

Cada ciclo de la PCR se lleva a cabo en tres etapas principales (Figura 7). 1)
Desnaturalizacién: en esta etapa, las cadenas de ADN desnaturalizadas
térmicamente a una temperatura de 95 °C, el tiempo va a depender de la secuencia
del templado, al final se tendran las dos cadenas en forma sencilla. 2) Hibridacion:
en esta etapa se lleva a cabo el alineamiento de una pareja de oligonucleétidos
complementarios de la regién blanco que flanquean por ambos extremos el
fragmento de interés formando una pequefia region de doble cadena; para que se
forme el complejo templado-oligonucleétido es importante que la temperatura de
fusidén (Tm) sea la 6ptima, ésta generalmente oscila entre 50-60 °C. 3) Extension:
en esta etapa, la polimerasa actia sobre el complejo templado-oligonucledtido y
empieza su funcidén catalitica a una velocidad muy rapida; agrega dNTP’s
complementarios para crear las cadenas completas de ADN. La extension de las
cadenas es en direccion de la sintesis del ADN, es decir, de 5’ a 3. La temperatura
Optima para la reaccion es de 72 °C, ya que a esa temperatura la enzima es
funcional. Al final del ciclo, se habran formado los amplicones con un tamario dictado

por el numero total de pares de bases (pb). La magnitud de amplificacion de una
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secuencia especifica de ADN es de 2", donde n es el numero de ciclos, de esta
manera las secuencias originales se van incrementando de manera exponencial
(Mcpharsony Moller, 2000) (Tamay de Dios, 2007).

3 5
> Primers 3 J, 3

Tary Polimerasa _—
¢ q Folimera — Desnaturalizacion
> Cadena e 95 °C

naciente l
dMNTP's

—
A Mg+ — Hibridacidn
_ 50-60 °C
!

Ciclos siguientes

Figura 7. Pasos en un ciclo de la reaccién en cadena de la polimerasa (Tamay de Dios, 2007).

3.7 PCR tiempo real

El principio de la técnica se basa en la PCR punto final, sélo que la forma en cémo
se detectan y analizan los productos de la amplificacién es diferente. El término en
tiempo real se refiere a que la deteccion de los productos amplificados sucede en
cada ciclo de la reaccion. Por su parte, el término cuantitativo hace referencia a que
es posible cuantificar la cantidad de ADN en la muestra, a diferencia de la PCR
punto final. Precisamente, estas Ultimas dos caracteristicas representan grandes
ventajas de la PCR en tiempo real, ya que el producto de amplificacion es
monitoreado conforme transcurre la reaccion sin que haya la necesidad de que sea
manipulado en un gel de agarosa (Bustin, 2005). Los fluoréforos utilizados para
seguir la amplificacién del ADN durante la PCR en tiempo real pueden ser de dos

tipos: a) fluoroforos con afinidad por el ADN y b) sondas especificas para fragmentos
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del ADN, es decir, que solo emiten fluorescencia cuando se ha amplificado un

fragmento del ADN de interés (blanco).

3.7.1 Fluordforos con afinidad por el ADN

Estos fluoréforos emiten fluorescencia cuando se unen al ADN. La intensidad de la
fluorescencia se incrementa proporcionalmente a la concentracion del ADN de
doble cadena. Inicialmente, se utilizaba bromuro de etidio, pero su uso no es
recomendable porgue no discrimina de manera eficiente entre ADN de cadena doble
o sencilla. Por otro lado, al ser un agente que se intercala en el ADN, se ha reportado
que interfiere con la polimerizacién. También, existen otros como BEBO, YOYO-1y
TOTO-1 pero no son usados cotidianamente. EI compuesto mas utilizado es SYBR
Green, el cual se une al surco menor del ADN de doble cadena, emitiendo 1000
veces mas fluorescencia que cuando esta libre en solucion. El incremento de ADN
en cada ciclo se refleja en un aumento proporcional de la fluorescencia emitida en
SYBR Green (figura 8). Este sistema es muy econémico y permite el empleo de un
solo fluoréforo en diferentes ensayos. Sin embargo, presenta varias desventajas, ya
gue no es posible hacer reacciones multiples o multiplex (en donde se amplifican
varios genes en la misma reaccién), ademas de que la sefal emitida no es
especifica, porque el fluoréforo se une a cualquier amplicon del ADN, incluyendo
dimeros de oligonucledétidos. Por lo anterior, para un uso correcto del SYBR Green
en la PCR cuantitativa es obligatorio verificar la especificidad de la sefial, analizar
la curva de disociacién y comprobar que la sefial de fluorescencia obtenida se debe
solo a la amplificacion del producto anico (figura 9) (Lutfalla y Uze, 2006).
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Figura 8. Esquema de la reaccion de PCR tiempo real, utilizando como fluor6foro SYBR Green
(Applied Biostymes, 2010)
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Figura 9. Curva de disociacion en un gPCR (SYBR Green), donde A) formacién de dimeros de
oligonucledtidos y B) formacion de un solo pico, correspondiente con el producto esperado (Lutfalla
y Uze, 2006).
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3.7.2 Métodos de analisis

La PCR en tiempo real se divide en 4 fases principales (Figura 10): a) La fase inicial
0 basal, en la cual la fluorescencia de los primeros ciclos 10-15 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 (CycleThreshold o Ciclo Umbral). Este valor es representativo de la cantidad
inicial de templado que hay en la reaccién y es usado en los célculos posteriores.
El valor de Ct es inversamente proporcional al nimero de copias del ADN templado
en la reaccion; c) La fase lineal, en la cual se alcanza un estado de amplificacion
optima, en donde la cantidad de producto de PCR se duplica en cada ciclo y
finalmente; d) La fase estacionaria, en la cual los reactivos y el equipo han
alcanzado el limite de deteccién y la reaccién ha terminado (Wong & Medrano,
2005).
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Figura 10. Diferentes etapas en PCR tiempo real (Wong & Medrano, 2005).
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Idealmente, cada ADN blanco en la muestra original se duplicada de ciclo en ciclo,
lo que equivale a una eficiencia del 100%, La eficiencia de la reaccion de la PCR se
calcula utilizando una curva proveniente de la amplificacién de una dilucion serial
de un estandar (Figura 11A). Los valores de Ct de las curvas obtenidas se grafican
contra el logaritmo del factor de dilucion del nimero de copias del molde o de la
concentracion de la muestra (Figura 11B). Deben hacerse triplicados o
cuadriplicados de cada dilucién y la desviacion estandar entre los diferentes puntos
debe tener un valor de Ct menor a 0.2 (Wong y Medrano 2005).

a s2s
30,0
27,5
25,0
22,5
20,0
17,5

15,0

Fluorescencia (F)

12,5
10,0
7,5
5,0

2,5

0,04

i

e . v . . - .
2 4 6 8 10 12 1416 180 20 22 24 26 28 30 32 34 36 35 000001, (10,0001 ;0,001 10,008 0 : 20 00

Ciclo

Figura 11: A) curva estandar de amplificacion, generada a partir de diluciones seriadas de ADN de
una muestra con concentracion conocida. B) Curva estandar. La recta obtenida permite calcular las
concentraciones desconocidas de las muestras usando la ecuacion: Y=mX + b (Ct = mLogX + b).
También, permitird calcular la eficiencia de la reaccién (E = 10-Vm-1).
Y: Ct que se obtiene del termociclador, m: pendiente, X: concentracion de ADN, b: ordenada al

origen.
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3.8 Antecedentes del grupo de trabajo.

Gonzalez-Osnaya & Farrés (2011), llevaron a cabo la deteccion y cuantificacion
de Fusarium graminearum en en 30 muestras de trigo mediante PCR punto final
usando como gene blanco Tri5 y el gen PKS4. El PCR indico la presencia del gen
Tri5 y PKS4 en 16.7% y 23.3% de las muestras, respectivamente y un 10% de las
muestras era positiva para ambos genes. Para cuantificar emplearon
cromatografia liquida acoplada a un detector UV, donde el DON fue detectado en
68.6% y la ZEA en 45.7% de las muestras, donde se obtuvo una amplificacion

positiva.

Ramirez Erick y colaboradores (2012), desarrollaron un protocol6 mediante qPCR
por quimica de SYBR Green para la deteccién de ZEA en trigo, donde obtuvo un
limite de cuantificacién de 0.01 ng para el gen tri5 y Btub (con los mismo primer
gue se emplearon en este estudio) y un limite de cuantificacién de 0.001 ng de

ADN de Fusarium graminearum.

3.9 Justificacion.

La importancia de evitar que un lote contaminado llegue al consumidor plantea la
necesidad de protocolos que permitan detectar y/o cuantificar de manera rapida
y especifica la presencia del hongo micotoxigénico, incluso antes de que la

micotoxina sea biosintetizada por completo
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4  Hipotesis

La deteccidén de los genes pks4 y tri5, que participan en la via de biosintesis de
micotoxinas de Fusarium graminearum, por medio de las técnicas de PCR y PCR
tiempo real, indicara que las muestras se encuentran contaminadas por las esporas
de este moho fitopatégeno y que existe una alta probabilidad de que se encuentren

micotoxinas en el alimento analizado, con la excepcion de alimentos OGM.

5 Objetivos

5.1 Objetivo Principal

Deteccion y cuantificacion del gen pks4 implicado en la biosintesis de zearalenona,
asi como del gen tri5 implicado en la biosintesis de deoxinivalenol, y de secuencias

de OGM en tortillas de maiz.

5.2 Objetivos Particulares

Identificar la presencia de los genes a analizar en las cepas fungicas de referencia,

por PCR punto final y PCR tiempo real.
Evaluar la especificidad de los cebadores disefiados.

