UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE
MEXICO

FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES
CUAUTITLAN

“IDENTIFICACION Y AUTENTIFICACION DE
ESPECIES DE IMPORTANCIA ALIMENTARIA, POR
MEDIO DE LA AMPLIFICACION DE REGIONES
ESPECIFICAS DEL DNA MITOCONDRIAL,
UTILIZANDO LA REACCION EN CADENA DE LA
POLIMERASA (PCR)”

TESIS

QUE PARA OBTENER EL TiTULO DE:
INGENIERA EN ALIMENTOS

PRESENTA:

NORMA ANGELICA MARTINEZ BECERRA

ASESORES: DR. FRANCISCO MONTIEL SOSA
DRA. PATRICIA MIRANDA CASTRO

CUAUTITLAN IZACALLI, EDO. DE MEX. 2004



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES CUAUTITLAN
UNIDAD DE LA ADMINISTRACION ESCOLAR
DEPARTAMENTO DE EXAMENES PROFESIONALES

ASUNTO: VOTOS APROBATORIOS

DR. JUAN ANTONIO MONTARAZ CRESPO
DIRECTOR DE LA FES CUAUTITLAN
PRESENTE

ATN: Q. Ma. del Carmen Garcia Mijares
Jefe del Departamento de Examenes
Profesionales de la FES Cuautitian
Con base en el art. 28 del Reglamento General de Examenes, nos permitimos - comunicar a
usted que revisamos la TESIS:
Identificacién y autentificacidén de especies de importancia
alimentaria, por medio de 1a amplificacién de regiones especificas

del DNA mitocondrial., utilizando la Reaccién en Cadena de la
Polimerasa (PCR).
que presenta _1a  pasante. Norma Angélica Martinez Becerra
con naero de cuenta:  09611113-2 para obtener el titulo de
Ingeniera en Alimentos

Considerando gue dicho trabajo reune los requisitos necesarios para ser discutido en el
EXAMEN PROFESIONAL correspondiente, otorgamos nuestro VOTO APROBATORIO.

ATENTAMENTE

“POR MI RAZA HABLARA EL ESPIRITU”

Cuautitlan lzcalli, Méx. a 07 de _Septiembre de 2004

PRES!DENTE Dr. José Fra

VOCAL MC. Clara Ines Alvarez Manrique Gpa""‘a)m @r“{j’ﬁ/(

SECRETARIO IA. Marfia Guadalupe Lépez Franco f%/b( Fraccewes 274 Gpe,
£~ i

PRIMER SUPLENTE MC. Marfa Guadalupe Lépez Palacios 7

SEGUNDO SUPLENTE _IA. Victor Manuel Avalos Avila C/UW\%




AGRADECIMIENTOS

... @ mis padres, Emma y Alfonso, por su enorme paciencia. por su incondicional

apoyo tanto moral como econdémico y por haber confiado en mi durante todo el

camino. Gracias por ensefnarme a ser fuerte y siempre luchar por mis ideales, a no

dejarme vencer sino levantarme y seguir adelante pues como me dicen la constancia

es la base el éxito. Sin su amor y su estimulo nunca hubiese llegado hasta aqui.
LOS QUIERO MUCHO

... a mis hermanos, Claudia y Mauricio, quienes han caminado siempre junto a mi y
con quienes he compartido muchas alegrias, siendo siempre mis testigos y
companeros en cada paso de mi vida. A Mauri por su comprension y por alegrarme
siempre que estaba triste o tensa. A Claudia por ser mi amiga, escucharme,
aconsejarme y entenderme cuando mas lo necesite.

... a toda mi familia, por su alegria y su entusiasmo, por ensefiarme que las cosas
solo se consiguen a base de esfuerzo y dedicacion. Gracias a todos los quiero
mucho.

a Roman, por brindarme su amor, confianza y apoyo; por sonreirme y
protegerme. Gracias por escuchar mis problemas y ayudarme a encontrar una
solucion pero sobre todo porque en esos momentos dificiles me alentaste a seqguir
adelante y siempre estuviste ahi.

... a mis asesores el Dr. Montiel y la Dra. Paty, por su paciencia y consejos. Por
indicarme mis errores y por ser una guia en la realizacion de este trabajo.

... a la UNAM, porque ademas de transmitirme sus valiosos conocimientos y el
entusiasmo por aprender, me mostro el valor de trabajar con calidad y la importancia
de mantener una actitud siempre critica y a la vez abierta.

“Por mi raza hablara el espiritu”



iNDICE GENERAL

indice de figuras i
Indice de cuadros i

Abreviaturas iii
Resumen iv
1. Antecedentes 1
2. Obijetivos 15
3. Justificacion 16
4. Importancia del etiquetado 17
4.1 Falsos etiquetados 20
5. Métodos utilizados para la identificacion de especies 22
5.1 Técnicas de Proteinas 22
5.2 Tecnicas de Biologia molecular 26
6. DNA mitocondrial 30
6.1 Caracteristicas 30
6.2 Diferencias entre el DNA mitocondrial (mtDNA) y el DNA
Nuclear (nDNA) 32
6.3 Estructura 33
6.4 Disponibilidad y evaluacion de secuencias de mtDNA, utilizando
programas bioinformaticos 42
7. Reacciéon en Cadena de la Polimerasa (PCR) 46
7.1. Fundamento 46
7.2. Etapasde PCR 47
7.2.1 Desnaturalizacion 47
7.2.2 Hibridacion 49
7.2.3 Elongacion 49
7.3. Condiciones de la reaccion &2
7.4. Requerimientos de la reaccion 23
7.5. Deteccion y analisis de los productos de la reaccion 55
7.6. Ventajas de PCR 56
7.7. Desventajas de PCR 57
7.8. Aplicaciones 57
8. Disefo del primer o cebador 60
8.1. Utilidad del primer o cebador 60
8.2. Caracteristicas del cebador 61
8.3. Calculo de la temperatura de hibridacion (annealing) 62
9. Técnica de analisis de los productos de PCR 64
9.1 Electroforesis 64
9.1.1 Factores gue intervienen en el desarrollo electroforético 65
9.1.2 Caracteristicas generales de la corriente aplicada 66
9.1.3 Revelado 66
10.Técnicas de purificacion de los productos de PCR 68
10.1 Precipitacion con PEG/NaCl 69

10.2 Purificacion con exonucleasa I/SAP (Shrimp Alkaline Phosphatase) 70



INDICE GENERAL

10.3 Purificacion por columna 70
10.4 Purificacion en gel 71
11.Técnicas complementarias que apoyan la autentificacion de especies. T3
11.1 Secuenciacion 73
11.1.1 Método manual de Sanger 74
11.1.2 Metodo automatico de Maxam y Gilbert 78
11.2 Analisis de Polimorfismos en |a longitud de los Fragmentos
de restriccion (RFLP) 82
11.3 Analisis de Polimorfismo del DNA amplificado con Cebadores
arbitrarios (RAPD) 86
11.4 Analisis del Polimorfismo en la conformacion de las Cadenas
Sencillas (SSCP) 92
12.Metodologia experimental 95
13.Alimentos que pueden ser sujeto de adulteracion 96
13.1 Caracteristicas de algunos productos pesqueros y la importancia
de autentificarlos. 101
13.1.1 Lenguado 101
13.1.2 Bacalao 103
13.1.3 Rape 104
13.1.4 Robalo y pez dorado 104
13.1.5 Salmon 105
13.1.6 Atun y Bonito 106
13.1.7 Merluza 107
13.1.8 Caviar 108
13.1.9 Especies carnicas 109
13.1.10 Alimentos modificados genéticamente 110
14. Condiciones de amplificacion de algunas especies alimentarias
analizadas por PCR. 111
14.1 Especies de atun 112
14.2 Especies de trucha 113
14.3 Salmon del Atlantico 114
14.4 Filete de pescado 115
14.5 Especies de pez planos 115
14.6 Diferentes especies pesqueras 116
14.7 Diferentes especies de caviar 17
14.8 Caracoles (Scargots) 118
14.9 Diferentes especies de carne. 119
14.10 Champifiones 121
15. Conclusiones 122
16. Anexos 124
17. Glosario 126

18. Referencias 129



iNDICE DE FIGURAS

Figura1. Conformacion de una célula somatica. 31
Figura 2. Mapa del genoma mitocondrial humano. 34
Figura 3. Forma de numeracion del DNA mitocondrial (mtDNA). 35
Figura 4. Proceso de transcripcion. 37
Figura 5. Inicio de la transcripcion del RNA, 38
Figura 6. Formacion del transcrito primario. 39
Figura 7. Formacion de RNAs maduros. 39
Figura 8. Amplificacion in vitro de la Reaccion en Cadena de la

Polimerasa (PCR) 48
Figura 9. Etapas de la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR). 50
Figura 10. Preparacion del gel de agarosa. 65
Figura 11. Esquema de una radiografia por electroforesis 67
Figura 12. a)Union del primer a la cadena molde b)Molécula ddNTP que

detiene la elongacion. 76
Figura 13. Secuenciacion manual por el método de Sanger. 77
Figura 14. Componentes de la reaccion de secuenciacion automatica. 79
Figura 15. Secuenciacion automatica por el metodo de Maxam y Gilbert 80
Figura 16. Analisis de Polimorfismos en Fragmentos de Restriccion

(RFLP). 84
Figura 17. Andlisis del Polimorfismo del DNA Amplificado con Cebadores

Arbitrarios (RAPD). 88
Figura 18. Lenguado. 102
Figura 19. Bacalao. 103
Figura 20. Rape. 104
Figura 21. Rébalo. 105
Figura 22. Salmon. 106
Figura 23. Atan y Bonito. 107

Figura 24. Merluza. 108



iNDICE DE CUADROS

Cuadro 1.

Cuadro 2.
Cuadro 3.
Cuadro 4.

Cuadro 5.
Cuadro 6.
Cuadro 7.
Cuadro 8.
Cuadro 9.

Cuadro 10.
Cuadro 11.
Cuadro 12.
Cuadro 13.
Cuadro 14.
Cuadro 15.
Cuadro 16.
Cuadro 17.
Cuadro 18.

Comparacion entre los métodos basados en proteinas y los
basados en acidos nucleicos, para la identificacion de especies.
Tecnicas de purificacion.

Metodologia de experimentacion.

Alimentos analizados por la técnica de Reaccion en Cadena
de la Polimerasa (PCR).

Analisis de PCR en especies de atun.

Analisis de PCR-RFLP en Trucha arcoiris.

Analisis de PCR-RFLP en especies de Trucha.

Analisis de PCR-RFLP en Salmén del Atlantico.

Analisis de PCR-RFLP en filete de pescado.

Analisis de PCR-RFLP en especies de pez plano.

Analisis de PCR-RAPD en diferentes especies de pescado.
Analisis de PCR-RFLP en especies de caviar.

Andlisis de PCR en scargots.

Analisis de PCR en carne de bovino.

Analisis de PCR en carne de ovino, porcino, bovino y pollo.
Analisis de PCR en cabra, ganado vacuno, oveja, cerdo, pollo.
Analisis de PCR-RAPD en cerdo, res, cordero, pollo y pavo.
Anélisis de PCR-RFLP en champifiones.

28
68
95

99

112
113
114
114
115
115
116
117
118
119
119
120
120
121



ABREVIATRURAS

ATP
DNAbc
DNAmMt
DNAmc
DNAnN
dNTPs
ddNTPs
FAOQ
HPLC
NADH
oms
ORFS
pb
PCR
RAPD

RFLP

RNA
SsCP

Ta
uv

Adenosin trifosfato

Acido desoxirribonucleico bicaternario

Acido desoxirribonucleico mitocondrial

Acido desoxirribonucleico monocaternario

Acido desoxirribonucleico nuclear

Deoxirribonuclegsidos trifosfatos

Dideoxinucleosidos trifosfatos

Organizacion Mundial para la Agricultura y la Alimentacion
Cromatografia liquida de alta resolucion

Enzima deshidrogenasa

Organizacion Mundial de la Salud

Marcos de lectura

Pares de bases

Reaccion en Cadena de la Polimerasa

Analisis de Polimorfismos del DNA amplificado con Cebadores
Arbitrarios

Analisis de Polimorfismos en la Longitud de Fragmentos de
Restriccion

Acido Ribonucleico

Analisis de Polimorfismos en la Conformacion de las Cadenas
Sencillas

Temperatura de annealing o hibridacion

Luz ultravioleta



RESUMEN

RESUMEN

El presente trabajo tiene por objetivo determinar, a través de un estudio bibliografico
la importancia y las ventajas que presenta el emplear técnicas de Biologia Molecular
que utilizan al DNA, en especial de ia técnica de la Reaccion en Cadena de la
Polimerasa (PCR) para la identificacion y autentificacion de especies de importancia
alimentaria. Esta estrategia permite reconocer posibles adulteraciones en diferentes

productos lo cual es una problematica en México y en muchos otros paises.

Para esto se recopild informacion bibliografica en relacion a estas estrategias
haciendo enfasis en especies de pescado. En este trabajo se muestran las ventajas
que tiene el utilizar al DNA y a la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR),
sobre la utilizacion de técnicas que emplean a proteinas como son: la electroforesis,
cromatografia, pruebas inmunologicas, etc. A este respecto una de estas ventajas es
la mayor estabilidad térmica y a la disponibilidad que tiene el DNA. De la misma
forma se muestra que la mayor parte de estos trabajos de autentificacion han
preferido utilizar al DNA mitocondrial entre otras razones: por el conocimiento en
detalle de su organizacion, la cdisponibilidad de secuencias de nuclebtidos de las
principales especies de importancia alimentaria, la mayor tasa de mutacion con
respecto al DNA nuclear, etc. Asimismo se presentan técnicas complementarias a la
PCR que permiten profundizar en estos estudios. Entre estas técnicas se encuentran
los Analisis de Polimorfismos en la Longitud de los Fragmentos de Restriccion
(RFLP), los Analisis de Polimorfismos de DNA Amplificado con Cebadores Aleatorios
(RAPD), Analisis de Polimorfismos en la Conformacion de las Cadenas Sencillas
(SSCP) y finalmente la Secuenciacion de DNA que es una de las estrategias mas

utilizada actualmente.