Realizar curvas de disociacion y curva estandar, los cuales cumplan con los
pardmetros adecuados para poder ser usados en la deteccion y cuantificacién de

los genes.

Establecer el limite de deteccion, contaminando artificialmente muestras con

Fusarium graminearum.

Deteccion de secuencias de OGM en totillas de maiz.
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6 Metodologia

Para alcanzar los objetivos planteados, se propone la metodologia que se ilustra

en la figura 12.

Crecimiento de cepas puras.
(A. nidulans, A. niger, F. graminearum, F.

solani. F. tricinctum)

|

v

Extraccion de ADN
(KIT FAST ID)

!

PCR tiempo real
(qPCR) por quimica
de SYBR Green

Cosecha de esporas y cuantificacién en

camara de Neubauer

I

Crecimiento de hongos en YPD 29°C, 225
rom, 24 horas con 1x108 esporas/mL

Muestreo de
tortillas

—

Oligonucledtidos para los
genes:
tri5, pks4, Btub, tnos y 35s

Curva de disociacion, eficiencia

de la reaccién, limite de

deteccién, especificidad de

cehadores

1

Obtencién de micelio y
extraccion de ADN

PCR punto final, verificacién

de capacidad de deteccion

de genes problema (control
positivo)

1

Inoculacién Intencional con
concentracion conocida de
esporas a harina de maiz estéril

micotoxinas en muestra de alimentos (tortillas de maiz)

.I Determinacion de la presencia o ausencia de genes de

Si el resultado es positivo, se realizara
un inmunoensayo

Figura 12. Diagrama general de la estrategia para la determinacion de DON y ZEA en tortillas de

maiz.
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6.1 Crecimiento de cepas puras

Se procedié a reactivar las cepas fungicas para poder obtener la cosecha de
esporas. A. nidulans y A. niger se encontraban en granulos de silica gel, F.
graminearum en solucién acuosa y F. solani y F. tricinctumen medio PDA adquiridas
del IPN. El proceso para que el hongo crezcay esporule toma aproximadamente 10
dias (eso varia dependiendo de la especie ya que en el caso de F. graminearum
fueron necesarios 20 dias para producir esporas). Todos los hongos se inocularon

en medio PDA, a excepcion de A. nidulans que se inoculo en medio minimo.

La concentracion de los componentes que se utilizan para preparar un litro de medio
minimo es la siguiente: 50 mL de solucion de sales 20X (NaNOs, 12 g, KCI 1.04 g,
MgS04-7H20, 1.04 g, KH2PO4, 3.04 g, H20, 100 mL, el cual se esteriliza a 121°C
por 15 min) ); glucosa 10 g, 1 mL de solucion de elementos traza 100X
(ZnS04-7H20, 2.20 g, H3BOs, 1.10 g, MnCl2-4H20, 0.50 g, FeSO4-7H20, 0.50 g,
CoCl2:6H20, 0.16 g, CuS04-5H20, 0.169g, (NH4)6-M07024-4H20, 0.11g, EDTA, 5.0
g, afadir en dicho orden en 80 mL de agua destilada y calentar a ebullicion, enfriar
y aforar a 100 mL y guardar en un envase de vidrio ambar); metionina, 0.11 g, 5 mL
de arginina, 16.8% (p/v), 0.5 mL de biotina 0.05% disuelta en etanol (todas los
reactivos se prepararon con agua previamente esterilizada). Para la elaboracién de
placas se agregaron 15 g de agar, el pH del medio se ajusté a 6.5 con NaOH y se
esterilizo (Castro-Ochoa, 2014).

6.2 Cosecha de esporas y cuantificacion en camara de Neubauer.

Para la recoleccion de esporas se adicion6 un volumen de 5 mL de Tween 80 al
0.1% directamente sobre cada caja. Se rasparon las cajas con un asa micoldgica y
se recuperaron esporas en un tubo desechable Falcon de 50 mL. Se centrifugo
durante 15 min a 8,500 rpm a 4°C, se desecho el sobrenadante, se adicionaron 10
mL de agua estéril, desionizada vy filtrada en membrana Millipore de 0.22nm y se

ajusté a un pH de 7. Se volvié a centrifugar con las condiciones anteriores (por
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triplicado). Finalmente, se resuspendieron las células en 5 mL de agua desionizada

y estéril y se almacenaron a 4°C.

Se realizd el conteo de esporas con la ayuda de la cdmara de Neubauer y
microscopio y se procedié a inocular 1x108 esporas/mL en 50 mL de medio YPD
(extracto de levadura, peptona y dextrosa). Se dejo crecer a 29°C a 225 rpm por 24

horas para colectar micelio.

6.3 Obtencion de micelio y extraccion de ADN

Una vez que se obtuvo el micelio del medio YPD, se filtr6 con ayuda de gasas
estériles y se realizo la extraccion de ADN como lo describen Gonzalez Osnaya &
Farrés, (2011), con una modificacion en el paso de lisis, pues se empled el equipo
TissueLyser. Este método consiste en pesar 350 mg de micelio y colocarlo en tubos
de microcentrifuga de 1.5 mL. El micelio fue suspendido en 500 pL de una solucién,
la cual contenia 0.2M Tris-HCI (pH 7.5), 0.5M NaCl, 0.01M EDTA y 1% SDS. Se
agrego una perla de tungsteno para romper la pared celular y exponer el material
genético, los tubos se colocaron en el equipo TissuelLyser por 2 min a 30Hz.
Después, los tubos fueron centrifugados durante 10 min a 11,000 rpm.
Posteriormente, los sobrenadantes fueron decantados a nuevos tubos y el
procedimiento de extraccion fue repetido. El sobrenadante recolectado se tratoé con
RNasa (SIGMA), la cual se dej6 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 vértex 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 toda la noche, 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
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(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 (BioTek). La
calidad del ADN extraido se evalué mediante electroforesis en gel de agarosa al 1%

(p/v) tefido con bromuro de etidio. EI ADN extraido fue almacenado a -4 °C.

6.4 Muestreo

Se realiz6 el muestro en 3 tortillerias y 3 supermercados de las delegaciones
Coyoacan, Azcapotzalco y Benito Juarez en la Ciudad de México. Se tomd 1 kg por
cada muestra. Dichas muestras fueron colocadas en un desecador donde circulaba
aire caliente por 24 horas, una vez secas las muestras se molieron en una licuadora
para obtener la harina de maiz. Se realiz6 un cuarteo de la muestra total de harina
para finalmente tomar una muestra representativa de 200 mg para la extraccion de
ADN siguiendo el protocolo del proveedor del Kit FastlID. Se realizaron dos

extracciones de ADN por muestra de harina de manera independiente.

6.5 Oligonucledtidos.
Se empled la siguiente lista de oligonucledtidos (tabla 3)
6.6 PCR punto final.
Se llevé a cabo la reaccion en una mezcla de 50 pL de acuerdo a la tabla 4.

La amplificacion del ADN se realizé en un termociclador Applied Biosystems
VERITI®, usando inicialmente 5 minutos de desnaturalizacion a 95 °C, seguido por
35 ciclos que incluyeron 1 minuto de desnaturalizacion a 95 °C, 50 segundos a 60
°C para alineamiento de oligonucledtidos; 1 minuto de extension a 72 °C seguido
por una extension final de 10 minutos a 72 °C. Los amplicones fueron observados
mediante un gel de agarosa al 1% (p/v), tefildos con bromuro de etidio y observados
aluz UV.

31


http://www.medicalexpo.es/prod/applied-biosystems/product-71048-450408.html

Tabla 3. Secuencias de oligonucleétidos, tamafio del producto esperado y gen blanco.

Nombre Gen blanco Secuencia Inicio  Alto Tamafo de Referencia

oligonucleotid producto (bp)

(0]

PKS4Fw Gen policétido sintasa TGCTGGCGGTGTCGGAATGATC 672 693 200
PKS4Rv (pks4) Gibberellazeae GGATGACTGCCCTGATGTTGTC 871 850
Ramirez 2012
TRI5SFw Gen tricodieno sintasa  ~ CTACACTCGTCTAAGCAGATGGTT 858 881 162
TRI5Rv (tri5) Gibberellazeae CTCTGTATCCTTATCCTTGACCTT 1019 996
Ramirez 2012
BTUBFw Gen beta-tubulina AGGGTAACCAAATCGGTGCTGCTT 216 239 175
BTUBRv Fusarium graminearum GCCTACATGCGTGAGCTTGTGT 369 390 Ramirez 2012
35SFw Promotor del virus del CGTCTTCAAAGCAAGTGGATTG 79
35SRv mosaico de la coliflor TCTTGCGAAGGATAGTGGGATT JRC, 20102
(Camv)
T-nosFw Gen terminador nopalin CATGTAATGCATGACGTTATTTATG 84
T-nosRv sintasa: Agrobacterium  TTGTTTTCTATCGCGTATTAAATGT
tumefaciens. JRC, 2010°¢

Tabla 4. Volumenes agregados de los reactivos usados para la PCR punto final (Ramirez, 2012).

Reactivo Concentracion Inicial Concentracion final Volumen agregado

(HL)
Buffer de Reaccién 10X 1X 5
Polimerasa Pfu 2.5U/L 1.25U 0.5
dNTPs 10 mM 0.2 mM 1
Primer Forward 10 mM 0.2 mM 1
Primer Reverse 10 mM 0.2 mM 1
ADN molde 20 ng/uL 100 ng 5

Agua 36.5
Volumen final 50
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6.7 PCR tiempo real.

Cada reaccion se llevo a cabo en un volumen final de 12.5 L (tabla 5).

Tabla 5. Volimenes agregados de los reactivos usados para la gPCR (Ramirez, 2012)

Reactivo Concentracion Inicial Concentracion final Volumen agregado (L)
SYBR Green PCR 2X 1X 6.25
Master Mix
Rox Low 0.25
Primer Forward 10 mM 0.2 mM 0.25
Primer Reverse 10 mM 0.2 mM 0.25
ADN molde 20 ng/uL 100 ng 5
Agua 0.5
Volumen final 12.5

El qPCR fue realizado en un Sistema de PCR tiempo real 7500 de Applied
Biosystems, y usando la master mix SYBR Green PCR (Kappa). Cada pozo
contenia los reactivos necesarios mostrados en la tabla 3, llegando a un volumen
final de 12.5 pL. 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 desnaturalizacién a 95 °C, 1 minuto de alineamiento y extension a 60
°C, seguido de un ciclo de 15 segundos a 95 °C, 1 minuto a 60 °C y 15 segundos a
95 °C (este ultimo conocido como etapa de disociacion).

Una vez comprobado que no existia la formacién de dimeros de oligonucleétido u
otro producto, se procedi6 a realizar la curva estandar para los genes tri5, Stub, pks4
usando el ADN gendmico de Fusarium graminearum. Se realizaron diluciones
seriadas de ADN de 100 ng/uL, 10 ng/uL, 1 ng/uL, y 0.1 ng/uL. Para cada dilucion,
se realizo la reaccion de PCR en tiempo real por triplicado con cada uno de los
pares de oligonucleétidos.

Para la deteccion de secuencias de OGM en tortillas de maiz, se utilizé los mismos
volimenes de acuerdo a la tabla 5, pero para el caso del gen 35s, fue necesario
aumentar la temperatura de extension a 61°C, esto para hacer mas astringente la

reaccion y evitar la formacién de productos inespecificos.
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Los blancos de reaccion en gPCR se conocen como NTC por sus siglas en inglés

(no template control).

6.8 Deteccion de DON y ZEA por inmunoensayo

Se empled la prueba ripida de inmunoensayo de flujo continuo para la deteccion de
zearalenona y deoxinivalenol en cereales de la empresa EuroProxima B.V.

El primer paso para la deteccion de micotoxinas por inmunoensayo es la
preparacion de la muestra, la cual consisti6 en homogenizar aproximadamente 50
g de la harina de tortilla de maiz, se tom6 1.0 g de este homogenizado y se agregé
3.0 mL de la solucion de extraccion, se agitd manualmente alrededor de 3 minutos
y se dej6 que la mezcla se asentara lo mas posible. Usando una jeringa se tomé 1.0
mL del buffer de dilucién, utilizando la misma jeringa se tomé 1.0 mL del
sobrenadante de la muestra, se mezclé suavemente y se colocé un filtro en la boca

de la jeringa. La muestra esta lista para utilizarse.

La micotoxina (ZEA o DON) acoplado a la proteina albumina de suero bovina (ASB),
se inmoviliz6 como una linea distinta en una membrana de flujo continuo. El
conjugado, que consiste en particulas rojas moviles de oro coloidal marcadas con
un anticuerpo monoclonal para la micotoxina, se deposité en forma seca sobre una
almohadilla de conjugado de fibra de vidrio en un vial de plastico. Antes de su uso,
el conjugado se puso en el buffer de reconstitucion (8 gotas). A continuacion, se
afadié 3 gotas de la muestra a ensayar a la soluciéon de conjugado. Después de
una incubacién de 10 minutos, el complejo conjugado se transfirid a la membrana
de flujo continuo, dejando que la mezcla pasara a través de la membrana
completamente y por ultimo se lavé la membrana con 5 gotas de buffer de corrida.
Si la muestra contiene una cantidad nula o muy baja de la micotoxina particular, los
anticuerpos en el conjugado se unieron al compuesto ASB inmovilizado y

aparecieron una linea roja en la zona de ensayo (resultado negativo).
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7 Resultados y Discusion

7.1 Determinacion de la pureza de las cepas por morfologia

Como primer paso, antes de la extraccion de ADN, se comprobé la pureza de las
cepas. La cepas de F. graminearum, F.solani, F tricinctum y A. niger fueron
sembradas en PDA, mientras que la cepa de A. nidulans se inocul6 en medio
minimo. Como se observa en las figuras (13-17) las cepas presentan caracteristicas
propias de su género (lado izquierdo se observa la parte posterior y del derecho la
parte inferior de la caja de petri).

Figura 13. Caracteristicas morfolégicas de la
cepa micotoxigénica Aspergillus niger

Figura 15. Caracteristicas morfolégicas de la Figura 16. Caracteristicas morfologicas de la
cepa micotoxigénica Fusarium tricinctum cepa micotoxigénica Fusarium solani

Figura 17. Caracteristicas morfologicas de la
cepa micotoxigénica Fusarium graminearum
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7.2 Conteo de esporas

Una vez que se comprobo la pureza de las cepas, se realizo la cosecha de esporas
a 10° esporas/mL en 50 mL de medio YPD, que sirvieron para poder obtener el
micelio y hacer la extraccion de ADN.

Tabla 6. Cantidad de esporas/mL obtenida después de cosechar esporas y L
necesarios para ajustar a una concentracion de 10¢ esporas/mL

Cepa Esporas/mL ML necesarios para
ajustar a 10°

F. tricinctum 452.5x10° 110.50
F. solani 206.75x10° 241.84

F. graminearum 822.5x10° 60.79
A. niger 102.5x10° 487.80

A. nidulans 358.78x10° 139.36

7.3 Extraccion de ADN cromosomal de las cepas puras.

Una vez crecido el micelio se realizo la extraccion de ADN cromosomal. Se analizo
la pureza del ADN extraido mediante la medicion de la absorbancia del ADN a 260
nmy 280 nm. Una relacion mayor a 1.8 es generalmente aceptada como indicador
de pureza; si la relacion es apreciablemente mas baja puede indicar la presencia de
proteinas, fenol u otros contaminantes que absorben fuertemente cerca de 280 nm.
Es importante realizar el analisis de pureza del ADN, ya que algunos contaminantes
procedentes del proceso de extraccion pueden inhibir las reacciones de PCR
(Hughes y Moody, 2007). Los resultados se muestran en la tabla 7 donde se
comprueba que la medicion de la absorbancia 260/280 es por arriba de 1.8, por lo
tanto, se afirma que el ADN cromosomal esta libre de contaminantes o se encuentre

en concentraciones muy bajas y no interferiran en analisis posteriores.
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Tabla 7. Cuantificacion de ADN cromosomal de las cepas puras y relacion de la
absorbancia 260/280 nm.

Cepa Concentracion de DNA Relacion 260/280
(ng/uL)
F. tricinctum 959.74 2.20
F. solani 1136.15 1.78
F. graminearum 517.22 1.99
A. niger 547.56 1.97
A. nidulans 772.95 1.99

Otra caracteristica que es importantes analizar, antes de proceder con los ensayos
de PCR, es la integridad del ADN cromosomal, debido a que si el ADN se encuentra
muy degradado la reaccion no tendra una eficiencia adecuada, ya que es posible
gue la secuencia blanco de los oligonucledtidos se encuentre degradada y por lo
tanto no se pueda amplificar el producto esperado. Para comprobar que el ADN esta
integro se realiz6 un gel de agarosa, el cual se muestra en la Figura 18, donde se
observa una banda para todas las cepas a 10,000 bp lo cual comprueba la
integridad del ADN, las bandas que se observen en la parte inferior del gel

corresponden a la degradacion del ADN por el proceso de extraccion.

10,000 bp
3,000 bp

1,000 bp
500 bp

250 bp

Figura 18. ADN flngico cromosal extraido de las cepas puras en gel de agarosa al 1 carril:
Marcador 1 kb (Thermo Scientific) 2° carril: F. graminearum, 3° carril: A. nidulans, 4° carril:

A. niger, 5° carril: F. solani, 6° carril: F. tricinctum 37



7.4 Deteccion de los genes de interés por PCR punto final

Una vez que se obtuvo el ADN de las cepas, se realizé la reaccion de PCR de
acuerdo a lo seccion (5.6). Se realiz6 una electroforesis en gel de agarosa al 1.5%
para verificar el tamafio del amplicon. En la figura 19 se observa el gel del segmento
amplificado del gen enddgeno Btub, el cual amplifica para todas las cepas en el peso
esperado, ya que este gen se encuentra en una region altamente conservada entre
género.

La figura 20 a) corresponde al gel con el amplicon de los oligonucleétidos de pks4,
mientras que la Figura 20 b) corresponde a tri5. En ambos se observa una banda
solo para F. graminearum en el peso esperado, lo cual nos indica que estos
cebadores son especificos y que no existe homologia con alguna otra cepa que no

sea F. graminearum.

Figura 19. Amplificacion del gen Srub por PCR, de la reaccion de PCR. Electroforesis en gel de
agarosa al 1,5%. 1° carril: Marcador 100 bp (Thermo Scientific), 2° carril: F-graminearum, 3°
carril: F. solani, 4° carril: F. tricinctum, 5° carril: A. niger, 6° carril: A. nidulans, 7° carril: blanco.
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Figura 20. Amplificacion de los genes pks4 vy tri5 por PCR. Electroforesis en gel de
agarosa al 1,5%, a) Gen pks4, b) Gen tri5. 1° carril: Marcador 100 bp (Thermo Scientific),
2° carril: F-graminearum, 3° carril: F. solani, 4° carril: F. tricinctum, 5° carril: A. niger, 6°
carril: A. nidulans, 7° carril: blanco.