Alternativamente, se sugieren algunas especies pesqueras que pueden ser sujeto de
adulteracion, debido a la gran demanda que se tiene del producto, lo que podria

favorecer posibles adulteraciones con especies de menor costo.
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Finalmente se presentan algunos estudios de identificacion y autentificacion
realizadas en diferentes especies. Esta informacion se ordena y se presenta
mostrando aspectos esenciales del disefio experimental como son: secuencias de
los primers especificos y region del DNA mitocondrial ampliificada, programa de
amplificacion, lo que permitira a los interesados en estos trabajos una facil y

accesible informacion.
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1. ANTECEDENTES

Varios méetodos han sido disefiados para la identificacion de especies (animales,
vegetales) en alimentos crudos o productos procesados para proteger a los
consumidores de fraudes y adulteraciones. Hoy en dia existen muchos métodos
para la determinacion de estas especies, las cuales se pueden dividir en dos
grandes grupos: aquellos basados en el analisis de proteinas y los basados en el
DNA. Dentro de los métodos de analisis de proteinas se encuentran las técnicas
electroforéticas, de cromatografia y técnicas inmunoldgicas %% 7® # Por otro lado,
uno de los métodos basados en el DNA es la Reaccion en Cadena de la
Polimerasa (PCR)'* 4 # Estos métodos pueden ser usados para la identificacion
de especies carnicas, pescado, alimentos modificados genéticamente o cualquier
tipo de alimento. Las técnicas basadas en el analisis de proteinas han sido muy
utilizadas pero pueden ser inexactas debido a que las proteinas se desnaturalizan
por el proceso térmico **. Mientras que las técnicas basadas en el DNA tienen la
ventaja de que el acido nucleico es, hasta cierto punto, estable al calor,
permitiendo facilmente el analisis de productos procesados, ademas de que el
tamano de muestra necesaria que se requiere para emplear esta técnica es muy
pequefa y puede ser extraida de cualquier lugar, como por ejemplo, sangre,
tejido, etc., puesto que no importa su origen Yy por lo tanto son técnicas muy
usadas hoy en dia %494 115,117,

Antes de la década de los 70, pocos apostaban por la biotecnologia del DNA. Sin
embargo, entre 1971 y 1972 Lobban, Jackson y otros colaboradores describieron
métodos basados en el DNA. Poco después en 1973 Boyer, Cohen y otros
colaboradores, llevaron a cabo los primeros experimentos de clonacion molecular.
Estos experimentos consistieron en la insercion de fragmentos de DNA en
plasmidos (vectores o vehiculos), generando asi moléculas de DNA recombinante.
Dichas construcciones (huéspedes) eran transferidas a bacterias hospedadoras,
donde se podian replicar. A partir de estas descripciones, los logros en este
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campo fueron tan grandes que se establecio un nuevo paradigma en las ciencias

de la vida 1%,

En los ultimos afios se han desarrollado nuevas y diversas metodologias para
identificar a organismos celulares (animales, plantas y microorganismos), asi
como a entidades acelulares (virus, viroides y priones). Estas tecnologias se
basan en la identificacion de las diferencias existentes en determinadas
biomoléculas (proteinas o acidos nucleicos) y son conocidas genéricamente bajo
la denominacién de “Huella Digital”, "Huella Genética","Tipaje", "Genotipaje”,
"Mapa Genético o Peptidico” (Fingerprinting), y recientemente también han

Y97 Los

recibido el nombre de "Marcadores Moleculares” (Molecular Markers
“marcadores moleculares” tienen diversas e importantes aplicaciones, como por
ejemplo para el control de calidad y la verificacion de la denominacion de origen, o
cuando se desee detectar un posible fraude en algun producto alimenticio.
Asimismo, cuando se pretenda asociar caracteristicas de interés a marcadores
moleculares para su uso en mejora geneética. En definitiva, estas técnicas se
podran emplear siempre que se trate de identificar material biologico o restos del

mismo, bien por su interés directo o por sus implicaciones '*°.

Aunque el progreso en las diferentes ciencias parece ser lento y su evolucion
resulta ser de "paso a paso”, en el caso de la Biologia Molecular ha sucedido lo
contrario. Dicha disciplina ha sido afortunada con grandes cambios en un tiempo
relativamente corto. Uno de estos, produjo un gran numero de descubrimientos,
entre ellos: la identificacion de enzimas de restriccion, el desarrollo de vectores de
clonacion y la introduccion de técnicas nuevas. Un segundo salto tecnologico
ocurrié en 1985, con la introduccion de la herramienta con mayor aplicacion en el
laboratorio: la Reaccion en Cadena de la Polimerasa, mejor conocida por sus
siglas en ingles PCR (Polymerase Chain Reaction) que fue inventada y
desarrollada por el quimico Kary B. Mullis quien gané por sus trabajos el premio

Nébel de quimica en 1993 7.
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La técnica de PCR se basa en amplificar enzimaticamente una secuencia
especifica de DNA de las especies en estudio usando patrones especificos o
cebadores (primers). Las aplicaciones diagnosticas de esta técnica se realizan en
campos tan diversos como el de las enfermedades infecciosas (SIDA, Virus del
Papiloma Humano, Hepatitis C, Tuberculosis. Clamidia, Herpes, Malaria. etc.), en
el estudio de enfermedades genéticas (enfermedad de Duchenne, fibrosis quistica,
efc.), oncologia (oncogenes), en medicina legal identificando paternidad o
culpabilidad en liquidos biologicos, y actualmente se utiliza ampliamente en el area
de alimentos para la autentificacion e identificacion de especies que han sido
adicionadas a los productos con fines de lucro o de ahorro en los costos de
produccion. Como se puede apreciar, las aplicaciones de esta novedosa técnica
parecen no tener limites pues en esencia, el proceso permite a los cientificos
encontrar una aguja en un pajar creando un pajar lleno de agujas % '*°.

Los grandes avances en las técnicas de Biologia Molecular acontecidos en las
dos ultimas decadas, han permitido el analisis directo de la secuencia de
nucledtidos del acido desoxirribonucleico (DNA) de diferentes organismos. El
estudio directo del DNA ha dado lugar al desarrollo de un buen numero de
técnicas genéticas para la identificacion de especies, tanto de pescado, como

plantas y animales 3.

El analisis de polimorfismos de fragmentos de restriccion (RFLP) del DNA
mitocondrial (mtDNA) fue la primera técnica genética que se empleo en la
identificacion de especies, sin embargo, ha sido la amplificacion de fragmentos
especificos de DNA gracias a la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR), la
base para la expansion de nuevas técnicas genéticas, mas rapidas y eficaces, que
son las que verdaderamente han permitido la identificacién de un gran numero de
especies. Dentro de ellas se encuentran: secuenciacién de fragmentos de DNA
amplificados por PCR (PCR- secuenciacion), analisis de polimorfismos de
fragmentos de restriccion de DNA amplificados por PCR (PCR-RFLP), analisis
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amplificado con cebadotes arbitrarios (PCR-RAPD) y el analisis del polimorfismo
en la conformacion de cadenas sencillas de DNA amplificadas por PCR (PCR-
sSscpP) 3.

Anteriormente la autentificacion de alimentos involucraba la deteccion de especies
por medio de proteinas especificas, pero se tenian algunos problemas, ya que
como en la mayoria se detectaba proteinas en plasma, era un problema pues la
carne puede ser adulterada con sangre de ofras especies y por lo tanto dar
resultados falsos. Es por tal motivo que este trabajo se centra en el estudio del
analisis de Acidos Nucleicos en especial el DNA mitocondrial (mtDNA) ya que ha
sido muy usado para estudios filogenéticos relacionados entre especies, debido a
que es una biomolécula presente en todas y cada una de las células
constituyentes de los organismos, la cual revela la informacion de los genes y es
diferente para cada una de las especies existentes, ademas de su alto indice de
mutacion, lo que facilita encontrar diferencias en la secuencia de especies muy
similares. Asi mismo, la diferenciacién de secuencias de DNA mitocondrial resulta
mas facil a nivel de especie y subespecie '78390.33,

Estas técnicas son muy importantes debido a que la produccién de alimentos y su
comercializacion constituyen una empresa sumamente competitiva, aunque
siempre existe el incentivo de aumentar las utilidades con sustitutos de menor
calidad o de agregar grandes cantidades de ingredientes mas baratos tales como
agua, cereales, grasas o especies de menor costo, esto crea la necesidad de un
programa de control continuo, usando métodos no morfolégicos de identificacion
para evitar la sustitucion de especies y contribuir a la calidad de estos productos
desde un punto de vista higiénico sanitaria 7® %

En el caso de productos carnicos es muy comdn que se de una adulteracion de
especies debido a los grandes beneficios que se logran con ello, dando como

resultado productos menos costosos y de baja calidad ya que pueden ser
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adicionadas carnes de menor valor sustituyendo a carnes mucho mas
demandadas y especies de altos precios. Es por ello que en caso de que sea
necesario establecer la identidad de forma inequivoca para comprobar, por
ejemplo lo que se declara en |a etiqueta del producto o lo que se especifica en un
contrato comercial, resulta imprescindible disponer de un medio fiable de

identificacion que no sea simplemente un criterio sensorial '+ %,

Para prevenir a los consumidores de posibles fraudes es necesario el estudio
cualitativo asi como cuantitativo ya que tradicionalmente, la diferenciacién de
especies animales se ha realizado atendiendo a diferentes caracteristicas
morfologicas y organolepticas que diferencian a los individuos de cada especie
aunque esto no siempre es posible, como en el caso del pescado que se somete
después de su captura a operaciones de evisceracion, fileteado, picado, etc.,
antes de su venta al consumidor o a las industrias de transformacion. Estas
operaciones provocan las pérdidas de las caracteristicas morfolégicas externas
que hacen dificil su identificacion, y por tanto dificulta su correcta valoracion

comercial > 8,

Ademas de la posible pérdida econémica, la identificacion correcta de especies es
importante para el consumidor por razones como: requerimientos médicos de
individuos que pueden tener aiergias especificas a los alimentos o restricciones
dietéticas por religion *® 3,

La identificacion de las especies que componen los alimentos es un asunto de vital
importancia para el control de la calidad en la industria agroalimentaria ya que la
sustitucion de unas especies por otras de menor valor econémico, durante la
fabricacion de cualquier tipo de producto, supone un fraude para el consumidor asi
como para las empresas distribuidoras y por lo tanto se requieren de técnicas

115

precisas que identifiquen este tipo de falsificacién ". Igualmente, el consumidor

quiere comprar un producto con caracteristicas especificas que le satisfagan.
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Necesita un sistema en el cual confiar para identificar el producto con las
caracteristicas especificas que quiere comprar. Durante algun tiempo la legislacion
alimentaria siguio una linea restrictiva en cuanto a la utilizaciéon de rellenos en la
industria alimentaria, debido a la tendencia de algunos productores a introducir
especies de manera fraudulenta, como adulterantes no declarados en la etiqueta.
La correcta declaracion de los ingredientes, es importante no solo desde el punto
de vista de identidad legal del producto, sino para la proteccion de la salud de los
consumidores, una parte de los cuales padece alergias a diversos alimentos,

incluidos algunos que se emplean como ingredientes de los productos carnicos '%.

El principal problema para el desarrollo y aplicacion de las técnicas de
identificacion de variedades alimenticias, es el gran numero de especies diferentes
que se comercializan en todo el mundo, asi como la gran cantidad de productos
en que éstas se transforman. Esto dificulta en gran medida la identificacién por
medio de una sola técnica que sea valida en todos los casos *2.

Es por ello que el disefio de métodos de analisis eficaces, rapidos y de bajo costo
que permitan la identificacion de especies cuando se carecen de base anatdmica,
tienen gran importancia para garantizar el correcto etiquetado de los productos
expuestos a la venta y asi ofrecer a las empresas de transformaciéon y a los
consumidores, una mayor proteccion "4 82,

Por otro lado, debido a que las empresas del sector alimentario requieren
herramientas analiticas avanzadas que permitan verificar con la maxima fiabilidad,
especificidad y pureza de los productos que comercializan, las técnicas de
Biologia Molecular, en especial la técnica de PCR, facilitan valoraciones rutinarias
de control ya que la deteccion de especies alimenticias merece especial atencién
debido a la reciente crisis en el sector alimentario, pues los consumidores
demandan gran proteccion de etiquetados falsos en los productos alimentarios por

razones economicas, religiosas y de salud. De esta manera, la prevencion de
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practicas fraudulentas, hoy dia, constituye una parte importante del control
7,36,76

regulatorio de alimentos
El pescado es un alimento muy importante en la dieta humana y por tanto existen
enormes industrias para proveer una enorme variedad de productos de consumo
en los cuales el pescado es el mayor componente. Estas ofertas alcanzan desde
pescados grandes y pequefios, como filetes, pescado enlatado en multiples
formas, productos secados y curados, aceite y extracto de pescado, pescado
congelado, harina de pescado, etc. La lista es enorme, y la variedad de especies
empleadas dentro de un solo producto son amplias y variadas. Cada variacion y
combinacién presenta una enorme mezcla de posibilidades, oportunidades y
problemas y por lo tanto se requieren de técnicas especificas de analisis para la

identificacion de especies filogenéticamente similares .

Desde hace mas de 80 afios, los tecndlogos y cientificos se han esforzado para
proponer algunas normas generales de observacion y experimentacion para el
control de pescado y productos pesqueros y predecir sus propiedades bajo una
gran variedad de circunstancias. Hace algunas décadas, la mayoria de las
ciudades europeas consumian productos maritimos provenientes casi
exclusivamente de sus propias flotas de peces de las aguas cercanas. Este factor
restringia el consumo de pescados en un numero limitado de especies, todas
estas eran muy conocidas por el factor involucrado en la captura y distribucién de
los productos maritimos, desde el pescador hasta el consumidor. La mayoria de
los embargues consistian en un nimero importante de todos los especimenes,
aun no eviscerados, de una o varias especies que eran facil de reconocer debido a
la presencia de todas sus caracteristicas morfoldgicas. La globalizacién debido al
incremento y desarrollo de las comunicaciones mundiales aéreas, maritimas y
terrestres, conduce a un aumento en el numero de especies de pescado, en fresco

o procesado, estando presente en el mercado Bt
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Por ejemplo, la merluza Europea (Merluccius merliccius) es una especie del sur de
Europa altamente apreciada y costosa, que pertenece a la familia de las
Gadiformes. Hace pocos afios, casi todas las merluzas consumidas en Europa
provenian de aguas cercanas y la mayoria correspondia a las especies de
Merliccius merluccius. Hoy en dia, los mercados europeos son abastecidos con
merluza fresca y congelada provenientes de otras ciudades como Argentina y
Chile (M.hubsi y M.gayi) o del sur de Africa (M.capensis y M.productos) y con otros
productos etiquetados como merluza, tales como dedos o filetes de pescado, los
cuales han sido producidos usando especies mucho mas baratas (Mucruronus

spp) °.