7.5 Secuenciacion de productos de PCR punto final.

Los productos obtenidos por medio de PCR punto final fueron mandados a
secuenciar a MacroGen (Japén), para cada gen se mand6 a secuenciar el control
positivo, es decir, ADN de Fusarium graminearum y una muestra de tortilla de maiz
positiva. Cada producto fue secuenciado con cada uno de sus oligonucleotidos
(Forward y Reverse), por lo que se obtuvieron dos secuencias por cada producto,
estas dos secuencias fueron alineadas con la secuencia del gen blanco para
comprobar la homologia. En la Figura 21 y 22 se puede comprobar que ambas
secuencias muestran homologia con los genes esperados y presentan el tamafio

esperado.

Para el caso de el gen tri5 se obtiene un porcentaje de identidad con Fusarium
graminearum del 100%, considerando el menor valor de E (espectancia), pero es
interesante mencionar ya que la secuencia también arroja un parecido con otras
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cepas, por ejemplo, con Fusarium boothi (100%) que es un causante de la
podredumbre del maiz en Sudafrica, Fusarium asiaticum (97%) principal
contaminate en Asia, Fusarium acaciae-mearnsii (97%) para Australia, Fusarium
mesoamericanum (97%) en Centroamérica, ademas de los conocidos
mundialmente como Fusarium culmorum (96%) y Fusarium cerealis (96%) (Glenn,
2007). Lo cual siguiere que el trabajo llevado a cabo puede ser considerado como

especifico para la deteccion de DON a partir de hongos productores.

Para el caso del gen pks4 se encontré un porcentaje de identidad del 99% con
Fusarium graminearum, de 96% con Fusarium culmorum y Fusarium
pseudograminearum. Todos estos microrganismos son los grandes contaminantes
de tricotecenos en el mundo junto con F. cerealis (Glenn, 2007) el cual no presento
similitud con la secuencia obtenida en este trabajo, ocurriendo un caso similar con

deoxinivalenol.
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Figura 21. Alineamiento del producto de PCR punto final para el gen tri5, con la secuencia del gen
trisreportada en el NCBI (tri5gene) con A) secuencia amplificada a partir del ADN de tortilla de maiz
y B) secuencia amplificada a partir del ADN de Fusarium graminearum.
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Figura 22. Alineamiento del producto de PCR punto final para el gen pks4, con la secuencia del gen
pks4 reportada en el NCBI (PKS4gene) con A) secuencia amplificada a partir del ADN de tortilla de

maiz y B) secuencia amplificada a partir del ADN de Fusarium graminearum.

A continuacion, se incluyen las secuencias reportadas por el NCBI, las cuales se
tomaron de referencia para el disefio de los cebadores, asi como para alinear los

resultados obtenidos de las secuenciaciones. Los genes de eucariotas contienen

secuencias codificantes (exones) y secuencias intercaladas no codificantes

(intrones). Los intrones son eliminados en el proceso de maduracién del ARN

(Jiménez-Garcia et al., 2004). En las secuencias que se muestran, las partes

sefaladas en azul corresponden a exones del mMARN del gen, y se partié de estas

para disefar los cebadores (se resaltan en color rojo y subrayados), la parte sin

color corresponde a intrones.

>AY495629.1 Gibberella zeae polyketidesynthase (PKS4) gene, partial cds

GCCATCGTAGGCCTGGCTTGTCGCTTTCCTGGCGATGCCACATCTCCATCCAAGTTCTGGGACCTTCTGA
AGAGCGGAAAAGGTGAGCAGCAATAAGAACCAGCATCCTTATTGGTGTCAACATGACCTTGTTGAGCGCT
ATATCTCTGCCTCCAGTTCATCACTAATTCGTACCAAGACGCATACTCCGAAACAACGGATCGGTACAAT
GCACAAGCCTTCTACCATCCAAACAGCAAACGACAAAATGTTTTGCCAGTCACAGGTGGACACTTTTTGA
AGCAGGATCCTCATGTCTTTGATGCTGCCTTCTTCAATATTACTGCCGCTGAGGCTATCTCACTTGACCC
AAAACAGCGCATCGCCCTCGAGGTTGCATACGAGGCCTTCGAAAATGCTGGTAAGCCCCTCAAACAGGTT
GCTGGTACTACCACTGCGTGTTTTGTTGGATCCTCCATGAGCGACTACAGAGATGCTGTCGTCCGTGATT
TCGCTCATAATCCCAAGTACCATGTACTTGGCACTTGTGAGGAGATGATCGCCAACCGAATCTCCCACTT
CTTCGACATACATGGTCCAAGTGCTACTGTACATACAGCCTGCTCATCAAGCCTCGTGGCGATTCACTTG
GCCTGCCAGAGTCTCCTGTCAGGAGATGCTGAGATGGCCCTTGCTGGCGGTGTCGGAATGATCTTGACAC
CAGACGGCACAATGCAACTCAACAATCTTGGATTTCTCAACCCCGAGGGCCATTCACGGTCTTTTGACAA
GGACGCCGGAGGATATGGGCGTGGTGAAGGATGTGGTATCCTTGTTTTGAAGAAGCTTGACAAGGCTATT
CAAGATGGTGACAACATCAGGGCAGTCATCCGCGCCTCTGGCGTCAACTCAGACGGCTGGACTCAGGGTG
TCACAATGCCATCCAGCGAGGCTCAAGCAGCACTTATCAAGCATGTTTACGAGACTCGTGGCTTGGACTA
TGGCGCCACCCAGTATGTGGAGGCTCATGTGAGTTTTATCTTTGTTTGTTTTATCCACCAAATACTGATA
TTGCTACAGGGTACCGGAACCAAAGCTGGAGATCCTGTTGAAACGGGCGCTATCCACCGTACTATTGGCC
AAGGCGCAAGCAAGAATCGAAAGCTGTGGGTTGGAAGTGTCAAGCCAAATGTAAGTCGTGTCCCAAAGAT
ACAAAAGTCGATTGAAGACTAACTCTAGATTAGATCGGTCATCTTGAGGCTGCTGCAGGTGTGGCTAGCG
TTATCAAGGGGGTTCTGGCTATGGAAAACAGCCTTATTCCTCCCAATATTCATTTCGCTAGTCCAAACCC
TGAGATTCCACTCGACGAGTGGAACATGGCTGTACCCACCAAGCTAACTCCGTGGCCCGCGGCTCGTACC
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AAGCGTATGAGCGTTAGTGGCTTTGGCATGGGAGGT

>AY130290.1 Gibberella zeae trichodienesynthase (tri5) gene, complete cds

ATGGAGAACTTTCCCACCGAGTATTTTCTTAACACTAGCGTGCGCCTTCTCGAGTATATTCGATACCGAG
ACAGCAATTACACCCGAGAGGAGCGCATCGAGAATTTGCACTATGCTTACAACAAGGCTGCCCACCACTT
TGCTCAGCCTCGCCAACAGCAGATGCTCAAGGTAGACCCTAAGCGACTACAGGCTTCCCTCCAAACAATC
GTTGGCATGGTTGTATACAGCTGGGCAAAGGTGTCCAAAGAGTGCATGGCGGATCTATCTATTCACTACA
CCTATACTCTCGTTTTGGATGACAGCAGCGATGATCCCCATCCTGCCATGTTGAACTATTTTGACGACCT
TCAAGCCGGACGAGAGCAGGCCCATCCATGGTGGGCACTTGTCAACGAGCACTTTCCCGACGTCCTTCGC
CATTTTGGACCTTTCTGCTCATTGAACCTTATCCGTAGCACTATGGACTGTAAGATACCGATTCTATTAT
TCACCCGTATGAAGAAGCTAACGGCGGTGGAACAACAGTTTTTGAGGGATGTTGGATTGAGCAGTACAAC
TTTGGAGGATTCCCAGGATCTGATGACTACCCTCAATTCCTTCGTCGTATGAATGGTTTGGGTCATTGTG
TTGGGGCTTCTCTATGGCCCAAGGACCTGTTTGATGAGCGGAAGCATTTCCTTGAAATCACGTCAGCCGT
TGCTCAGATGGAGAACTGGATGGTTTGGGTCAATGATCTCATGTCATTCTACAAGGAATTCGACGATGAG
CGTGACCAAATCAGTCTGGTCAAGAACTTTGTCACCTGCCATGAGATCACTCTGGATGAAGCTTTGGAGA
AGCTCACCCAGGAAACCCTACACTCGTCTAAGCAGATGGTTGCTGTCTTCTCGGACAAGGACCCTCAGGT
GATGGACACGATTGAGTGTTTCATGCATGGCTACGTCACGTGGCACTTGTGCGACGCTCGATACCGCCTC
CATGAGATTTATGAAAAGGTCAAGGATAAGGATACAGAGGACGCCAAGAAGTTCTGCAAGTTCTTTGAGC
AGGCGGCCAATGTCGGCGCCGTTGCACCCTCGGAGTGGGCTTATCCACAAGT TGCACAACTGGCAAACGT
TCGGGCCAAGGACGATGTGAAGGAGGCTCAGAAGCCCATCCTAAGT TCAATTGAGCTAGTGGAGTGA

7.6 Extraccion de ADN de muestras de tortilla.

Una vez verificada la deteccion los genes de interés con los oligonucleotidos
seleccionados, se procedio a buscarlos en todas las muestras de tortillas de maiz.
La extraccion del ADN de las muestras se realizd con el kit FastID (los resultados
se observan en la tabla 8), el cual ha sido usado en 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 extraccion y
pureza (Aportela et al., 2008). Asi mismo se ha reportado su uso para obtencién de
ADN en diferentes cereales, demostrando un ADN puro y sin posibles inhibidores
gue puedan interferir en la reaccion de PCR (Ramirez, 2012).

El kit se basa en la ruptura celular con detergentes i6nicos y con la proteinasa K. La
purificacion se da por union especifica del ADN a una membrana de silica, a la que
se le realizan lavados para eliminar sustancias que puedan inhibir la reaccion de
PCR (Somma y Querci, 2007). Para todas las extracciones se partié de la misma

cantidad (200 mg) y se suspendieron en 30 pL de agua grado biologia molecular.
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Tabla 8. Cuantificacién de las extracciones de muestras de tortilla y relacion de las absorbancias
260/280.
Muestra Lugar Concentracion de DNA  Relacion
(ng/uL) 260/280

2 Mega Comercial (Gransur) 66.67 1.94
4 Tortilleria (Pacifico No 333, col 49.73 1.97
reyes)

6 Tortilleria (Av 3, col educacion) 39.67 2.08

8 Wal-Mart (Tlalpan Nativitas) 35.87 1.91

Tortilleria (Jesus Urueta, No 15. 1.99
Col Moderna)

Tortilleria (Sevilla, No 522, Col
Portales Ote)

14 Wal-Mart (Av Cuitlahuac 3651, 16.23 1.81

Col. Hogar y Seguridad)

16 Tortilleria (EI Triunfo Col. 54.23 1.83
Prohogar)

18 Tortilleria (Av Jardin, No 36-1, Col. 33.56 1.96
Del gas)
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7.7 PCR tiempo real (qPCR)

7.7.1 Especificidad de oligonucledétidos por gPCR

Si bien se llevd a cabo una prueba de especificidad de los genes por medio de la
técnica de PCR punto final, es necesario realizar un analisis por medio de gPCR ya
gue es una técnica mas sensible. Se emplearon las 5 cepas de las que se disponia

100 ng de concentracion final en la mezcla de reaccion.

En la figura 23 se observa la curva de amplificacion y de disociacién para el gen
Btub; se observa que para F. graminearum se obtiene un Ct menor por lo que hay
una mayor cantidad de ADN detectable con respecto a las otras cepas, lo cual es
debido a que los oligos se disefiaron tomando como gen blanco a F. graminearum.
Sin embargo, en la curva de disociacion se logran observar para todas las muestras
un pico de amplificacion, siendo esta prueba positiva para todas las cepas. En el

caso de los NTC como se esperaba, no se observo este pico.

F. graminearum
o g

F. tricinctum -~ A nidulans

F. min F
gramnegrum P F. solani

A m’ger\

yiow NTC

Figura 23. Diagrama de amplificacion (izquierda) y curva de disociacion (derecha) para el gen
Btub. Cada reaccion fue llevada a cabo por duplicado. NTC: blanco de reaccion.

Para el caso de pks4 (figura 24) se observa en la curva de disociacion picos
definidos con el ADN de Fusarium graminearum tanto para el ADN de micelio como
en el de esporas, con una Tm de ~82.0°C para micelio y para esporas, ademas en

la curva de amplificaciéon el equipo arroja un resultado en los Ct de 19.60 para
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micelio y 25.28 para esporas. Es importante mencionar que, para el caso de ADN
de micelio de Aspergillus nidulans, se observa un pequefio pico de formacion de
producto. Sin embargo, el valor de Tm del equipo es de 76°C, que corresponde con
dimeros de los cebadores que se formaron, dado que este pico es el mas grande.
El valor de Ct es de 31.93 y corresponde al de la formacién de dimeros y no del
producto. Por otro lado, para A. nidulans se ha reportado la presencia en su genoma
de 32 genes que codifican para PKSs, los cuales son precursores de metabolitos
como esterigmatocistina, aspertecina, asperfuranona, acido orselinico etc. Sin
embargo, con los primers disefiados no se detectd dicha secuencia (klejnstrup et
al., 2012).

En el caso de las cepas de Fusarium solani y Fusarium tricinctum que se encuentran
mas relacionas con F. graminearum y por tanto contener el gen pks4, asi Brown et
al, (2012?), realizaron un andlisis filogenético y funcional sobre los dominios de
policétidos sintasa, dando como resultado que F. solani no tiene el cluster de genes
que contiene al pks4. En el caso de F. tricinctum, Wisniewska et al, (2013)
reportaron que es un no productor de policétidos por lo tanto ocurre un caso similar
al de F. solani. De acuerdo a la anterior informacién, no se observo un pico del

producto en la curva de disociacion.

T F.graminearum {esporas) ¥
F.graminearum[mi:,eliol\ F.gtaminearumlmicelinL\‘_} '

F.graminearum (esporas

A. nidulans

_/

e — T W

Figura 24. Diagrama de amplificacion (izquierda) y curva de disociacién (derecha) para el gen
pks4. Cada reaccion fue llevada a cabo por duplicado
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Para el tri5 (figura 25), se observa que en los NTC no se obtiene ninguno pico en la
curva de disociacion en la zona donde se disocian los dimeros de cebadores (Tm
de 75°C), por lo que, en la curva de amplificacion hay resultado positivo con un Ct
de 34. Por otra parte, para las cepas se observa un comportamiento similar a pks4
con respecto a F. graminearum, donde para micelio se tiene un Ct de 26.80 y una
Tm de 83.1°C y para esporas un Ct de 28.87 y una Tm de 82.7°C.

El ADN de la cepa de A. nidulans mostro un pico de disociacién a 81.70°C, y una
curva de amplificacién donde el duplicado arroja valores muy distintos de Ct, de
24.07 y 29.07. Aunque no se encuentra algun reporte que lleve a pensar que
Aspergillus nidulans pueda contener el gen tri5. Ademas, una busqueda en la base
de datos del genoma de A. nidulans (BLAST) mostr6 que no presenta en su genoma
el gen tri5, por lo que es necesario confirmar este resultado dado que lo mas seguro

es que sea producto de una contaminacién o de alguna amplificacion inespecifica.

En el caso de los miembros del género Fusarium, F. solani y F. tricinctum existe un
reporte de Fekete, (1997), quien realizé un screening con varios hongos para
observar la presencia de tri5, donde F. solani obtiene un resultado negativo, pero F.
tricinctum un resultado de una hibridacion muy débil. En este estudio el resultado

fue negativo en ambos casos.

e
F.graminearum (micelio) \ iy, i F. graminearum (micelio)

F.graminearum (esporas)

A. nidulans A. nidulans \

F.graminearum (esporas)

r————
——

Figura 25. Diagrama de amplificacion (izquierda) y curva de disociacion (derecha) para el gen tri5. Cada
reaccion fue llevada a cabo por duplicado
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Adicionalmente se inoculd intencionalmente maiz chalquefio estéril con la misma
cantidad de esporas de los 5 microrganismos con que se disponia (1x108
esporas/mL). Los resultados se muestran en la Figura 26, donde se observa para
ambos casos a y b, un pico bien definido, en el caso de tri5 se obtuvo una Tm de
82.7°C y un Ct de 28.86 y para pks4 se obtuvo una Tm de 82.25°C y un Ctde 26.41.
Estos valores son similares con los obtenidos anteriormente con solo esporas de F.
graminearum por lo tanto el método es ademas de especifico, sensible, para
detectar Fusarium graminearumen en las muestras sin importar que esté
contaminada con otro tipo de hongos. Es interesante resaltar que en todos los casos
el ADN se extrajo de esporas y en los casos anteriores de especificidad (figura 24 y
25) el ADN se extrajo de micelio.

a) tri5s b) pks4

e T

Figura 26. Curva de disociacion de mezcla de esporas para el gen a) tri5y b) pks4. Cada reaccion fue
llevada a cabo por duplicado

Durante condiciones favorables, F. graminearum produce peritecios con ascosporas
(esporas sexuales) que son expulsadas y se dispersan por movimientos de aire y
junto a los conidios (esporas asexuales) constituyen las fuentes de in6culo primario.
Los conidios se diseminan por medio de la lluvia y asi arriban a hospederos o
sustratos donde producen enfermedad, micotoxinas, o ambos (Osborne et al.,
2007). Las esporas son estructuras unicelulares de resistencia que contienen toda
la informacion genética necesaria para el desarrollo completo de un nuevo hongo.

De la amplia capacidad de dispersion de las esporas fungicas, se deriva la facilidad
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y frecuencia con que provocan problematicas de produccion, conservacion de
alimentos, asi como de tipo sanitario. Por esta razon en el presente proyecto se
decidio realizar el estudio para la cuantificacion de genes micotoxigénicos a partir
de esporas. Sin embargo, se observé que al realizar la reaccion de PCR en tiempo
real no se obtienen los resultados esperados ya que en las diluciones de esporas
de 108 a 107 a 10° etc., se esperaba que por cada ciclo logaritmico la diferencia del
Ct fuera de 3.3, debido a que se realiza una dilucion 1:10 y no de un ciclo como se
obtuvo. Las esporas son sumamente resistentes y no es posible realizar un proceso
de extraccion de ADN satisfactorio, esto probablemente a la superficie de contacto
que tienen las esporas durante el proceso. Estos resultados coinciden con lo
obtenido anteriormente por Ramirez, (2012). Por ello se decidié continuar los

ensayos con el micelio de Fusarium graminearum.