Este consumo se extendié a nuevas especies que han sido acompafadas con un
continuo incremento en la pesca. Datos de la FAO (2000) indican que la captura
global de pescado en 1998 fue de cerca de 9 millones de toneladas por afo, y que
la captura total tuvo un incremento del 5% de 1950 a 1990, aumentando también
el nimero de especies de alto valor comercial. El consumo de pescado ha seguido
el mismo camino, pues ha incrementado de 40 millones de toneladas en 1970 a 86
millones de toneladas, con un incremento del 31% en el consumo entre 1997 a
2003. Al mismo tiempo, ha disminuido la captura de especies mas apreciadas,
como el bacalao, lenguado o la merluza europea, debido principalmente a la
sobreexplotacion de recursos y por lo tanto estan siendo reemplazados por

especies alternativas '%.

Evidentemente, el precio de cada especie o producto derivado esta en funcién de
variables como la calidad intrinseca, aceptacién del consumidor o demanda (es
variable de una ciudad a otra), recursos abundantes o escasos, etc. En muchos
casos, los consumidores deberian ser informados acerca de los productos que van
a comprar. Esto también concierne a la industria de pescado debido a que todos
los dias se procesa material (con precios variables dependiendo de la calidad y

especies) y que la industria sea la responsable del etiquetado de los productos
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maritimos, ya que el consumidor necesita conocer la especie utilizada en el

proceso de elaboracion ©.

Durante la Gltima década, la Union Europea ha estado emitiendo normativa para el
etiquetado de alimentos, incluyendo el pescado y productos pesqueros,
demandando la informacion que deberian incluir en la etiqgueta. Para el control de
estas regulaciones, la administracion deberia tener las herramientas adecuadas
para verificar, entre otros requisitos, la autenticidad de las especies indicadas en la
etiqueta. Y por otro lado en México no existe aun una regulacion que verifique y

normalice estas practicas .

La identificacion de una especie de pescado en particular o el reconocimiento de
sus caracteristicas morfologicas como piel, forma, tamafo del cuerpo, forma vy
numero de aletas, ojos y organos internos aun cuando todas las caracteristicas
morfologicas sean intactas, y se utilice especies relacionadas, la identificacion de
las especies es mas dificli y solamente un taxénomo puede realizarlo
correctamente. Cuando estas caracteristicas son removidas, por ejemplo, cuando
el pescado es procesado (deshuesado, eviscerado, despellejado, fileteado, etc.) o
drasticamente transformado (ahumado, cocinado o enlatado) la identificacion de
especies es muy dificil o casi imposible. Debido a ello es que se necesitan

métodos alternativos para la identificacion de especies ®.

Como ejemplos de especies que se reportan que han sido adulteradas se
encuentra el bacalao del Atlantico (Gadus morhua) es principalmente
capturado y por lo tanto ha sido drasticamente agotado. El nimero de productos
en el mercado etiquetados como bacalao, lejos de disminuir esta aumentando. Por
ejemplo, especies de gadoid estan siendo usadas para la preparacion de
productos etiquetados como bacalao. Los Pleuronectiformes o los pescados
planos son de una clase con un alto numero de especies. El lenguado (Solea

solea), rodaballo (Seophthalmus maximus), o platija Europea (Pleuronectes
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plateas) son especies muy apreciadas y conccidas en Europa y por lo tanto
pueden ser encontradas en el mercado productos etiquetados con estas especies
conteniendo otras mas baratas que pertenecen a la misma familia. Las especies
de atun son pescados con gran demanda en el mercado alrededor del mundo. El
valor comercial de este grupo de especies es muy alto y en muchas partes del
mundo estas especies son apreciadas y valoradas en forma distinta. Europa ha
regulado el asunto concerniente al etiquetado de albacore (Thunnus alalunga) y el
atun de aleta amarilla (T. albacares), ademas estas especies pueden ser
sustituidas por especies de atun mas barato como el bigeye (T.obesus) o skipjack
(Katsuwonus pelamis). Finalmente, las especies protegidas, como los esturiones o
ballenas, pueden ser encontradas en el mercado de alimentos de manera ilegal y
la prueba de su utilizacion es dificil de mostrar si se carecen de caracteristicas
morfoldgicas & °.

Los productos de pescado como alimento derivan de materias primas muy
distintas. A diferencia de los productos carnicos que se obtienen de una sola
especie, en la pesca existe una enorme variedad de especies que se capturan y
comercializan como alimento. A modo ilustrativo, las estadisticas anuales de la
FAQ sobre capturas y desembarques agrupan especies similares, en lugar de

enumerar a todas las especies, y aun asi, hay 1080 categorias distintas '%.

No solo hay muchas variedades disponibles de materia prima para el sector
pesquero post-captura, sino que también existe una gran cantidad de mercados y
diferentes tipos de productos comercializados. Por ejemplo, el pescado se vende
fresco, refrigerado, congelado, tratado térmicamente, fermentado, secado,
ahumado, salado, marinado, cocido, frito, congelado, desmenuzado, deshidratado
y de forma en que se puedan combinar varios de estos procesos. Para cada uno
de estos tipos de transformaciones, se puede preparar y embalar el pescado de

muchas maneras distintas, dependiendo del lugar y de la demanda "%.
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Existen razones ecologicas, sociales y economicas por las cuales es muy
importante asegurar que el pescado, una vez capturado, llegue al consumidor por
medios eficientes, y que la venta final se realice a entera satisfaccion del
consumidor y del vendedor, quien representa en ese momento a los intereses de
todos los demas involucrados en la industria pesquera.

Otra de las razones por las cuales es necesario obtener pescado para el
consumidor con el minimo de pérdidas y con la optima eficiencia, tienen que ver
con su caracter de valiosa fuente de nutrientes para muchas personas en el
mundo. La razén esencial de las actividades pesqueras y de cria es la contribucion
al suministro de alimentos como fuente importante de proteinas. Frecuentemente,
el pescado no es considerado importante en términos de seguridad alimentaria
nacional, pues contribuye poco en términos de calorias aportadas a la dieta. En el
ambito individual y doméstico, el pescado puede ser muy importante desde el
punto de vista nutricional, puesto que es una fuente de proteina de facil digestion y
de alta calidad, con un contenido de aminoacidos esenciales, particularmente de
lisina, que no es facilmente obtenible de otras fuentes en concentraciones tan
altas. A su vez, los lipidos que contiene el pescado tienen un alto porcentaje de
acidos grasos insaturados, particularmente de acidos omega 3. Estos acidos
tienen efectos benéficos para la salud al prevenir enfermedades cardiovasculares,
contribuir al funcionamiento cerebral y el desarrollo fetal e infantil '%.

La responsabilidad practica e inmediata de garantizar que el pescado sea no
adulterado, reside en los productores de dicho pescado, que abarca desde el
pescador al minorista, pasando por el procesador, los comerciantes, distribuidores
y transportistas. El Estado, sin embargo, tiene el deber de cuidar a la poblacion.
Este cuidado estara mejor respaldado por una legislacién que obligue a que los
productores pesqueros cuenten con un programa funcional y efectivo de garantizar
la calidad/inocuidad; que tenga un personal capacitado desarrollando ese

programa, y que estén procesando el alimento en condiciones higiénicas '%.
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Los productos alimenticios en fresco o procesado, deberan ser protegidos de
falsos etiquetados que pueden tener alimentos desconocidos, 0 especies menos
deseables. Ya que personas susceptibles pueden sufrir de alergias causadas por
ingredientes desconocidos 34. Es por ello que existe la necesidad de identificarlos
por medio de técnicas especificas y de gran resolucion como lo es la técnica de
PCR utilizando el DNA mitocondrial debido a su gran estabilidad a los procesos
térmicos y sin importar su procedencia > ™.

En la actualidad, han sido analizadas muchas secuencias de DNA genomico o
mitocondrial (generalmente el citocromo b) de varios animales como pescado,
especies de caza, varios animales domeésticos ademas de plantas y organismos
genéticamente modificados (OMG) **. Principalmente la aplicacién de PCR en la
identificacion de pescado ha aumentado, debido a la gran variedad de especies
que han sido secuenciadas y analizadas por varios autores y por lo tanto hay

mayor informacién *°.

La técnica de PCR también se ha empleado para prevenir el fraude y el falso
etiquetado de los productos pesqueros y asi poder identificar y cuantificar las
especies de pescado presentes en alimentos procesados, pues hasta ahora, no
habia sido posible cuantificar de manera fiable estos constituyentes en alimentos,
debido al gran deterioro de sus componentes provocadas por las condiciones del
proceso al que son sometidos, y a la extensa variedad de especies pesqueras que

se comercializan actualmente.

El alto grado de variabilidad genética que se puede analizar con la técnica de
RFLP (Analisis de Polimorfismos en la longitud de los Fragmentos de Restriccion)
ha determinado su aplicacion directa al estudio de poblaciones utilizando
fundamentalmente el mtDNA. De este modo, se ha estudiado la variabilidad
genética en poblaciones de viera (Pecten maximus)’' cangrejo (Austropotamobitus
pallipes), platija (Platichthys flesus, Platichthys stellatus) y distintos saimonidos
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(Salmo salar, Salmo trutta, Oncorhynchus mykiss, Oncorhynchus kisutch,

Salvelinus fortinalis), entre otras especies de pescado.

Por medio de la técnica de PCR se han identificado especies de pescado como
salmén (Salmo salar) y trucha (Salmo trutta) amplificando un gen, el que codifica
la subunidad 5S del rRNA, cuyo tamano es especifico para cada especie.
Utilizando este mismo gen se han identificado dos especies de peces planos como

el lenguado (Solea solea) y el fletan negro (Reinhardtius hippoglossoides) B

Utilizando la técnica de PCR- secuenciacion se han identificado distintas especies
de tunidos (Thunnus alalunga, Sarda sarda, Thunnus obesus, Thunnus albacares,
Katsuwonus pelamos y Thunnus thynus), bonito (Enthynnus affinis) y caballa

(Auxis thazard) *'.

En el caso de estudios de poblacion dentro de una especie, la técnica de PCR-
RFLP se ha aplicado a zonas que presentan gran variabilidad genética, como la
region control. De este modo, se ha estudiado la variabilidad genética de
poblaciones de salmon (Oncorhynchus tschawytscha), gallineta (Sebastes
flavidus), mejillon (Mytilus trossulus y Mytilus galloprovincialis), atin blanco
(Thunnus alalunga) trucha (Salmo trutta), distintas especies de carpa
(Hypophthalmichthys molitrix, Aristichthys nobilis, etc) y pez espada (Xiphias
gladius) entre otras especies de pescado. También se han identificado cuatro
especies de peces planos, lenguado (Solea solea), solla (Pleuronectes plateas),
platija (Platichthys flesus) y fletan negro (Reinhardtius hippoglossoides). Para ello
seleccionaron dos fragmentos del gen del citocromo b, de 358 pb y 201 pb
respectivamente. Con el empleo de la técnica de SSCP (Analisis de Polimorfismos
en la Conformacion de Cadenas Sencillas) se han identificado 4 especies de
peces planos (Solea solea, Pleuronectes plateas, Platichthys flesus y Reinhardtius
hippoglossoides). Para ello utilizaron un fragmento de 201 pb del gen del

citocromo b. La técnica de RAPD (Analisis de Polimorfismos del DNA amplificado
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con Cebadores Arbitrarios) se ha utilizado con éxito en numerosos trabajos de
identificacion de especies de pescado, como por ejemplo la identificacion de tres
especies de tilapia del géenero Orcochromis (O. aureus, O. mossambicus y O.
niloticus) y cuatro subespecies de O. niloticus (O. n. sadcani, O. n. barigoensis, O.
n. niloticus y O. n. baobab) "> %1€,

Por estas razones, los analisis basados en los acidos nucleicos son hoy en dia
una de las técnicas mejor empleadas para la identificacion de especies en
alimentos procesados y sin procesar, por lo que decidi su estudio. Por lo tanto se
pretende establecer la importancia y las ventajas de realizar un analisis de PCR,
pues es una técnica sensible y fiable para identificar y cuantificar alimentos.
Asimismo, se daran algunos puntos clave que se necesitan tomar en cuenta antes
de realizar un analisis de PCR tanto en productos crudos como procesados. Por
otro lado se mostraran protocolos y procedimientos para la identificacion de
productos alimenticios, en especial pesqueros que podrian ser sujeto de
adulteracion, debido a que éstos no siempre cuentan con buenas practicas de
manufactura o estandares de calidad que certifiquen la adecuada procedencia de
la especie utilizada para su elaboracion. Asimismo, se presentaran alternativas de
como poder detectar alguna posible adulteracion por medio de una técnica
innovadora, rapida y sensible como lo es la técnica de Reaccion en Cadena de la
Polimerasa (PCR), cuando los alimentos en crudo o procesado carecen de

criterios morfologicos usuales tales como forma, tamafio o pigmentacion de la piel
31,93
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2. OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Determinar la importancia que tiene aplicar técnicas de Biologia Molecular que
utilizan DNA, para la identificacion y autentificacién de especies de importancia
alimentaria.

OBJETIVO PARTICULAR 1

Realizar una revision bibliografica de algunos alimentos (en especial pescado) en
crudo o procesado que han sido autentificados por medio de la técnica de
Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) amplificando regiones especificas de
DNA mitocondrial.

OBJETIVO PARTICULAR 2

Presentar la informacion que incluya la metodologia especifica (especie, primers,
region amplificada, etc.) para diferentes tipos de alimentos en fresco o
procesados, enfatizando en especies y variedades de pescado, autentificado por

estas técnicas.
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3. JUSTIFICACION

A pesar de la primordial utilizacion de las técnicas moleculares en la identificacion
y autentificacion de especies de importancia alimentaria en diferentes paises. en
México aun es reducida, lo cual abre una gama de posibilidades de estudio
debido a la gran variedad de especies pesqueras que se comercializan
actualmente, utilizando principalmente el DNA mitocondrial para la amplificacion y

autentificacion.

Por todo lo anterior, en el presente trabajo se pretende presentar la metodologia
molecular que utiliza la amplificacion de regiones especificas de DNA mitocondrial
por medio de la Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR), para la
autentificacion de especies de importancia alimentaria haciendo énfasis en el

analisis para diferentes especies de pescado.