Adicionalmente, existen reportes de extraccion de ADN de esporas de
Glomusintraradices (Filion et al., 2003) y Helminthosporium solani (Cullen et al.,
2001) que tienen un comportamiento no lineal a diferencia del ADN genémico, este
comportamiento puede ser atribuido a que los hongos son organismo eucariontes y
por tanto presentan multiples nucleos (Bridge y Spooner, 2001) y al hecho de que
podria haber multiples y diferentes copias de la secuencia ribosomal presentes en
una célula fungica dada. Fusarium graminearumes homotélico (auto fértil) y puede
sufrir meiosis y producir esporas con mayor frecuencia porque no esta restringido
por la necesidad de encontrar una pareja compatible, ademas presenta
poliformismo dentro y fuera de las esporas (Cuomo et al., 2007). El polimorfismo
puede prevenir la unién sustancial de oligonucleétidos y reducir la eficiencia de la
PCR que a su vez también se reduciria proporcionalmente a medida que la cantidad
de ADN genomico objetivo aumenta. Es necesario realizar una investigacion mas
intensa en este aspecto, con el fin de poder cuantificar esporas en muestras de

alimentos.
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Figura 27. Diagrama de amplificacién (izquierda) y curva de disociacion (derecha) para
el gen tri5 usando diluciones seriadas de ADN de Fusarium graminearum. Cada reaccion
fue llevada a cabo por triplicado

7.7.2 Curvas de disociacion.

Como primer paso para el desarrollo de la metodologia de cuantificacion por gPCR
con quimica de SYBR Green, es necesario comprobar la especificidad de los
cebadores y comprobar que la sefal de fluorescencia obtenida se debe solo al
producto esperado (Lutfella y Uze, 2006). Para este fin, se empled por triplicado el
ADN de Fusarium graminearum a diferentes concentraciones con cada par de

oligonucleotidos y NTC por duplicado.

El andlisis de la curva de disociacion después del gPCR es una forma sencilla para
revisar en las reacciones del qPCR la presencia de artefactos, dimeros de
cebadores, la contaminacion y ademas de asegurar la especificidad de la reaccion.
Debido a que la temperatura de disociacion de los acidos nucléicos es afectada por
el contenido de guaninay citosina y la presencia de bases “mismatches” entre otros
factores, diferentes productos de qPCR pueden ser distinguidos con frecuencia por
sus caracteristicas de disociacion. La caracterizacion de los productos de la
reaccion por medio del analisis de la curva de disociacion reduce la necesidad de
consumir tiempo con el gel de electroforesis. Los dimeros de cebadores se
producen cuando dos cebadores con secuencias homélogas se unen unas con otras

en el producto. El analisis de la curva de disociacion puede identificar la presencia
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de dimeros de cebadores debido a que ellos exhiben una temperatura de
disociacion menor a la de los amplicones. La presencia de dimeros de cebadores
no es deseable en muestras que contienen producto, ya que estos disminuyen la
eficiencia del gPCR [Dorak, 2007].

En las figuras 28, 29 y 30 se muestran las curvas de disociacion para los genes de
Btub, tri5 y pks4, respectivamente. Se aprecia la amplificacion de 1 solo pico en
cada par de cebadores, el cual corresponde Unicamente al producto esperado. No
se observa la presencia de dimeros de cebadores en ningun caso después de la
amplificacion por gPCR, ni en los NTC. El gen Btub presenta una Tm de 83.4°C,
para tri5 de 82.2 °C y de pks4 de 82.3 °C.
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Figura 28. Curva de disociacion para el gen Btub con ADN de Fusarium graminearum en
concentraciones de 100, 10, 1 y 0.1 ng. Cada reaccion se llevo a cabo por triplicado.
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Figura 29. Curva de disociacion para el gen tri5 con ADN de Fusarium graminearum en
concentraciones de 100, 10, 1 y 0.1 ng. Cada reaccion se llevé a cabo por triplicado. 50
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Figura 30. Curva de disociacion para el gen pks4 con ADN de Fusarium graminearum en
concentraciones de 100, 10, 1 y 0.1ng. Cada reaccion se llevé a cabo por triplicado.

Como se observo en las tres figuras anteriores, los picos de disociacién permanecen
practicamente igual para cualquier concentracion de ADN, lo que habla de la
capacidad de la técnica para detectar de manera eficiente concentraciones bajas

del gen diana.

7.7.3 Curva estandar

Se elaboraron las curvas patron de los genes Btub, tri5 y pks4, mediante diluciones
consecutivas de ADN de F. graminearum, de tal forma que en el volumen final de la

reaccion se tuvieron 100, 10, 1y 0.1 ng.

Enlas figuras 31, 32 y 33 se observan los diagramas de amplificacion para los genes
Btub, tri5 y pks4 respectivamente. Un diagrama de amplificacion es un gréfico de la
sefal de fluorescencia en funcion del nimero de ciclos. En los ciclos iniciales de
PCR hay un pequefio cambio en la sefial de la fluorescencia, esto define la linea de
fondo para el diagrama de amplificacion. Un aumento en la fluorescencia sobre la
linea de fondo indica la deteccién del producto acumulado de PCR (Cortazar y Silva,
2004). Por esta razon es que a menor concentracion de ADN molde se requiere mas

nameros de ciclos para que el producto acumulado de PCR pueda ser detectado.

La curva de amplificacion de cualquier ADN molde consta de una fase inicial donde
la produccion de fluorescencia (ADN producto) estd por debajo del nivel de
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deteccidon del termociclador. Una segunda fase es la que se dan las primeras
sefales detectables en donde la amplificacién se esta llevando a cabo a una
velocidad méaxima exponencial, y es donde se recolectan los datos para el analisis.
Una tercera fase lineal donde la amplificacion comienza a disminuir y una cuarta
fase (estacionaria) donde finaliza la reaccion y se estabiliza la fluorescencia (Dorak,
2006).

El gen de interés se detecta en la fase exponencial, determinado por el numero de
ciclos al cual la intensidad del fluor6foro aumenta con respecto al ruido de fondo
(background). Este numero de ciclos se conoce como ciclo umbral (Ct:
thresholdcycle) y se representa en la curva de amplificacion como el punto de cruce
de la curva de amplificacion con la recta horizontal (umbral). El Ct esta determinado
en la fase exponencial de la reaccion y es inversamente proporcional al nUmero de
copias de ADN blanco, asi cuanto mas ADN inicial tenga la muestra sera menor el
namero de ciclos Ct. Si la eficiencia de la reaccion es 6ptima, cada vez que se diluye
una muestra 10 veces el valor de Ct aumenta aproximadamente 3.32 ciclos
(Cortazar y Silva, 2004).
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Figura 31. Curva de eficiencia para el gen Btub en F. graminearum. Cada reaccion se
llevé a cabo por triplicado.
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Figura 31. Curva de eficiencia para el gen tri5 en F. graminearum. Cada reaccion se llevo
a cabo por triplicado.

Delta Rn vs Cycle
1.000e+001

1.0002+000
1.000e-001 lOOng lom%/

1.000e-002

1.000e-003
1.000e-004 P \

1.000e-005

Delta Rn

1.000e-006

1.000e-007

12 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 20 30 31 32 33 34 35 36 37 28 30 40

Cycle Number

Figura 32. Curva de eficiencia para el gen pks4 en F. graminearum. Cada reaccion se
llevd a cabo por triplicado.

Los valores de Ct se grafican en funcién del logaritmo de la cantidad inicial de ADN
gendmico donde se obtiene la curva estandar. Un valor que se debe analizar
cuidadosamente es el valor obtenido en la pendiente de la curva estandar ya que
indica el porcentaje de eficiencia de la reaccion. Un valor de -3.32 corresponde a
una eficiencia de amplificacion del 100%, es decir, que por cada copia presente del
gen blanco se sintetiza una cadena igual. Cuando una pendiente se vuelve mas
negativa (<-3.32) la eficiencia decrece, un ensayo de PCR tiempo real es aceptable
hasta un 90% de eficiencia o en -3.60 en la pendiente (Rodriguez y Rodriguez,
2006).
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Los resultados de la eficiencia se muestran en la tabla 9, los valores se encuentran

en el limite del 90%, lo cual es aceptable para el ensayo de cuantificacion.

Tabla 9. Resultados que muestran la pendiente, eficiencia de la reaccion y coeficiente
de correlacién de los genes Btub, tri5 y pks4, después de realizar la curva estandar por
medio de la técnica qPCR

Gen Pendiente Eficiencia (%) Coeficiente de Ecuacién de larecta

correlacion r?

Btub -3.53 91.99 0.99 Ct=-3.53LogCo0+22.02
tri5 -3.24 103.54 0.987 Ct=-3.24LogCo0+24.63
pks4 -3.43 95.70 0.992 Ct=-3.43LogCo0+23.40

El limite de cuantificacion indica el valor a partir del cual es posible hacer una
afirmacion cuantitativa del resultado de una medicion. El limite de cuantificacion
para la metodologia de gPCR estandarizada y desarrollada en este estudio es de
0.1 ng para los tres genes de estudio, dado que no se realizaron diluciones
posteriores a 0.1ng. Sin embargo, se sabe que, en el 2012, Ramirez en su reporte
de tesis y utilizando los mismos cebadores para pks4 antes mencionados y las
mismas condiciones de trabajo, obtuvo un limite de cuantificacion de 0.01 ng que
es la cantidad de ADN hasta la cual logré construir la curva estandar. Por otro lado,
obtuvo un limite de deteccion de 0.001 ng de ADN de Fusarium graminearum que
es la concentraciébn mas baja de un determinado analito que puede ser detectada
en forma concluyente por un método, en este caso el gqPCR, pero no
necesariamente cuantificada con un valor exacto (Rodriguez et al., 2011)

Tomando lo antes mencionado como referencia, para este estudio el valor de Ct del
limite de cuantificacion (0.1 ng) para el gen tri5 es de 27.76 + 0.61y para el gen pks4
es de 26.93 = 0.30.
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7.7.4 gPCR con ADN de muestras de tortillas.