16
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4. IMPORTANCIA DEL ETIQUETADO

Pocos temas relacionados con los alimentos han despertado tanta controversia
como su etiquetado. Si bien todos estan de acuerdo en que los consumidores en
todo el mundo deberian tener informacion exacta acerca del contenido nutritivo de
sus alimentos, asi como su naturaleza. El etiquetado es el tema central de las
negociaciones internacionales en la Comision del Codex Alimentario (codigo
alimentario) y de Ila Organizacion Mundial para la Agricultura y la Alimentacion
(FAQ), la cual dice que los alimentos deben cumplir con diversos requisitos de

calidad para ser considerados inocuos, fiables y nutritivos para la poblacion "

Por adulteracion se debe entender el conjunto de actividades que tienen la
finalidad de encubrir o disimular la naturaleza de un producto, su compaosicién,
caracteristicas comerciales o sanitarias y defectos durante el proceso de
elaboracion. Durante el proceso de elaboracion, es posible incorporar ingredientes
“ajenos” con el proposito de adulterar a los productos alimenticios. Se ha
observado que la adicion intencional de especies extrafias se puede efectuar en
dos momentos diferentes: uno previo a la entrega que hace el productor a la
industria y otro durante el procesado en la industria. En ambos casos se comenten
fraudes y se miente al consumidor, vendiéndole un producto que no cumple con

las especificaciones previamente acordadas y estipuladas en la legislacion vigente
112

Existe cierta superposicion y una posible confusion en cuanto al uso del término

sin adulteracion, que puede aclararse de la siguiente manera.

e Pescado no adulterado. El pescado se adultera por un acto deliberado que
apunta al engario del consumidor en lo que atafie a su valor real, por medio de la
sustitucion con elementos constitutivos inferiores. Esto puede hacerse con

pescado de inferior valor, o con otros materiales alimenticios que se parezcan al
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pescado, pero quizas tengan el mismo valor nutricional. En este contexto, la
adulteracién esta por lo tanto. asociada al fraude deliberado del productor hacia el
consumidor "%

Para evitar estas practicas fraudulentas, los gobiernos promulgan leyes,
reglamentos y normas con el fin de proteger a los alimentos, impedir su
adulteracion y deterioro asi como mantener su valor nutritivo y comercial. En el
caso de México, la Ley General de Salud expresa este proposito a través del
Reglamento de la Ley General de Salud en Materia de Control Sanitario de

Actividades, Establecimientos, Productos y Servicios 2.

La proteccion al consumidor frente al fraude es un aspecto subrayado en el
Codigo, que exhorta a los Estados a establecer y mantener sistemas efectivos
para detectar, impedir o prevenir el fraude comercial. Por su propia naturaleza, el
fraude esta disefiado para engafiar generando lucros indebidos; por lo tanto, es
dificil de detectar. Este fraude puede darse en distintas formas, por ejemplo:

« Identificacion tergiversada o sustitucion de las especies pesqueras
* Pesos y embalajes erroneos

« Embalaje deliberadamente insuficiente

+ Uso excesivo de aditivos (por ejemplo: soya)

* Peso inexacto a nivel minorista

¢ Rotulacion tergiversada en el pais de origen

Si se quiere cometer fraude, se hara, y es responsabilidad del Estado poner en
practica los mecanismos que permitan arrestar al infractor, y que si lo arresta, se
lo procese. La verificacion de pesos y medidas en el acto de la fabricacion y venta
de productos, el analisis de los productos finales para comprobar su composicion
entre el publico y las autoridades que permitan reportar las sospechas, son medios

posibles para impedir el fraude.
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El uso de sistemas para garantizar la calidad en los que participan todos los
empleados de una planta productora, también puede contribuir a dificultar el
fraude, ya que se deberia involucrar a un gran numero de personas en el engario,

en la cooperacion y para encubrir el hecho.

Para que los Estados puedan garantizar la proteccion de los derechos de los
consumidores, es necesario fijar normas minimas de garantia de la calidad y la
inocuidad. El Programa Conjunto de Normas Alimentarias de la FAO/OMS, que
funciona sobre todo por medio de la Comision del Codex Alimentarius, fue fijado
para proteger al consumidor sobre los riesgos para su salud y el fraude, para
asegurar buenas practicas en el comercio de alimentos, y para facilitar la

comercializacion de los mismo a nivel internacional "%,

Es indudable que el control de la calidad alimentaria corresponde al Estado en sus
diferentes niveles. Por su diversidad y extension, el mercado de alimentos resulta
de gran complejidad y requiere un tratamiento sistematico por parte del Estado.
Debe existir plena transparencia en los productos alimenticios que consumimos y
asi el consumidor debe elegir libremente y con conocimiento de causa lo que
consume y ante todo debe hacerse valer el principio de precaucion a la hora de
aventurarse a dar luz verde a productos alimenticios desarrollados mediante una
tecnologia que no ofrece las suficientes garantias de confianza a los
consumidores y a numerosos expertos cientificos. El Estado tiene la obligacion de
velar por la salud publica mediante leyes y normativas adecuadas a estos
principios. Por lo tanto las personas tienen el derecho a estar debidamente
informadas y decidir qué es lo que quieren consumir. El etiquetado permitira a los
consumidores decidir de manera informada qué alimentos consumiran y de qué

modo su poder de compra afectara el mercado, su salud y el medio ambiente "2,
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4.1 Falsos etiquetados

Los consumidores en todo el mundo tienen cada vez mas acceso a nuevos
productos alimenticios e informacion sobre los alimentos. Aunque esto es
generalmente positivo, hay gran preocupacion de que los consumidores puedan
ser engafados por las etiquetas alimentarias. Este tema es muy importante para el
Codex debido a los malos etiquetados, que afectan adversamente tanto la salud
del consumidor como el comercio de alimentos. Comunicaciones veraces pero
falsas pueden llevar a los consumidores a hacer inferencias incorrectas. Tanto la
presencia como la ausencia de informacion son relevantes en lo que respecta a un
mal etiquetado. Las comunicaciones fraudulentas con frecuencia involucran
declaraciones, simbolos o imagenes que son literalmente ciertas pero que
conducen a los consumidores a hacer inferencias falsas. La interpretacion de
afirmaciones falsas pudiera ser afectada por factores como la cultura,
conocimiento y educacion, asi como por las caracteristicas de la etiqueta. Una
etiqueta que podria ser equivocada para un grupo o cultura podria no serlo para
otra. Las etiquetas pueden ser irreales porque se ha omitido un hecho material, se
usa lenguaje o simbolos confusos, y los consumidores hacen inferencias
incorrectas a atributos que no se mencionan que son el tema de una afirmacion, o
se usa inapropiadamente una promocion. Se puede prevenir la representacion
engafnosa en la etiqueta alimentaria, por ejemplo, requiriendo informacion
adicional, estableciendo normas o prohibiendo representaciones que se

consideren inherentemente falsas %.

La informacion a la que tenemos acceso a través de los rotulos, es fundamental en
el momento de compra para conocer las caracteristicas particulares de los
alimentos, su forma de preparacion, manipulacién, conservacion, sus propiedades

nutricionales y su contenido.
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En materia de comercio de alimentos, hay un acuerdo de voluntades en el que por

una parte, el oferente, entrega un producto; y el consumidor paga por dicho bien.

Como en todo contrato se derivan derechos y obligaciones y asi el consumidor es

titular de un derecho subjetivo que le permite exigir de la oferente informacion

clara, relevante, veraz y suficiente sobre el producto objeto 2.

De acuerdo a la norma 028-SSA1-1993 los productos alimenticios, deben llevar un
rotulo en su envase, redactado en el idioma donde se consume, en el que
consten:

Denominacion y marca del alimento.
Empresa elaboradora, fraccionadora, distribuidora y/o expendedora, y razén

social de la misma.

Ingredientes segun su peso, de mayor a menor, excepto que se trate de un
alimento con un Unico ingrediente (ejemplo: sal).

Contenido neto.

Fecha de vencimiento. No es obligatoria para algunos alimentos tales como
vinos, vinagres, azucar, frutas y hortalizas frescas, productos de
panaderia y pasteleria que se consuman dentro de las 24 horas de
elaborados, caramelos y pastillas, entre otros.

Modo apropiado de conservacion. Uso y precauciones de su manipulacion
(ejemplo: descongelado de alimentos). En los envases cuyos contenidos
puedan experimentar alteraciones después de abiertos, debe indicarse que
el producto es de consumo inmediato, y cuales son las condiciones en que
el producto debe ser conservado una vez abierto.

Numero del certificado de autorizacion del producto otorgado por autoridad
sanitaria competente y numero de inscripcion de la empresa elaboradora.
Identificacién del lote.

Pais de origen.

Opcionalmente pueden incorporarse: designaciones de calidad e

informacion nutricional aprobada "2,
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5. METODOS UTILIZADOS PARA LA IDENTIFICACION DE ESPECIES

5.1 Técnicas de proteinas

Las proteinas han sido muy usadas como marcadores de especies, no solo para la
identificacién de especies de consumo humano, sino para propositos taxonémicos.
A partir de los resultados obtenidos tras la prueba, se puede comprobar la
autenticidad de las especies cuando se compara con un perfil propio de la

especie, es decir, la prueba se realiza utilizando a la especie auténtica *°.

Los primeros trabajos sobre el desarrollo de técnicas para la identificacion de
especies demostraron que la separacion de proteinas hidrosolubles por
electroforesis en agarosa o almidén podrian ser usadas para este proposito.
Posteriormente, las técnicas de electroforesis fueron mejorando con el desarrollo
del enfoque isoelectrico y la alta resolucion de las proteinas hidrosolubles patron
las cuales permiten la diferenciacion de especies % Las diferentes proteinas
patrén pueden ser obtenidas de las mismas especies y por lo tanto dificulta la
identificacion y algunas veces los factores son complicados como la existencia de
bandas polimérficas relacionadas entre diferentes especies * 7°.

Las técnicas inmunolégicas son procedimientos analiticos basados en la reaccion
especifica entre un antigeno (que es la sustancia que queremos analizar) y su
correspondiente anticuerpo. Esta técnica cuyo desarrollo se inicio en el campo
clinico, se ha empleado en el andlisis de alimentos desde 1980 aproximadamente.
Estos métodos requieren la produccién en un animal de un anticuerpo frente a una
proteina ajena concreta. Cuando esta molécula extrafia (antigeno) se introduce en
el cuerpo del animal, generalmente mediante inyeccion, el animal responde
produciendo anticuerpos como parte de su mecanismo de defensa. Cada
anticuerpo interacciona especificamente con el anticuerpo del animal. Asi,
anticuerpos producidos en contra de una proteina o grupo de proteinas en
particular de una especie de pescado, puede usarse para identificar esa especie
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en un procedimiento estandar de analisis mediante inmuno ensayo. La principal
desventaja de este metodo es su escasa sensibilidad en productos procesados,
puesto que los anticuerpos se producen generalmente frente a soluciones de
proteinas nativas aisladas de carne cruda. Como la estructura nativa se destruye
por el calor, la relacion especifica antigeno-anticuerpo se pierde. Sin embargo de
forma general, los métodos basados en el inmuno ensayo solo son adecuados

para la identificacién de especies en crudo *'.

En lo que se refiere a la identificacion de especies, aunque las técnicas
inmunolégicas han sido ampliamente utilizadas en los productos carnicos, apenas
se han aplicado en la identificacion de especies de pescado. Esto puede deberse
a que la obtencidn de anticuerpos especificos en el caso de los pescados es mas
compleja, debido a la gran variedad de especies comercializadas y a las estrechas

relaciones filogenéticas entre ellas %'

La técnica mas representativa dentro de las inmunoldgicas es la de ELISA
(Enzyme Linked Inmunosorbent Assays) y se caracteriza por el empleo de
marcadores enzimaticos para la deteccion y amplificacion de las reacciones
antigeno-anticuerpo. En estas técnicas uno de los elementos de la reaccion
inmunoclogica (antigeno o anticuerpo) se fija a una fase sdlida, normalmente a una
placa de poliestireno. La interaccion antigeno anticuerpo se detecta mediante la
reaccion colorimétrica producida por la enzima (conjugada al antigeno o al
anticuerpo) al degradar el sustrato correspondiente. La medida de la absorbancia

en los pocillos de la placa, permite cuantificar le reaccion inmunolégica 1
La técnica de ELISA tiene dos variantes, una directa y otra indirecta.

a) Directa: después que el antigeno es captado por el anticuerpo a la placa y
se efectua el lavado para eliminar el material no adherido, se afade un
segundo anticuerpo que reacciona con el complejo anteriormente formado y

que esta marcado con una enzima, a la cual se le adiciona su sustrato,
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después de un segundo lavado, para eliminar el exceso de este segundo
anticuerpo: aqui se observa el cambio de color visualmente o se puede cuantificar
por espectrometria.

b) Indirecta: en ésta, el segundo anticuerpo no es marcado y la deteccion se
efectla por un tercer anticuerpo, que reconoce especificamente un epitope

del segundo .

La cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC, High Performance Liquid
Chromatography) es un procedimiento analitico basado en la separacion de

moléculas, en funcién de su diferente polaridad *.

La identificacion de especies ha sido también realizada usando otros métodos,
como el andlisis de la composicion quimica por espectrofotometria infrarrojo
cercana o mediana (NIR o MIR). El nivel de identificacion es realizado a través de
diferencias en el contenido de grasas, proteinas y agua. Ademas, el problema
comun en la autentificacion de especies de pescado es la diferenciacion de
especies dentro de una familia y familias de pescado que presentan una

composicion casi idéntica ©.

El uso de analisis de lipidos para la identificacién de especies tuvo muy poco
impacto, principalmente porque la composicion de lipidos, principalmente
triglicéridos, dependen mucho de la alimentacion y ademas es bastante
vulnerable. Los perfiles de las proteinas sarcoplasmicas hidrosolubles, después de
la separacion usando cromatografia liquida de alta resolucion HPLC, han sido
usados para la identificacion de especies de pescado crudo. Entre las ventajas de
este método esta la posibilidad de cuantificaciéon de especies, usando diferentes
sistemas de deteccién, como la luz UV. Otras ventajas del método son su
velocidad y la reproducibilidad de perfiles. La desventaja es su limitado uso para

productos frescos o congelados, la necesidad de patrones internos y externos



METODOS UTILIZADOS PARA LA IDENTIFICACION DE ESPECIES

(material de referencia) y los problemas inherentes en la composicion de perfiles

especificos °.

La electroforesis es una técnica analitica que fue introducida por el cientifico sueco
Tiselius en 1930 que se basa en la separacion de moléculas cargadas, como
proteinas o DNA, en un medio acuoso, bajo la influencia de un campo eléctrico
que se aplica entre los electrodos positivo y negativo a temperatura constante. Los
requisitos fundamentales para la separacion por electroforesis son: las moléculas
en estudio deben tener carga neta, positiva o negativa, al pH seleccionado para el

analisis %8,

Aquellas moléculas que tengan una carga mayor, tenderan a moverse mas
rapidamente que aquellas con menor carga neta. En caso de que esta sea igual,
las moléculas menores se desplazaran con mayor rapidez ' 4, El resultado final
es |la separacion de los componentes de una mezcla de acuerdo a sus movilidades
respectivas 2%, Generalmente se utilizan geles de poliacrilamida o de agarosa,
dependiendo del tipo de moléculas que se vayan a separar. La identificacion de
especies se realiza comparando el perfil electroforético obtenido a partir de las
proteinas musculares de las muestras problema, con los patrones de bandas de
nuestra referencia. Normalmente, para comparar los patrones de banda es
necesario analizar las muestras de referencia en el mismo gel que las

desconocidas .

La electroforesis capilar es otra técnica que ha sido usada para la identificacion de
especies, la cual muestra las siguientes ventajas; bajo costo de reactivos, alto
poder de resolucion y eficiencia, requiere de pequefia cantidad de muestra, no
necesita de solventes dafinos, detecta proteinas por espectrofotometria, bajo
tiempo de analisis (10-20 min.), pero también tiene restricciones como el usar

Unicamente carne fresca o congelada °.
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Los método electroforéticos, sin embargo, estan encaminados a la deteccion de
proteinas en su estado natural, por lo que no es apropiado cuando se trata de
productos que han sufrido tratamientos térmicos, como el ahumado o la
esterilizacién, pues tras el tratamiento térmico las proteinas se hallan
desnaturalizadas, ademas de que la expresion de la proteina es dependiente del
tejido, lo que implica que las proteinas no puedan ser detectadas adecuadamente
en procesos a través de los cuales el tejido no esta disponible *'.

5.2 Técnicas de Biologia Molecular

Otro método para la identificacion de especies se basa en el analisis de Acido
Desoxirribonucleico (DNA) con la técnica comUnmente llamada Reaccién en
Cadena de la Polimerasa (PCR), la cual consiste en amplificar determinado
namero de veces el DNA en estudio en unos ciclos de temperatura, en presencia
de los reactivos necesarios para la sintesis del DNA. Uno de los requisitos es
tener unas pequefias secuencias de DNA (cebadores, primers, iniciadores,
oligonucledtidos u oligos) que se unan (hibriden) con el DNA diana, delimitando un
fragmento de tamario discreto. Generalmente se amplifican asi unos 500 pares de
bases (pb), aunque actualmente existen protocolos para amplificar fragmentos de
hasta 50 Kpb o kilobases (Kb) '°.

Las moléculas de DNA pueden ser localizadas en el ndcleo y en la mitocondria de
los organismos eucariontes. Hay segmentos de DNA, llamados genes, los cuales
poseen la informacion requerida para la sintesis de proteinas dentro de la célula.
La cantidad de DNA total en la célula puede variar dependiendo de varias
condiciones biolégicas como la etapa del ciclo celular, tipo de tejido, edad, etc. El
tamaro el genoma nuclear de pescados espinosos es de cerca de 0.3-4 billones
de pares de bases. De las secuencias codificantes y no codifcantes que abarcan

el genoma, soclamente el 1% del genoma total de los mamiferos codifica para
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proteinas esenciales. Este hecho demuestra que es posible encontrar mucho mas
especies o poblaciones usando métodos basados en el DNA que usando métodos
basados en proteinas, debido a que la molécula de DNA es muy estable y de larga
vida. Tiene la caracteristica de ser especifica en cada especie, es decir, muestra
variabilidad en su configuracion inter e intraespecifica, por la simple mutacion en
una sola base. Esta caracteristica es lo que hace al analisis de esta molécula, lo
mas adecuado para la busqueda de autenticidad en los productos de alimentos

procesados 3.

Ademas, la informacién de la secuencia del DNA ha sido amplificada para la
identificacion de especies, especialmente después de los grandes desarrollos en
las técnicas de biologia molecular principalmente por la implementacion de la
Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) ®.

El analisis de la secuencia del producto amplificado puede ser realizado usando
una infinidad de técnicas; probablemente la mayormente usada es la
secuenciacion. Estas secuencias del DNA tanto nuclear como mitocondrial han

sido usadas para la identificacion de especies.

El DNA mitocondrial ha sido mayormente usado como molécula patron para la
identificacion de especies y en particular, se han utilizado diversas partes de los
genes del citocromo b del DNA mitocondrial, dando lugar a una extensa base de
datos que esta disponible por medio de sistemas bioinformaticos para comparar
entre diferentes especies de estas familias *'. La razén de seleccion de los genes
mitocondriales para llevar a cabo este tipo de estudios, es el caracter haploide de

la molécula, que en el pescado tiene un tamario alrededor de 15-20 kb °.

Mas adelante se hablaré con mejor detalle sobre los fundamentos vy
requerimientos en los que se basa la técnica de Reaccion en Cadena de la
Polimerasa (PCR).
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A continuacién se muestra un cuadro comparativo de las ventajas que ofrece el

utilizar la técnica de Reaccion en Cadena de Polimerasa (PCR), en lugar de

emplear los analisis de proteinas para la identificacion y autentificacién de

especies. Dicho cuadro fue elaborado por el autor gracias al analisis bibliografico

realizado, lo que me permitio estructurar de manera concreta y precisa la gran

funcionalidad de esta técnica.

Cuadro 1. Comparacion entre los metodos basados en proteinas y los basados en acidos

nucleicos para identificacion de especies.

METODOS BASADOS EN EL ANALISIS DE PROTEINAS

Ventajas

Rapidez en el analisis de las
muestras. '

Menor costo de los reactivos.
Técnicas mas sencillas de aprender
" Amplia disponibilidad de datos para
muchas especies.

Técnicas en general mas baratas.
Es posible en ocasiones analizar
muestras sometidas a procesados
térmicos bajos.

Desventajas

La conservacion de las muestras ha
de hacerse en buenas condiciones
para obtener resultados
reproducibles.

Se requiere gran cantidad de
muestra.

El analisis de los perfiles obtenidos
es bastante complejo.

Las proteinas varian (en cantidad y
en tipo) dependiendo del tejido que
se examine.

METODOS BASADOS EN ACIDOS NUCLEICOS

Ventajas

Se necesita muy poca cantidad de
muestra (unos 100 mg de tejido)

Se pueden analizar muestras
conservadas en malas condiciones |
durante mucho tiempo. |
Es posible analizar muestras sometidas |

a intensos procesados e incluso J
esterilizadas. ‘
Se pueden detectar mutaciones '
imposibles de detectar mediante analisis

de proteinas.

| Desventajas
|

El analisis es un poco costoso.

Es una técnica relativamente
compleja, que necesita por tanto de
personal mas especializado.
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Ventajas
* EIDNA es el mismo en todos los tipos
celulares de un organismo

Permite la amplificacién y analisis de

fragmentos de DNA seleccionados en

un tiempo relativamente corto (2

horas).*

* El analista puede seleccionar las
diferentes regiones de DNA para
analizar diferentes indices de mutacion
inter e intra especifico dependiendo de
la wvariabilidad sobre el nivel de
resoluciéon requerido (individual,
poblacion, especie, genero, familia,
etc.)*

* EI DNA es mas estable al calor que las

proteinas en los diferentes procesos

industriales.®

Tiene una mayor velocidad de

mutacion, significando mas variabilidad

genética y ademas no contiene intrones
lo que permite diferenciar entre
especies filogenéticamente similares.*®

Fuente: Elaboracion propia con datos de los autores Céspedes 2000, Montiel 2000. Matsunaga
1999,

En conclusion, los métodos basados en la identificacidén de proteinas de la especie
a autentificar presentan una serie de desventajas debidas principalmente a la
naturaleza y estabilidad de éstas. Por otro lado, los anélisis de DNA se muestran
mucho mas confiables para la autentificacién de especies, sin embargo, lo que
hace a la Reaccion en Cadena de Polimerasa el método mas adecuado para la
autentificacion de especies, es debido a que esta puede ser utilizada como

herramienta para una gran cantidad de anélisis.
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6. DNA MITOCONDRIAL

6.1 Caracteristicas

La mitocondria tuvo en el pasado un interés restringido a los estudiosos de la
citologia, la bioquimica metabdlica y la bioenergética. Sin embargo, desde hace
pocos afnos la mitocondria humana se encuentra en un primer plano de las

ciencias biomédicas. Este cambio radical se fundamenta en varios hechos:

1) El conocimiento de un numeroso grupo de enfermedades genéticas
metabolicas, entre las cuales figuran mas de medio centenar debidas a
mutaciones puntuales consistentes en la sustitucion de unas bases por otras,
afectando a distintos genes del genoma mitocondrial. A ello hay que afadir los
varios cientos de mutaciones no puntuales como son reordenaciones genéticas
del tipo de las delecciones o las inserciones de fragmentos de DNA de distinto
tamafio. Este aspecto de la mitocondria humana ha llamado la atencién de los
cientificos interesados en la terapia genica.

2) La utilidad del DNA mitocondrial como un marcador de gran fiabilidad en
antropologia molecular para el estudio de la evolucién humana, los flujos

migratorios, etc.

3) La bioquimica metabdlica ha acrecentado los conocimientos sobre el papel
central de la mitocondria en el metabolismo celular. Al mismo tiempo se han
clarificado definitivamente los aspectos bioenergéeticos de la mitocondria en
relacion con el transporte de electrones, la fosforilacion oxidativa y el necesario

acoplamiento de ambos procesos ''".

Para entender mejor la conformacion y caracteristicas del DNA mitocondrial
(mtDNA) a continuacion se hablara del DNA humano entendiéndose que en

cualquier especie animal su estructura es la misma.
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La célula humana consta de 2 genomas, el nuclear y el mitocondrial. En el nucleo
de la célula se localiza el primero, en donde el DNA se organiza en forma de
cromosomas (46) durante la divisién celular. Y en la mitocondria tenemos el
cromosoma 47, o genoma mitocondrial. Este es un DNA de doble cadena de cerca
de 16.6Kb. Las células somaticas mamiferas contienen miles de copias de DNA
mitocondrial, las cuales son sin embargo del grupo de los centenares de
nucledtidos semipermeables que son dispersados por todos lados de la red

mitocondrial *® 2"

En la siguiente figura podemos observar como en una célula somatica tiene en su

nucleo 46 cromosomas. A este numero (46) se llama numero diploide de la
111

especie humana

UNO DE LOS 46
CROMOSOMAS
HUMANOS

CROMOSOMA
CIRCULAR
CELULA MITOCONDRIAL

Figura 1. Conformacién de una célula somatica

Los cromosomas son moléculas lineales de DNA, y entre todos suman un tamafio
total de 6.000 millones de pares de bases (GC y AT) constituyendo la fraccién del
genoma mayoritaria. De tal forma que el tamafio medio de los cromosomas

31



DNA MITOCONDRIAL

humanos es de unos 130 millones de pares de bases. Por ejemplo el genoma
humano tiene un nimero aproximado de 30.000 a 40.000 genes '"".

El DNA mitocondrial s6lo se hereda de la madre, a partir de las mitocondrias del
ovulo. Como del espermatozoide solo entra al ovulo su cabeza, no aporta
citoplasma alguno al cigoto y, por tanto, no participa en la herencia de esa fraccion
del DNA. En ese DNA mitocondrial (mtDNA) se incluye la informacion necesaria
para la sintesis de las moléculas que necesita la mitocondria para producir energia
"3 Cualquier cambio de él, que se trasmita de generacion en generacion, es solo
el resultado de mutaciones aleatorias. A su vez éstas suceden con mucha
regularidad, a un ritmo de 2 a 4% por millones de afios. De modo que el estudio
del DNA mitocondrial y sus mutaciones se ha convertido para los investigadores

en un verdadero reloj genético "2,

A pesar de tener su propio genoma, la mitocondria no es un ente auténomo dentro
de la célula. Anteriormente se creyd que la mitocondria contenia alrededor de
1000 proteinas pero, en mamiferos, el DNA mitocondrial solamente codifica 13

proteinas, las cuales son todas subunidades de la fosforilacion oxidativa * .

6.2 Diferencias entre el DNA mitocondrial (mtDNA) v el DNA nuclear (nDNA)

Ademas de su menor tamario, niumero de copias y disposicion (el DNA nuclear es
lineal), el mtDNA es un sistema génico que se diferencia del nuclear en algunos

aspectos: .

¢ Se trata de un DNA haploide no recombinante, el mtDNA es exclusivamente de
herencia materna '> 7%,

e Es un DNA muy compacto y de gran eficiencia; no contiene intrones, raramente
aparecen secuencias duplicadas y no hay espacios intergénicos: los genes estan

separados normalmente por menos de 10 pb o incluso se solapan entre si.
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* Tiene una tasa de evolucidon de 5-10 veces mayor que el DNA nuclear (nDNA),
debido a una mayor frecuencia tanto de mutaciones puntuales como de
inserciones y delecciones ™.

» Mayor numero de copias por células
6.3 Estructura

El mtDNA de los animales comprende 13 genes que codifican proteinas, dos
genes que codifican RNAs ribosomicos (rRNA 12S y rRNA 16S), 22 genes gue
codifican RNAs de transferencia (tRNA) vy una region no codificante denominada
region control en los vertebrados, que contiene los sitios de iniciacion para la
replicacion y la trascripcion. Los genes mitocondriales codifican distintas
subunidades de enzimas que intervienen en la cadena transportadora de
electrones: siete subunidades de la NADH deshidrogenasa (NDI, 2, 3, 4, 4L, 5, 6),
el citocromo b, tres subunidades de la citocromo ¢ oxidasa (CO I, II, y lll) y una o

dos subunidades de la ATP sintetasa (ATPasa 6 y en ocasiones también la 8) *°.

Las dos cadenas de DNA mitocondrial se denominan L (ligera) y H (pesada). Su
denominacion responde a las marcadas diferencias existentes en las dos hebras
en el contenido de G + T, lo cual determina un comportamiento diferente de
ambas cadenas en los gradientes de CsCl,. De los 7 genes estructurales que
comprende el mtDNA de los vertebrados, sélo la proteina ND6 y ocho tRNA estan
codificados por la cadena ligera; el resto se codifica en la cadena pesada "',

Otra caracteristica importante de la expresion genética de la mitocondria es el uso
de tan solo 22 especies de tRNA, a diferencia de las 61 utilizadas en el citosol.
Algunos RNAs de transferencia mitocondriales (tRNA) leen 4 tipos de codones.
Las mitocondrias poseen un codigo genético distinto. Cuatro codones poseen
funciones atipicas: AGA y AGG, que normalmente codifican arginina, son codones
de terminacion; AUA codifica metionina en vez de isoleucina; y UGA codifica

triptéfano en vez de ser una sefial de terminacion .
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La zona del DNA circular conocida como D-Loop o lazo D, aloja el origen de
replicacion de la cadena H, el origen de trascripcion de la cadena H, y el origen de

trascripcion de la cadena L, ademas de una secuencia codificadora de RNA 78 .

En la siguiente figura podemos ver el mapa genético del DNA mitocondrial
humano. Observamos que tiene 37 genes, que podemos agrupar por sus

productos BA.