Una vez que se contaba con las curvas estandar para los genes en estudio, se
realiz6 el gPCR con las muestras de alimentos, cuyo ADN pudo haber sufrido dafios
por el procesamiento de la matriz alimentaria (Gryson, 2010).
Ademas, el ADN degradado puede producir fragmentos monocatenarios y
desnaturalizacién, y se produce la separacion de cadenas lo cual es relevante en el
método de SYBR Green ya que se pueden sobreestimar las concentraciones de
ADN entre 15 a 50% (Nielsen et al., 2008). Asi Quirasco et al., (2004) aplicaron el
Kit de extraccidon FastID (que es el mismo empleado en este trabajo) para detectar
transgénicos en tortillas de maiz horneadas y fritas, donde obtuvieron ADN
amplificable para llevar a cabo la PCR.

Para el analisis se realizaron dos extracciones independientes para cada muestra 'y
cada una de estas se analizé por duplicado por gPCR, para obtener un total de 4
valores por muestra. A continuacion, en la figura 33, se muestra un ejemplo de
gPCR llevado a cabo en las muestras de tortilla, y en la tabla 10 los resultados de
todas las muestras. La concentracién se obtuvo de despejar el valor de X de la
ecuacion de la tabla 9.

Se llevo a cabo la gPCR con 100 ng de ADN final para las muestras de la delegacién
Coyoacan, mientras que las restantes se realizaron con 50 ng, esto debido a la

cantidad de ADN inicial con la que se disponia para realizar las reacciones.

Mok o e

/
- NTC f|l Muestras

: i e

(i Mot et

Figura 33. Diagrama de amplificaciéon (izquierda) y curva de disociacion (derecha) para 55
el gen tri5, en muestras de tortilla de la delegacion de Coyoacan (cada color representa
una muestra diferente).



Tabla 10. Resultados del gPCR para el gen tri5 y pks4 en muestras de tortilla. DS:
desviacion estandar.

Lugar Ct DS Concentracion  Ct Concentracion
Pks4 ng/uL Tri5 ng/mL
(ng de ADN de (ng de ADN de
F. graminearum F. graminearum
en lareaccién) en lareaccion)
Sumesa 2435 0.29 0.53 24.24 0.46 1.32
Mega 24.13 0.21 0.61 24.29 0.36 1.27
Comercial
Coyoacéan Wal-Mart 24.77 0.24 0.40 25.07 0.39 0.73
(Masa final Tortilleria 2418 0.23 0.59 2481 0.11 0.88
100 ng) Tortilleria 26.23 0.14 0.15 26.54 0.60 0.26
Tortilleria 26.32 0.13 0.14 26.31 0.19 0.30
Chedraui 24.27 1.24 0.56 24.77 0.63 0.91
Wal-Mart 25.01 0.20 0.34 25.02 0.98 0.76
Benito Superama 2429 0.38 0.55 24.95 0.48 0.80
Juérez Tortilleria  28.43 1.41 - 26.75 0.37 0.22
(Masa final Tortilleria 28.04 0.53 - 27.18 0.29 0.16
50nQ) Tortilleria 28.12 0.20 - 26.93 0.19 0.20
Wal-Mart 23.65 0.18 0.85 25.99 0.79 0.38
Wal-Mart 23.04 0.12 1.28 25.34 0.18 0.60
Bodega 26.11 0.06 0.16 28.16 1.44 -
Azcapotzalco  Comercial
(Masa final Tortilleria 25.93 0.66 0.18 28.48 0.98 -
50nQ) Tortilleria 28.54 048 - 28.91 0.84 -
Tortilleria 27.02 0.52 - 27.40 0.54 0.14

7.7.5 gPCR para deteccion de transgénicos

Se realizo el analisis de los genes involucrado en transgénicos mas comunes, estos

son 35s y tnos. Para el caso de 35s se empleé como control positivo el maiz

resistente a herbicidas T25 y para el caso del thos se utilizé el Maiz Bt11 resistente

a insectos lepidopteros. Las reacciones se llevaron a cabo bajo las mismas
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condiciones que para los genes tri5 y pks4, pero para el caso del gen 35s fue
necesario aumentar la temperatura de alineamiento de los oligos a 61°C para volver
la reaccion més astringente, ya que a 60°C se obtenian la formacion de varios picos
inespecificos después del pico del producto en la curva de disociacion. Los

resultados se muestran en la figura 34 y 35.
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Figura 34. Diagrama de amplificacién (izquierda) y curva de disociacion (derecha) para
el gen 35s, de la muestra de maiz resistente a herbicidas T25, cada reaccion se llevé a
cabo por duplicado.

(ieta e s Cic

SEBEEEEEEEEE R EEEEETE.

Figura 35. Diagrama de amplificacién (izquierda) y curva de disociacion (derecha) para

el gen tnos, de la muestra resistente de maiz a insectos lepidopteros Bt11, cada reaccion

se llevd a cabo por duplicado.
Para cada reaccion con el control positivo se utilizaron 50 ng de ADN, en el caso
del gen 35s se obtuvo un valor de Ct de 19.58+0.38 con un valor de Tm de 80.75°C,
mientras que para el gen tnos se tiene un Ct de 17.95+0.65 y un valor de Tm de
73.4°C.
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Para los resultados de esta prueba se considerara el pico de disociacidon que este
al Tm esperada y los valores de Ct. En la figura 36 se muestran algunas de las
muestras de tortilla, donde se observa que hay formacion de productos no
especificos a un Tm diferente, por lo que solo se considerd las que se encontraban

a valores muy cercanos a la Tm del control positivo mostrado en la figura 34.
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Figura 36. Curva de disociacion para el gen 35s, cada color representa una muestra de
tortilla, cada reaccion se llevo a cabo por duplicado.

A continuacion, en la tabla 11 se muestra el resumen de los resultados para la
evaluacion de maiz transgénico. Hay que destacar que estos cebadores son los que
se utilizan universalmente por la comisidbn europea para la deteccion de
transgénicos por quimica TagMan, para este proyecto se utilizé la quimica de SYBR

Green.

Para el caso de los genes de estudio se reporté un limite de deteccién de 0.02%
(JRC, 2010).

Se ha reportado para el genoma del maiz un tamafio de 2.4 x 10° bp (Habereret al.,
2005), con este valor es posible calcular el nimero de copias con las que se partid

para realizar la reaccion de qPCR.

Cantidad de ADN (ng)x6.022x10%3mol™?1
9 9
#bp(10%) (660-L)

# de copias =
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Sabiendo que en 50 ng de ADN del control positivo se cuenta con aproximadamente
19,000 copias del genoma del maiz, y el limite de 0.02% corresponde a un limite de
deteccion de hasta 3.8 copias, pero un valor mas conservador de 0.2% (38 copias
equivalente a 0.1 ng de ADN) permite detectar sin error asociado. Utilizando el valor
en el limite deteccion, el valor de Ct de los controles positivos en este trabajo y
considerando un valor de eficiencia alrededor del 100% lo cual indica que cada vez
gue se diluye una muestra 10 veces el valor de Ct aumenta 3.32 ciclos (2" = factor

dilucion, donde n representa el nimero de ciclos de la reaccion de PCR),

Asi si se tiene para el caso del gen 35s una concentracion inicial de 50 ng un valor
de Ct de 19.58, para 5 ng se tiene un Ct de 22.90, para 0.5 ng se tiene un Ct 26.22
y para 0.05 ng se tiene un Ct de 29.64. Por tanto con la informacién anterior es
posible calcular el Ct del limite de deteccion, es decir 0.1 ng de ADN (2" =5, el valor
de n es de 2.32 ciclos). Asi por lo tanto los resultados son 28.54 de Ct para el gen

35sy 26.91 de Ct para el gen tnos.

Tomando en cuenta estas consideraciones es como se decidié evaluar el resultado

de las muestras.

7.7.6 Resumen de resultados de gPCR

Por ultimo, en la tabla 12 se muestra el resumen de los resultados obtenidos en las
reacciones de qPCR para los genes involucrados en la biosintesis de micotoxinas y

para los genes involucrados en eventos transgénicos

Después de analizar estos resultados se observa que de las 18 muestras analizadas
el 83.33% es positiva para el gen triSque codifica para tricotecenos (deoxinivalenol),
esto no es raro ya que esta micotoxina se encuentra de manera mas comun en
cereales, por otro lado el gen pks4 se encuentra en 72.22% de las muestras, y en
conjunto los dos genes se encuentran en la misma muestra en un 61.11%, lo cual
no es de extrafiar ya que las micotoxinas de Fusarium en general se encuentran

juntas contaminando (Placintaet al., 1999) ademas se han reportado que la
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zearalenona y el deoxinivalenol presentan efecto aditivo y también se ha reportado

interaccion sinérgica (Streit et al., 2012).

. Tabla 11. Resultados del gPCR para el gen 35s y t-nos en muestras de tortilla, DS:
desviacion estandar, (+): resultado positivo, (-): resultado negativo.