IT, IT|.|-|
HZ 4 D-loop
12rRHA T

16S IRNA
ItTERM

ND5

{CUN)
LiaGy)

SIIU'CII}

c\nm
] con

D con k[ ATPases
ATPase8

col

Figura 2. Mapa del genoma mitocondrial humano (16569pb).
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El circulo externo representa la cadena H, que contiene la mayoria de os genes: el
circulo interno representa la cadena L. La regiéon D-loop esta mostrada como una
estructura de tres cadenas. Los origenes de la replicacion de la cadena H (O4) vy la
cadena L (O) y la direccién de la sintesis de DNA estan indicados por una larga
inclinacion de la trascripcion (ITy, ITw1, 1Tre) v 1a direccion de la sintesis de RNA
esta denotada por una inclinacion cortada de la flecha. El sitio obligatorio para la
terminacion de la trascripcion mitocondrial esta indicado como mtTERM. Los 22
genes de tRNA estan representados por puntos y el codigo de una letra del
aminoacido. Los genes codificados para las dos especies de rRNA (12S y 16S) y
las 13 proteinas codificadas estan representados por partes oscuras. ND, CO vy
ATPasa se refieren a los genes codificados por sus subunidades de NADH:
ubiguinona oxido reductasa, ferrocitocromo c¢: oxigeno oxidorreductasa (citocromo
c oxidasa) y FiFo-ATP sintetasa, respectivamente, mientras que cyt b codifica

apocitocromo b de ubiquinol ferricitocromo ¢ oxidoreductasa °°.

La cadena sobre la que se realiza la numeracion del genoma mitocondrial es la
cadena L. La numeracion se realiza de 1 a 16569 no existiendo, al contrario de lo
que ocurre en los genes nucleares, valores negativos, como se muestra en la

siguiente figura:
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posicion posicién
5826 . 10405

Figura 3. Forma de numeracion del DNA mitocondrial (mtDNA)

Estos genes no se encuentran todos sobre la misma cadena codificadora, sino
que existen genes localizados sobre ambas cadenas (H y L).La mayor parte de los
genes mitocondriales son transcritos utilizando como molde la cadena H. Por lo
tanto el RNA sera el trascrito de la cadena H (cadena molde), mientras que la
cadena codificadora de éstos genes serd la cadena L. Esto lo vemos en la

siguiente figura.
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Figura 4. Proceso de trascripcion
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Cada cadena tiene su propio origen de replicacién y de trascripcion. Cada cadena
se transcribe " en una sola pieza “; es decir, se produce una sola molécula de RNA
al que se denomina trascrito primario de esa cadena, como se muestra a
continuacién 1%

promoior de la transcripciénde la  formacion de la burbuja m
ulluf posiciones 531 - 568 de transcripcién ion de la
- e g
Qy Vo O 4 4 ~O
; bﬁ -~ g e %
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Figura 5. Inicio de la trascripcion de RNA

El promotor de la trascripcién de la cadena H se encuentra entre las posiciones
531 y 568. Este promotor dirige la formacién del complejo de trascripcion que
formara la burbuja donde se sintetiza el RNA denominado trascrito primario de la
cadena H, viéndose de la siguiente manera.
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prosigue la formacién del transcrito primario de la cadena H

i o 1 AN T
y B o i I ~ oy
T oy e 23 { 3,
¢ - 7 '~y oy i}
: oY C -
i 3 o Lo s
b o - - ks
o] el L) - o)
- . L P~ - ;
T ! i.\ 4,‘: (o) &
L o~ =N ”3.‘_, AT
[ o i o ¥ e -
i e T A T O
h b e 2 Macoo- .

Figura 6. Formacion del trascrito primario

El trascrito primario de cada cadena sufre un proceso de corte por accién de
nucleasas (RNAsas) muy especificas, que producen una coleccion de RNAs.
Estos RNAs reciben el nombre de " precursores ", y no son funcionalmente

activos. Para ser funcionales deben sufrir un proceso de maduracién, como lo
muestra la siguiente figura 36 1%,

el transcrito primario es cortado por nucleasas los RNAs precursores se
especificas duranie su formacién convierten en formas maduras
T o .
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"~ RNAs maduros

Figura 7. Formacién de RNAs maduros
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Estos RNAs " precursores " sufrirdn procesos de maduracion consistentes en
transformaciones catalizadas enzimaticamente, y originaran las formas maduras
de los tRNAs, mRNAs, rRNAs y RNA-7s.

Los denominados genes transcritos de la cadena H tienen como cadena
codificadora la cadena L; por ello la secuencia de los RNAs transcritos de la
cadena H tienen la secuencia y direccion que se asigna por convenio al conjunto
del genoma mitocondrial, y las ORFs (marcos de lectura: Open Reading Frames)
tienen esa misma direccion. Es decir, estos genes tienen como cadena
codificadora la cadena L, y como cadena molde la H. Y en el caso de los genes
transcritos de la cadena L tienen como cadena codificadora la cadena H, dandose

un pProceso inverso.

Esto hace que el numero de genes transcritos por la cadena H sea de 12
codificando para proteinas, 2 codificando para RNAs ribosémicos, y 14 codificando
para RNAs de transferencia. Dando como resultado 28 genes. Y los genes
transcritos de la cadena L son de 1 codificando para proteinas, y 8 codificando
para RNAs de transferencia. Ello totaliza 9 genes de los 37 que tiene la

mitocondria humana "%

Es importante hacer notar que el DNA mitocodrial (mtDNA) tiene una tasa de
evolucion mayor que la del DNA nuclear (nDNA). Sin embargo, no todos los genes
mitocondriales acumulan mutaciones con la misma velocidad. La region control es
la zona con mayor tasa de evolucién. Los genes que codifican proteinas
evolucionan mas lentamente que aquellos que codifican tRNA y rRNA. En los
genes que codifican proteinas producen sobre todo sustituciones en la tercera
base de los codones, siendo mucho mas frecuentes las transiciones que las
transverciones. En la mayoria de los casos dan lugar a mutaciones silentes.
Aparecen muy pocas delecciones y adiciones de nucledtidos, que son mas
frecuentes en la regién control y en los genes que codifican tRNA y rRNA. Aunque
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cada gen en particular tiene su propia tasa de evolucion, los genes que codifican
las distintas subunidades de la CO y el citocromo b son los mas conservados,
mientras que los que codifican las distintas subunidades ND y ATPasa son las que
mas varian. La region control, especialmente la zona denominada D-loop, es la
parte del mtDNA con mayor tasa de evolucién. Esta mayor tasa se debe sobre
todo a sustituciones, adiciones y delecciones, siendo la zona responsable de las
variaciones en longitud que presenta el genoma mitocondrial de los distintos
vertebrados ** %2,

Debido a esta mayor tasa de evolucion con respecto al DNA nuclear (nDNA) es
que se han realizado estudios con el DNA mitocondrial (mtDNA) para la
identificacion y autentificacion de especies, lograndose identificar entre especies
filogenéticamente cercanas. Por otro lado las diferencias mas notables entre
ambos cddigos genéticos (MtDNA y nDNA) en los vertebrados, incluyen la
utilizacién del codon TGA como Triptofano (en lugar de codon de terminacion) y el
codon ATA como metionina en lugar de isoleucina. El codigo genético mitocondrial
requiere a su vez la presencia de un menor numero de tRNA. De hecho
normalmente se suelen encontrar solo 22 tipos de tRNA en Ia mitocondria en lugar
de los 24 que serian necesarios. Ello puede deberse a que los codones AGA vy
AGG no se utilicen como arginina sino como codones de terminacion en los
mamiferos y en los anfibios. Es frecuente a su vez que algunos genes
mitocondriales carezcan de un codon de terminacion completo, por ejemplo TAA,

terminando simplemente en Toen TA 2,

El uso del mtDNA en la técnica de PCR para la identificacion de especies ofrece
una serie de ventajas: Primero, los genes del DNA estan presentes en miles de
copias por célula, lo cual mejora la posibilidad de amplificar fragmentos de mtDNA
. segundo, el conocimiento de la organizacion del genoma mitocondrial, ademéas

de la disponibilidad de secuencias reportadas de muchas especies, hacen posible
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la facil disefio de primers especificos de amplificacién, tercero, la gran variabilidad

del mtDNA permite la correcta identificacion de especies en mezcla *®.

6.4 Disponibilidad v su evaluacion de secuencias de DNA mitocondrial en sistemas

bioinformaticos

Un factor importante que hay que tomar en cuenta antes de realizar un analisis por
medio de la técnica de PCR, es saber si la region del DNA de la especie a
amplificar ha sido previamente estudiada y secuenciada o si existen en Ia literatura
estudios en los que se haya trabajado con dicha especie y en la que nos indique
su secuencia o al menos aquellas zonas en las que se van a unir los cebadores
(primers). Esto, en principio podria suponer un obstaculo a la hora amplificar DNAs
desconocidos, pero actualmente se ha conseguido resolver siguiendo distintos
caminos. Por un lado se pueden utilizar las secuencias genicas de diversas
especies conocidas para buscar regiones conservadas sobre las que disefiar
cebadores denominados universales que permitan la amplificacion del mismo gen
en una gran variedad de especies. En otras ocasiones, es posible conocer la
secuencia aminoacidica de la proteina que codifica un determinado gen. En estos
casos se pueden disefar cebadores que amplifiquen dicho gen basandose en el
empleo de codones de la especie que estamos estudiando y en posibles

homologias con genes similares que hayan sido secuenciados en otras especies %
53

Para seleccionar adecuadamente la regién del genoma que se debe amplificar es

preciso tener en cuenta varias premisas *:

e Debe acumular mutaciones con suficiente rapidez para que organismos
estrechamente relacionados tengan diferentes secuencias nucleotidicas, pero con
la suficiente longitud para que la variacion intraespecifica no sea importante.
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+ El tamafio del segmento de DNA ha de ser lo bastante largo para detectar
diferencias en la secuencia entre especies proximas pero suficientemente corto
para poder secuenciarla en un gel estandar de secuenciacion.

* Deberia elegirse un gen que codifique una proteina. De este modo los errores
de amplificacion y/o secuenciacion pueden detectarse traduciendo la secuencia
aminoacidica.

« La existencia de secuencias del gen seleccionado en las bases de datos
correspondientes a otros organismos seria de gran interés, ya que nos permitiria

comparar dichas secuencias con las obtenidas en nuestro estudio B

El andlisis de secuencia obtenidas suelen requerir la utilizacién de programas
informaticos complejos (arboles filogenéticos). Sin embargo la gran importancia
que esta adquiriendo la identificacion de especies ha hecho que se disefien otros
programas informaticos mas especificos, que ya no estén basados en la
construccion de arboles filogenéticos, sino en la elaboracion de matrices de
valoracion de distancias genéticas entre secuencias, como los anteriormente

mencionados .

Por esta razén un factor clave para la expansion de la técnica de PCR ha sido la
creciente disponibilidad de cebadores especificos, posibilitada por los avances en
las técnicas de secuenciacion de acidos nucleicos que han permitido conocer las
secuencias de un numero considerable de genes, y que actualmente estan
disponibles en bases de datos que pueden ser consultados y analizadas con la
ayuda de programas bioinformaticas que permitan investigaciones en diferentes

especies.

La bioinformatica es una aplicacion que facilita el analisis de datos complejos de
las secuencias del genoma para ordenar el analisis de datos. No se restringe
Unicamente a aquellos generados como parte del proyecto genoma, cobija

igualmente estudios en ecologia y pretende brindar una herramienta al bidlogo a

43



DONA MITOCONDRIAL

través de la cual él pueda afrontar la integracion coherente de grandes cantidades
de datos, y permitir la organizacion del conocimiento en si mismo. Hasta el
momento su area de mayor desarrollo ha estado ligada a la informacion
proveniente de los distintos proyectos genoma, es asi como dentro de las areas
que mas apoyo y demanda tienen podemos citar:

1. Bases de datos

2. Software para visualizacién de estructuras moleculares

3. Sistemas de manejo integrado de laboratorios a nivel de industria Farmacéutica.
4. Software para estudios de redes genéticas (Genetic Networks)

5. Desarrollo de nuevos algoritmos para estudios de estructura proteica

El analisis de las secuencias obtenidas suele requerir la utilizacion de programas
informaticos complejos, y gracias a estos programas se puede llevar a cabo la
autentificacion de especies en muestras (siempre que en la base de datos haya
secuencias correspondientes a las especies que se pretende identificar), asi como

se pueden establecer relaciones filogenéticas entre especies.

Cuando se quiera hacer un analisis de PCR primeramente se tienen que
establecer las especies que van a ser determinadas y si su secuencia o parte del
DNA es conocido y disponible ya sea por medios informaticos (articulos) o por
medios biocinformaticos (base de datos). De esta manera se pueden seleccionar
los cebadores que sean especificos de la especie y que por lo tanto no
amplificaran otra especie. Después de que se tiene la secuencia de la especie a
amplificar se puede hacer uso de otro programa bioinformatica para saber si esta
secuencia tiene alguna similitud con ofras especies que provoque una

amplificacion errénea.

Una de las ventajas de emplear programas bioinformaticos radica en la facilidad
con la que se puede obtener informacion acerca del DNA a amplificar y poder
hacer un buen disefio de primers. A continuacion se dan algunos de estos
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programas bioninformaticos que pueden ser empleados previos a un analisis de
PCR.

Algunas de las paginas que pueden ser utilizadas para el analisis de fragmentos
de DNA mitocondrial son:

« www.mitomap.org Este programa es de gran utilidad debido a que por medio
de él se puede saber la disponibilidad de secuencias de la especie gue se
pretenda amplificar, asi como de las caracteristicas de cada una de las regiones.

» www.ebi.ac.uk/fasta33 Fasta es una base de datos que nos ayuda a saber si
los primers que previamente se disefiaron para la especie en estudio tienen
alguna similitud con otras especies y en qué proporcion, facilitandonos de esta
manera un correcto disefio de primers en el cual sdlo nos amplifique la especie de
nuestro interés, o identificar alguna relacion filogenética entre varias especies.

¢ www.ncbi.nim.nih.gov/BLAST Finalmente BLAST es ofro programa
bioinformatico al que se puede recurrir para saber exactamente las diferencias que

existen entre una y otra especie en un analisis de PCR.
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7. REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR)

El método de PCR fue realizado y nombrado por Millus y colegas de la
corporacion CETUR, aunque la principal ha sido descrita y detallada por Khorona
y colegas. El uso de PCR se vio limitado hasta que se dispuso de una enzima
termoestable (enzima DNA polimerasa) la cual lleva a cabo la sintesis de una
cadena complementaria de DNA en la direccion 5'-3" usando una cadena sencilla
como patrén, pero comenzando desde una cadena doble. Esta es la reaccion de
extension de primers y es la base para una variedad de técnicas de autentificacion

y secuenciacion.

La PCR usa el mismo principio, pero emplea dos primers, para cada cadena de la
region del DNA (la complementaria y la opuesta), las cuales han sido
desnaturalizadas por calentamiento. Los primers son arreglados de tal manera que
cada reaccion de extension del primer sintetiza el DNA de la otra direcciéon. De
esta manera el primer “a" sintetizara directamente una cadena de DNA la cual

pude entonces ser cebado por el primer “b" y viceversa 81
7.1 Fundamento

La técnica de PCR es un método /n Vitro de sintesis de acidos nucleicos por el
cual un segmento particular de DNA es especialmente replicado, delimitado por
dos primers o iniciadores que indican el comienzo de las secuencia a replicar, la
cual se somete a repetidos ciclos de desnaturalizacion, alineacion y extension con
la enzima tag polimerasa. Esta enzima es capaz de convertir una molécula de
DNA de cadena doble en dos moléculas idénticas de doble cadena también. Para
ello necesita que el DNA se desnaturalice, oligonucledtidos que actien como

iniciadores vy los nucledtidos precursores %1%,
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Se parte de una sola molécula de DNA. Al elevar la temperatura a unos 92°C, se
produce la separacién (desnaturalizacion) del DNA. Posteriormente se reduce la
temperatura (p.ej., 55°C), de forma que, antes de que el DNA diana pueda
renaturalizar, se produce la hibridacion de los primers que van a delimitar el
fragmento a amplificar. Los primers son secuencias previamente sintetizados (y
por tanto, conocidas) de unas 20 a 30 bases. En el siguiente paso se eleva la
temperatura (p.ej., 70°C), de forma que la enzima DNA polimerasa termoestable
presente en el tubo de reaccion pueda sintetizar las correspondientes cadenas de
DNA a partir de los moldes existentes. Este mismo proceso se repite varias veces

(tipicamente, entre 20 y 40), como se muestra la figura 8'%.

7.2 Etapas de PCR

Como se puede ver en la figura antes mencionada, la Reaccion en Cadena de la

Polimerasa consiste en la repeticion ciclica de tres etapas "%
7.2.1 Desnaturalizacion

La desnaturalizacion se debe tanto a la ruptura de los puentes de hidrogeno entre
pares de bases, como de las nteracciones hidrofobicas entre bases apiladas al
desnaturalizarse, las dos hebras del DNA se separan y pasan a una conformacion
al azar sin que se altere la estructura primaria, pues no hay ruptura de enlaces

covalentes.

Esta etapa se lleva acabo por efecto de agente quimicos desnaturalizantes o por
calentamiento, que es lo mas adecuado para la técnica de PCR, generaimente a
temperaturas mayores de 68°C y menores de 97°C. La temperatura e
desnaturalizacion debe ser superior a la de fusidn (Ta) de la regién de DNA que se

desea amplificar 2.
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DNA patrén
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Figura 8. Amplificacion in Vitro de la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)
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7.2.2 Hibridacion

En esta etapa las hebras sencillas se unen a los oligonucleétidos sintéticos que

serviran para iniciar la reaccion.

Esta etapa también se denomina templado debido a Ia disminucion de temperatura
que permite la reasociacion de hebras sencillas tras la desnaturalizacion térmica;
en inglés annealing. Los oligonucledtidos se unen a una regién especifica y

complementaria del DNA original en direccion 5" - 3.

Esta etapa requiere un enfriamiento rapido por debajo de la temperatura de
annealing (Ta) de los oligonucledtidos de forma que suceda la hibridacion. Las

temperaturas usadas estan en un rango de 37 y 65°C por 10 a 20 segundos *'.

e Latemperatura a la que se realiza esta unién (Ta, Temperatura de Annealing o
alineamiento) es muy importante para controlar la especificidad de la reaccion. La
Temperatura de annealing (Ta) depende de la composicion de las bases y del
tamafio de los primers. Normalmente se calcula de acuerdo a la siguiente formula:
Ta= {2(A+T) + 4(G+C) — 5}). Cada primer se une a una cadena diferente

delimitando la secuencia diana que se desea amplificar.
7.2.3 Elongacion

Esta etapa también es llamada extension, replicacion o polimerizacion. La DNA
polimerasa se encarga de alongar los oligonucleétidos de acuerdo con la hebra
sencilla de DNA que en este caso sirve de molde para generar una nueva cadena
doble de DNA. El sustrato de la enzima son los cuatro deoxinucleétidos trifosfatos
(dNTPs).

La replicacion e lleva a cabo en la direccion 5' — 3' a partir del extremo 3'-OH de
cada primer, hasta terminar la lectura de la plantilla o hasta que comience una

nueva etapa de desnaturalizacion *'.
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 Se utilizan enzimas termoestables como la Tag polimerasa, procedente del

microorganismo Thermus aquaticus "%,

Al finalizar esta etapa se obtienen cadenas dobles nuevamente, duplicando a las
que existian al principio de la desnaturalizacion. En un primer ciclo las cadenas
nuevas no tienen un tamano especial, sin embargo, este se ird afinando conforme

lo ciclos progresen.

Complementariamente a las tres etapas repetidas ciclicamente, se anade una
etapa inicial y una final. La inicial implica elevar la temperatura a un nivel superior
a la etapa de desnaturalizacion, logrando la inactivacion de proteasas y nucleasas
de la muestra, asegurando también la completa desnaturalizacion del DNA inicial.
La etapa final consiste en la prolongacién de la Gltima elongacion a fin de permitir

que se completen todos los fragmentos *'.

Dichas etapas se pueden esquematizar de la siguiente forma:

T ETAPAS DE UN CICLO DE PCR

Denaturacion 94° _|

Extensidn 72° _| _

Hibridacién 35-70" |,

Tiempo (segundos )

Figura 9. Etapas de la Reaccion en Cadena de la Polimerasa.
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Teodricamente, el DNA patron puede estar presente como una molécula simple
para iniciar la amplificacion. Los 2 primers son disefiados para unirse
especificamente a las dos cadenas complementarias del DNA patron y estan

presentes en exceso a una concentracion entre 0.1 y 1.0 #M cada uno. El DNA

patron se desnaturaliza a una temperatura aproximada de 92-95°C. dando una
cadena simple. Como la reaccién es enfriada a 55°C, la alta concentracion de
primers conduce a un rapido annealing (hibridacion) entre los dos primers y su
respectiva secuencia complementaria, alcanzando la mitad de saturacion de las
cadenas del DNA patron en segundos. Las enzimas DNA polimerasas pueden
reconocer a su primer patrén complejo y utilizar los deoxirribonucledsidos
trifosfatos (ANTPs) para iniciar la sintesis de una cadena complementaria de DNA
extendiéndose del final de 3' de los primers A y B. El producto dominante de esta
reaccion sera DNA de doble cadena con una longitud de 5’ a 3'. Esta molécula es
referida como el “amplicon”. Para llevar a cabo un nimero suficiente de ciclos, el
DNA patrén se multiplicara hasta una concentracion de amplicon que alcanzara
aproximadamente de 10-100nM. Esta meseta se alcanza debido a la combinacion
de un numero de factores los cuales incluyen (1) cantidad limitante de DNA
polimerasa (normalmente cerca de 10''-10'? moléculas), (2) la disminucion en la
actividad de la DNA polimerasa debido a la exposicién repetida a altas

temperaturas, y (3) la competencia de hibridacion de su complementario *'.

En cada ciclo de amplificacion se duplica el nimero de DNA obtenidos del ciclo
previo. Ademas, se observa gue a partir del tercer ciclo es cuando comienzan a
generarse los fragmentos discretos delimitados exactamente por la pareja de
oligos. Estos -y sdlo éstos- seran los mayoritariamente ampiificados en los
sucesivos ciclos. El resto de los fragmentos se amplificaran de forma aritmética
(lineal); no geomeétrica (exponencial o logaritmica). De forma que, al final de la
reaccion, dichos fragmentos discretos (de tamafio definido por ambos primers)

representaran la totalidad de los amplicones generados.
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Se puede deducir que, en ausencia de factores limitantes, el numero de copias "N"
generadas de una secuencia determinada tras "n" ciclos de PCR, responde a la

formula:
N=2"

Por tanto, esta formula nos indica que 20 ciclos serian suficientes para generar
mas de un millén de copias de DNA a partir de una Unica molécula inicial. Y que
30 ciclos producirian mas de mil millones de copias. Se trata de una curva de
crecimiento logaritmico; es una amplificacion exponencial. Esta es en esencia la

base del tremendo potencial de PCR "% 110

7.3 Condiciones de reaccion

Para tener un resultado exitosos se requiere, primeramente, que los primers
usados estén bien unidos en los puntos deseados. La unidén correcta de los
primers a la secuencia deseada esta en funcidén de la designacién del mismo
(secuencia y longitud) y las condiciones de reaccidn (especialmente la
concentracion de Magnesio y la temperatura). La especificidad y pureza del
producto final depende de la frecuencia con la cual ocurren las reacciones de

extension y de la union del primer en la posicion deseada en el DNA patrén.

La seleccion de tiempos, temperaturas y numero de ciclos depende del DNA que
sera amplificado y de la seleccién de primers. Los volumenes de reaccion que
generalmente se usan son de 10-100xL. Volumenes pequefos son una

desventaja para lotes de investigacion de grandes numeros de muestra, debido a
los costos de reactivos, pero si solamente algunas muestras seran procesadas es

mas facil trabajar un volumen de reaccién ligeramente grande de 25-50 L. En el
caso de amplificar plasmidos insertados, 100 4L pueden ser mas utiles. Las

concentraciones de primers son generalmente de 25-100pmol de cada uno para
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una reaccion de 50 4 L. Los tiempos de incubacion podrian ser tan cortos como

sea posible, para reducir el tiempo total del ciclo y minimizar el riesgo de una
amplificacion no especifica. Los tiempos de desnaturalizacion y annealing de 30s
podrian ser adecuados y el tiempo de extension el cual permite 1 min., por
kilobase de DNA patron seguido por un aumento en el tiempo de incubacion final
(2 min., por kilobase) mas que suficientes. El numero de ciclos requerndos
depende de la abundancia del DNA patron y la eficiencia de PCR; para la
amplificacion de insercion de plasmidos, 20 ciclos son suficientes, para otras

aplicaciones mas ciclos pueden ser necesarios *'.

7.4 Requerimientos de la reaccion

Los requerimientos de la reaccion son simples: deoxinucledtidos para suministrar
la energia y nucleotidos para la sintesis de DNA, enzima Taqg polimerasa, primers,
DNA patron y un buffer que contenga magnesio. Los deoxinucledtidos y los
primers estan presentes en grandes cantidades, asi el paso de la sintesis puede
ser repetido por calentamiento separando nuevamente las cadenas de DNA
sintetizado y enfriar para permitir que los primers se alineen a su secuencia
complementaria. Esta enzima termoestable tiene dos grandes ventajas; la primera
es que no se requiere reponer después de cada calentamiento y de esta manera
simplifica el proceso y , segundo, la enzima es activa en altas temperaturas donde
el annealing de los primers de oligonuclettidos son mas especificos y la sintesis
de DNA es mas rapida. Por lo tanto la automatizacion de PCR usando la DNA
polimerasa termoestable es técnicamente mas facil y mas grande, generando
productos de reaccion mas especificos. El nimero de ciclos requeridos para una
amplificacion optima varia dependiendo de la cantidad de material de inicio y la
frecuencia de cada paso de amplificacion. Generalmente, 25 a 35 ciclos deberian
ser suficientes para producir 100ng - 1 2 g de DNA de una secuencia humana de

50 ng de DNA genémico '
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Un factor importante en la reaccion son los nucleétidos sintéticos que no forman
ninguna secuencia al inicio de la reaccion, es decir, son el sustrato de la enzima
DNA polimerasa y seran los comoonentes de miles de copias del fragmento diana
al final de la reaccion. Pueden denominarse como dATPs, dGTPs. dCTPs y
dTTPs ™.

Cada primer es una secuencia corta (generalmente 20 pares de bases) de DNA de
cadena sencilla complementaria a la contraparte del gen a amplificar. Deben ser
complementarios para diferentes cadenas de DNA. Si los primers son idénticos a
la otra cadena de DNA, la reaccién no se realizara ®.

Una de las variables en la reaccion de PCR es la concentracién de magnesio y
esta relacionada con la especificidad y el rendimiento. La concentracion de
magnesio afecta a la reaccion en altas y bajas concentraciones. A muy altas
concentraciones de magnesio estabiliza el DNA de doble cadena e impide la
desnaturalizacion completa del producto en cada ciclo, reduciendo el rendimiento.
También pude producir un falso annealing del primer, acumulandose en sitios
incorrectos, resultando una gran cantidad de productos indeseables y de baja
especificidad. Por otro lado a muy bajas concentraciones de magnesio (menos de

0.5 u M) perjudica la reaccion de extension ya que el magnesio es un cofactor

requerido para la actividad enzimatica de la mayoria de las DNA polimerasas.
Para regiones con un contenido muy alto de GC solamente un rango muy bajo de
concentracion de magnesio permite rendimientos aceptables de productos
suficientemente especificos. Ademas de la concentracién de magnesio, el medio
ambiente iénico proporcionado por el buffer es también critico. Los buffers de KCI
han sido muy usados y probablemente son adecuados para la mayoria de los
ensayos de PCR. Un DNA rico en GC muestra un incremento en la especificidad
cuando amplifica en buffers basados en NaCl, probablemente porque la

desnaturalizacion es mas completa. Los buffers que contengan sulfato de amonio
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reducen la cantidad de productos extendidos incompletos generados durante el
PCR con Tagq polimerasa '%.

Otro punto importante es el pH de la solucién de la reaccion. La mayoria de las
soluciones de reaccion son amortiguadas con 10-15 mM de Tris-HCl a pH 8.3. Por
otro lado, el pH decrecera con el incremento de temperatura. En el rango de
temperaturas que con frecuencia se usa para PCR, el pH del ciclo estara entre 6.8
y 7.8.

Deben evitarse DNA polimerasas en exceso ya que puede sintetizar DNA de
interacciones de primers falsos. La cantidad sugerida de taq polimerasa en la
mayoria de los protocolos es de 0.5 U por 25 uL de reaccion. Deben evitarse
concentraciones de mas de 2.5nM de enzima (1.25 U por 25uL d
e reaccion). Para estabilizar la enzima durante el ciclo térmico, la reaccion buffer
deberia contener gelatina a una concentracién final de 0.01% (w/v) y Triton X-100

a una concentracion final de 0.1% (v/v) o8

7.5 Deteccion vy analisis de los productos de reaccion

El producto de la reaccién de PCR podria ser un fragmento o fragmentos de DNA
de tamaro definido. El camino sencillo para comprobar esto es mediante
electroforesis en geles de agarosa y tincion con bromuro de etidio. El bromuro de
etidio es una sustancia fluorescente que se intercala entre los pares de bases
adyacentes del DNA, posibilitando su visualizacion cuando se ilumina con luz
ultravioleta. Cuando los fragmentos esperados son de un tamafio muy pequefio se

pueden emplear también geles de poliacrilamida '%.