Lugar Ct DS Resultado Ct DS Resultado
35S tnos

Mega - - - 24.69 0.03 +
Comercial
Tortilleria 0.54 - 34.18 0.68 -
Tortilleria - - 19.89 - +
Wal-Mart 2.25 - 24.69 0.25 +

Tortilleria

Tortilleria

Wal-Mart

Tortilleria

Tortilleria
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. Tabla 12. Resumen de resultados, para los genes pks4, tri5, 35s y thos

Lugar Concentracién  Concentracién Deteccién de Deteccion  de
ng/uL ng/uL Transgénico Transgénico
(ng de ADN de (ng de ADN de 35s Tnos

F. graminearum F. graminearum

en lareaccion)  en lareaccién)

Pks4 Tri5

Sumesa 0.53 1.32 + +
Mega 0.61 1.27 - +

Comercial
Coyoacéan Wal-Mart 0.40 0.73 - -
(Masa final Tortilleria 0.59 0.88 - -
100 ng) Tortilleria 0.15 0.26 - 4
Tortilleria 0.14 0.30 - +
Chedraui 0.56 0.91 - -
Wal-Mart 0.34 0.76 - +
Benito Superama 0.55 0.80 4 T+
Juarez Tortilleria - 0.22 - -
(Masa final Tortilleria - 0.16 - -
50ng) Tortilleria - 0.20 - +
Wal-Mart 0.85 0.38 + +
Wal-Mart 1.28 0.60 - -
Bodega 0.16 - - -

Azcapotzalco  Comercial
(Masa final Tortilleria 0.18 - + -
50ng) Tortilleria - - - 4
Tortilleria - 0.14 - +

Después de analizar estos resultados se observa que de las 18 muestras analizadas
el 83.33% es positiva para el gen tri5 que codifica para tricotecenos (deoxinivalenol).
Esto no es raro ya que esta micotoxina se encuentra de manera mas comun en
cereales, por otro lado el gen pks4 se encuentra en 72.22% de las muestras, y en
conjunto los dos genes se encuentran en la misma muestra en un 61.11%, lo cual
no es de extrafar ya que las micotoxinas de Fusarium en general se encuentran

juntas contaminando (Placinta et al., 1999) ademas se han reportado que la
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zearalenona y el deoxinivalenol presentan efecto aditivo y también se ha reportado

interaccion sinérgica (Streit et al., 2012).

Estos resultados comparados a los obtenidos por Gonzalez-Osnaya & Farrés (2011)
en las que se detectd por PCR punto final los genes tri5 y 35s en un 16.7% y 23.3%
de las 30 muestras, respectivamente. Lo anterior nos lleva a pensar que el método
de PCR tiempo real es un método mucho mas sensible y eficiente para detectar la
presencia de ADN de Fusarium graminearum. En otro estudio realizado en Tlaxcala,
Briones-Reyes et al., (2007) detectd y cuantificO ZEA en 24 muestras de maiz por
cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) acoplado a un equipo de deteccién

UV, encontrando contaminacién de un 70%.

Se observa también que, de manera general, las muestras que corresponden con
supermercados, tienen una mayor cantidad de ADN de Fusarium graminearum.
Esto puede deberse a que estas tiendas adquieren gran cantidad de producto
(harina de maiz ya nixtamalizada) el cual almacenan hasta su posterior uso. El
hecho de no almacenar correctamente esta harina, puede ser un peligro latente para
aguellas muestras que se encuentres contaminadas con esporas ya que puede dar

lugar a la biosintesis total de micotoxinas.

Para los resultados de transgénicos, el gen 35s es positivo para 22.2% de las
muestras y el gen tnos para 55.56%, y los dos genes se encuentran en una misma
muestra en un 16.67%. Se esperaria que, en 3 muestras positivas para ambos
genes transgénicos (16.67%), no hubiera contaminacion con ADN de Fusarium
graminearum o por lo menos los valores de ADN para estas muestras fueran
menores comparadas con las muestran que presuntamente son negativas para
transgénicos. Sin embargo, el resultado observado no fue asi. Por otro lado, existe
la posibilidad de que dichos transgénicos no sean aquello que son resistentes a la
toxina Bt, sino aquellos tolerantes al herbicida glufosinato de amonio y glifosato que

son unos de los transgénicos mas comunes.
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7.8 Prueba de inmunoensayo

Se realiz6 un inmunoensayo (figura 37) en aquellas muestras que presentaron un
valor de Ct mas bajo para el caso de pks4 y tri5, y por tanto con mayor cantidad de
ADN de hongo micotoxigénico. Esto con la finalidad de demostrar si a esos valores
de Ct la micotoxina ya esta4 presente o no, y en cantidades detectables. Los

resultados fueron negativos para ambos casos.

A) B)

Figura 37. Resultado de la prueba de inmunoensayo para A)
zearalenona y B) deoxinivalenol. Ambos ensayos resultaron negativos..

La prueba rapida de flujo continuo de zearalenona y deoxinivalenol es un
inmunoensayo enzimatico competitivo para el screening de cereales por la posible
presencia de micotoxinas. Estas pruebas son fluidos a base de oro coloidal. Si la
muestra contiene 2100 ng/g de ZEA, o 21000 ng/g de DON, todos los anticuerpos
seran capturados por el conjugado y no aparecera ninguna linea (resultado

positivo). Con cualquier muestra, debe aparecer una linea en la zona de control.

A pesar del hecho de no haber encontrado la toxina formada en las muestras con
menor Ct, no significa que no exista un peligro por la contaminacion con
micotoxinas, sino al contrario la técnica de PCR tiempo real resulta como un paso
preventivo, ya que dicha técnica logro detectar ADN de Fusarium graminearum, lo
cual representa un peligro a largo plazo si es que no se tiene el debido cuidado con
el trato y almacenamiento de las muestras, y de la misma materia prima para su

elaboracion.
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El hecho de nixtamalizar la tortilla resulta de gran ayuda en la eliminacion de
micotoxinas, como ya lo demostré Abbas et al., (1998), que hallaron reducciones
importantes de DON y ZEA,; el porcentaje de reduccion variaba entre el 58 y el 100
por ciento en el caso de la zearalenona, y entre el 72 y el 82 por ciento en el del
DON, sin embargo, el hecho de nixtamalizar la tortilla no garantiza que esta se
encuentre libre de micotoxinas, es mas bien un paso para reducir mas no para
eliminar. Seria interesante realizar una prueba con esporas del hongo Fusarium
graminearum inoculando intencionalmente maiz con una concentracion conocida,
nixtamalizar y observar si hay alguna pérdida de esporas, esto debido a que puede
ser que el producto final sea resultado de emplear materia prima contaminada con

esporas, pero no necesariamente con la micotoxina.

Por ultimo existe un trabajo realizado por Wall, Hiram (2016), en la que evalta el
riesgo a la exposicion a aflatoxinas y fumonisinas en tortillerias en la ciudad de
Veracruz. Sus resultados muestran que obtuvo una mayor contaminacion por
aflatoxinas en tortillerias que nixtamalizaban in situ, y que de las 120 muestras que
analizo en los afios 2013, 2014 y 2015, s6lo 3 de ellas se encontraban por encima
de lo establecido por la normatividad mexicana (NOM-187-SAA1/SCFI-2002). Sin
embargo, al evaluar la exposicion, es decir el consumo de tortillas por mexicano al
dia encontrdé que hasta un 61.5% de la poblacion podria estar consumiendo una
dosis mayor a la recomendada por el Comité Mixto FAO/OMS de Expertos en
Aditivos Alimentarios (JECFA) por sus siglas en inglés (Joints FAO/WHO Expert
Committee on Food Additives) (2001) para aflatoxinas (1 ng/kg peso corporal al dia).
Con los resultados obtenidos y con la ausencia de legislacién para DON y ZEA en
nuestro pais hacen necesario prestar especial atencion a estos contaminantes en
un producto tan consumido, siendo necesario un estudio en la evaluacién de riesgo
sabiendo que el Codex Alimentarius (2002) ha establecido una ingestion diaria
maxima tolerable provisional (IDMTP) para la zearalenona y sus metabolitos de 0,5

ug/kg de peso corporal al dia y para el deoxinivalenol 1 pg/kg peso corporal al dia.
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8. Conclusiones

Se lograron estandarizar las técnicas de PCR punto final y PCR tiempo real para los
genes tri5 y pks4, los cuales permitiran detectar Fusarium graminearumen muestras
de tortilla de maiz, estableciendo un limite de deteccion y cuantificacion en 0.1 ng

para ambos genes.

Se comprobo la especificad de los cebadores para Fusarium graminearum por
medio de PCR punto final, y gPCR, donde los resultados fueron negativos para

todas las cepas a excepcion de A. nidulansen gPCR.

Para el analisis de datos de gPCR por quimica de SYBR Green se deben de analizar
la curva de amplificacion y la curva de disociacion para poder establecer un

resultado contundente.

La técnica de gPCR es una técnica muy sensible que presenta ventajas frentes a
otras técnicas analiticas, como HPLC, GC-MC, LC-MC y ELISA que se basan en la
deteccidon de la micotoxina final, mientras que la técnica de gPCR se basa en la
deteccidn de un gen involucrado en la biosintesis de las micotoxinas producidas por
Fusarium graminearum. Por tanto, la técnica puede detectar ADN de dicho hongo,
lo cual es de gran ayuda para establecer protocolos de prevencién en la seguridad

alimentaria.

La técnica de gPCR permite la deteccién de OGMs, pero el hecho de contar con la
presencia de OGM en la muestra no necesariamente significa que no habra o habra
poca cantidad de ADN de hongo micotoxigénico ya que existen diferentes tipos de
OGM. Por lo tanto, es necesario un estudio con eventos especificos por ejemplo

para los OGM que son resistentes a hongos y poder establecer una relacion.
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