El producto deberia ser faciimente visible bajo luz UV. Pequefios productos de
DNA y algunas veces los mismos primers pueden ser visualizados como algunas
bandas difusas en el gel, pero los productos deberian aparecer como una banda

intensa a el tamario esperado. Las bandas adicionales pueden ser debidas a
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primers no especificos, lo cual ocurre por una variedad de razones, o a la
presencia de algunos productos de cadena sencilla, lo cual puede ocurrir si los
primers estan presentes en iguales cantidades. En realidad la produccion de DNA
de cadena sencilla por el uso deliberado de diferentes concentraciones de primers
es conocido como PCR asimétrico y puede ser util para plantillas de secuenciacion

o pruebas especificas de cadena *'.

Cuando se trabaja con muestras complejas, es importante tener un procedimiento
de lisis (corte) rigido que no introduce errores debido a lisis diferencial. Es también
de importancia para investigaciones a gran escala que los métodos son sencillos y
pueden ser automatizados. La razon de purificar el DNA es remover sustancias
que puedan interferir con las reacciones enzimaticas para generar una
preparacion de DNA produciendo resultados analiticos reproducibles 2% 357378

Mas adelante se hablara a detalle sobre la técnica de electroforesis para el

analisis de los productos de PCR.

7.6 Ventajas de PCR

» La técnica es rapida: una amplificacion experimental puede ser completada
dentro de varias horas. Los procedimientos de amplificacion de DNA por PCR
usando pruebas de acidos nucleicos o por digestion de las enzimas de restriccion
pueden ser completadas en un dia.

* PCR puede ser muy tolerante de la purificacion del DNA patron que es usado
para la amplificacion.

¢« PCR ha sido aplicado con éxito para transcriptasa reversa (RT) derivado del
DNA complementaric (cDNA), fundamentalmente extendiendo la cadena de
sustratos de PCR a RNA patrén 3.

* El proceso se realiza fuera de la célula; por ello representa una verdadera

“clonacion in Vitro". La consecuencia mas inmediata es que la técnica de PCR
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acelera muchisimo los protocolos clasicos de clonacion, abriendo ademas las
puertas a metodologias de analisis completamente nuevas, basadas en dicha

tecnologia "°.

Gracias al gran poder de amplificacion, el uso de PCR permite obtener
cantidades manejables de DNA (tedricamente tanto como queramos) a partir de,

en caso extremo, una Unica molécula de DNA inicial %®.

7.7 Desventajas de PCR

La tecnica de PCR presenta sin embargo una limitacion: es necesario conocer
parte de la secuencia que se quiere amplificar, al menos aquellas zonas en las
que se van a unir los primers. Este obstaculo se ha logrado resolver siguiendo
distintos caminos. Por un lado se pueden usar las secuencias génicas de diversas
especies conocidas para buscar regiones conservadas sobre las que disefar
primers denominados universales, que permitan la amplificacion el mismo gen en
una variedad de especies &5

En otras ocasiones, es posible conocer la secuencia aminoacidica de la proteina
que codifica un determinado gen. En estos casos se pueden disefar primers que
amplifiqguen dicho gen basandose en el empleo de codones de la especie que
estamos estudiando y en posibles homologias con genes similares que hayan

sido secuenciados en otras especies .

7.8 Aplicaciones

» En el terreno del diagnostico microbicldgico de las enfermedades infecciosas
no virales, la técnica de PCR detecta directamente en diferentes tipos de
muestras, patdgenos tradicionalmente dificiles de cultivar tales como, Clamidia,
Legionella y Micoplasma ylo aquellos que requieren de largos periodos para su
desarrollo in Vitro y/o que se encuentra en muy baja concentracion en los liquidos
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biologicos como es el caso del Mycobaterium tuberculosis, enfermedad en la que
muchas veces el tratamiento empirico tiene que iniciarse antes del diagnostico
definitivo, apoyandose unicamente en el cuadro clinico.
En el laboratorio, mediante el usc de PCR se puede identificar en una pequeria
muestra biologica al Mycobacterium tuberculosis. en tan solo 4 horas, en lugar de
las 6 semanas que toman las técnicas del cultivo convencionales con una gran

sensibilidad y una especialidad muy similar '

« En virologia, esta tecnologia nos permite identificar al agente infeccioso '

e En otro campo, grandes progresos, han llevado a la identificacion de los
defectos genéticos responsables de diferentes entidades. Entre ellas, tenemos la
distrofia muscular de Duchenne y la fibrosis quistica. En este ultimo caso el gen
causante fue identificado en 1989, y hasta entonces, no habia informacion sobre la
base bioquimica de la enfermedad. También se ha introducido el uso de PCR para
el estudio del complejo mayor de histocompatibilidad que son los antigenos HLA,
especialmente, los de la region HLA-D conocidos en la actualidad como moléculas
HLA de clase Il. Con ello, se puede realizar pruebas de paternidad y la

identificacion de tejidos '%7.

En la industria de alimentos puede ser de vital importancia para la identificacion de
posibles adulteraciones, asi como de reconocer diferentes especies que pueden
ser filogenéticamente similares. Actualmente, por medio de esta técnica se han
desarrollado muchos estudios en varios tipos de alimentos pues son de gran
ayuda en la identificacion de especies alimentarias aun si han sufrido algin

cambio fisico, como lo es en el caso de los alimentos procesados.

En general la técnica de PCR es de gran ayuda para cualquier grupo de alimentos
incluso en alimentos que han sido modificados genéticamente, aunque la mayor
aplicaciéon de esta técnica en la industria alimentarias es en el sector pesquero

debido a la gran variedad de especies que se comercializan en todo el mundo
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incluyendo especies no conocidas los cuales pueden ser etiquetados con el
nombre de otra especie. Gracia a esta novedosa y sensible técnica es posible
identificar alimentos dentro de un mismo género es decir, filogenéticamente
similares lo cual es de gran importancia en productos pesqueros o en especies

como el jabali y el cerdo.

Otra de sus aplicaciones en la industria de alimentos es en la identificacion de
patogenos (priones, viroides, virus, microorganismos) debida a la rapidez de los
analisis pues anteriormente se utilizaba la siembra del cultivo lo que generaba

mucho tiempo de incubacion y analisis.
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8. DISENO CORRECTO DEL PRIMER O CEBADOR

8.1 Utilidad del primer

El primers sirve de punto de anclaje para la DNA polimerasa y como promotor del
inicio de la reaccion de replicacion del DNA. En el laboratorio se usan primers para
iniciar reacciones de replicacion del DNA en los puntos deseados de una muestra,
normalmente con el fin de realizar reacciones de secuenciacion dirigida o para

amplificar el nimero de copias de una muestra de DNA (PCR) '%.

Debe tenerse especial cuidado en el disefio de un primer especifico que pretende
ser utilizado para una reaccion de secuenciacién debido al significativo efecto que
éste tiene en la calidad de los datos de secuencia obtenidos ***.

Es importante resaltar que el disefio correcto y optimizado de los primers es uno
de los factores clave en el éxito de la técnica de PCR. Deben tener una energia
libre (AG'o) del pentamero 3' de -8'6~ Kcal/mol y temperaturas de fusion
(calculadas por el algo-ritmo del vecino mas proximo) altas (p.ej., 82°C) y
parecidas (+5°C). Sus composiciones de bases deben ser similares y equilibradas
para GC/AT (idealmente del 50%) y no contener horno polimeros o secuencias

repetidas '%°.

Para que el cebador sea eficiente, es conveniente evitar que tenga tramos auto-
complementarios extensos para no permitir la formacion de estructura secundaria.
Ademas, en la reaccion de PCR es preciso que los dos primers no sean
complementarios entre si para evitar la formacién de dimeros. Y, por supuesto,
debe ser especifico y no unirse con demasiada afinidad a ninguna otra region de

la secuencia "%,
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8.2 Caracteristicas del primer o cebador

Para que el primer sea util debe poseer las siguientes propiedades:

« Debe ser especifico de la region que queremaos replicar

« Debe unirse con suficiente energia para soportar las condiciones del
experimento

+ No debe permitir la formacién de estructuras que dificulten la reaccion '%.

« No utilizar primers con largas corridas de una base simple (mas de tres o
cuatro, especialmente G o C).

« Los primers deben ser, en lo posible, de al menos 18 bases de longitud para
asegurar una buena hibridacion.

« Los primers con temperatura de annealing por encima de 45°C generalmente
producen mejores resultados que los primers con temperaturas de annealing
mas bajas.

« Para primers que tienen un contenido de GC menor del 50%, puede ser
necesario extender las secuencias a mas de 18 bases, para mantener la
temperatura de annealing por encima del limite inferior de 45°C.

« El uso de primers de mas de 18 bases de longitud minimiza las oportunidades
de encontrar problemas debido a un sitio de hibridacion secundario en el
inserto o en el vector.

« Los primers que tienen estructura secundaria o que pueden hibridar para

formar dimeros deben ser evitados "¢,

Los primers de oligonucleétidos son en general sintetizados en el rango de 18-30
bases. El rendimiento del DNA sintetizado usando precursores de alta calidad son
también generalmente altos y no se requiere de una nueva purificacion despueés
de eluir la columna. Pueden ser almacenados en amoniaco, el cual es liquido a

20°C, permitiendo la dispersion de primers sin repetir el congelado-descongelado.
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Si la degradacion o la sintesis incompleta de los primers se sospecha, puede ser
comprobado por marcado final y analisis sobre un 20% de desnaturalizacion del
gel. Los resultados podrian mostrar una banda predominante con un rastro menor
de bandas. Si los primers altamente purificados son necesarios, un gel de
poliacrilamida al 20% no desnaturalizado puede ser usado para aislar la principal
banda. Las secuencias de primers podrian tener un contenido similar de G+C,
estructura secundaria minima y baja complementariedad del uno al otro,
particularmente en la region 3'. Se ha encontrado que primers grandes, de 24-30

bases trabajan bien en temperatura de annealing por encima de 60°C °'.

8.3 Calculo de la temperatura de hibridacidon (annealing)

La temperatura de annealing (Ta) es la temperatura a la cual la mitad de los
primers son alineados a su secuencia blanco y caracteriza la estabilidad del
hibrido de DNA formado entre un primer y su cadena complementaria. Su
conocimiento es critico para determinar la temperatura éptima a la cual usar un
oligonucledtido como primer en aplicaciones tipo PCR o secuenciacion ',

En ausencia de agentes estabilizantes, como formamida o urea, la temperatura de
annealing (Ta) depende de tres parametros principales:

1. La secuencia: una secuencia rica en GC tiene una temperatura de annealing
mayor.

2. La concentracion del primer. altas concentraciones de primer favorecen la
formacion de hibridos lo cual resulta de una mayor temperatura de annealing.

3. La concentracion de sales: una alta fuerza idnica resulta en una mayor

temperatura de annealing ya que los cationes estabilizan los duplex de DNA.

Otros factores como la longitud del primer y las condiciones de hibridacion son

también importantes 4.
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Las ecuaciones para el calculo de |la temperatura de annealing son las siguientes:

1.- Esta temperatura puede ser aproximadamente calculada por el numero de

bases nitrogenadas que contenga el primer, por la ecuacion de Wallace:
Ta =4(G+C) + 2(A+T)
Donde A, T, G y C son las bases nitrogenadas del nucleétido *'.

Que se calcula en funcion del contenido de bases en el primer. Esta ecuacion fue
desarrollada para primers cortos (14-20 bases) que hibriden con DNA inmovilizado

en la membrana, en NaCl 0.9M "*,

3.- Otra ecuacion general para el célculo de la temperatura de annealing, la cual
es valida para primers mas largos, de mas de 50 nucledtidos (pH 5-9) es:

Ta = 81.5+16.6 log M+41(XG+XC) — 500/L — 0.62F

Donde M es la concentracion molar de cationes monovalentes, XG y XC son las
fracciones molares de G y C en el primer, L es la longitud de la cadena mas corta
que existe como cadena doble y F es la concentracién molar de formamida. Esta
ecuacion es muy util ya que considera dos de los factores que mas influyen en la
temperatura de annealing.Es decir que la mejor ecuaciéon en una situacion
particular dependerd del tipo de experimento que se quiera realizar.
Independientemente de la forma en que se haya calculado la temperatura de
annealing los resultados deben ser usados con precaucion. Muchos experimentos
involucran reactivos o condiciones que invaliden los resultados de las ecuaciones
anteriores ''*.Para una buena seleccion de primers, varios primers deben ser
inicialmente probados y finalmente dos de ellos seran seleccionados en base al
numero, intensidad y distribucién de bandas claramente distinguibles entre las

especies ** ¢,
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9. TECNICA DE ANALISIS DE LOS PRODUCTOS DE PCR

9.1 Electroforesis

Se define como electroforesis, a aquel proceso en el cual, las especies cargadas
(iones o particulas coloides) se separan, en funcion de su distinta velocidad de
migracion, cuando se encuentran sometidas a la accion de un campo eléctrico. La
velocidad con que las diferentes sustancias se desplazan durante el transcurso de
la electroforesis, se denomina velocidad de migracion. Dicha magnitud, depende
basicamente de la densidad de carga y ésta a su vez esta condicionada por una
serie de parametros (pH, fuerza ionica, diferencia de potencial del campo eléctrico
aplicado, naturaleza de la muestra, interacciones de la misma con el soporte
elegido, etc.) que van a acondicionar el desarrollo experimental de la técnica
electroforética 2.

La electroforesis es una herramienta practica para el andlisis de mezclas de
compuestos bioldgicos, ya que permite separar macromoléculas en una mezcla,
sirviendo tanto como método analitico, como preparativo para la posterior

realizacidn de otras técnicas analiticas .

Para que esta separacion tenga lugar, es necesario que la sustancia se encuentre
cargada, de manera que al colocarla en el seno de un campo eléctrico se desplace
hacia un polo u otro en funcion de su carga. De forma general, las sustancias
cargadas positivamente se dirigiran hacia el polo negativo (catodo) y las cargadas

negativamente hacia el polo positive (4nodo).

Es necesario que todos los componentes de la mezcla a separar se encuentren
cargados de igual forma (todos positivos, o todos negativos) de manera que al
hacer la siembra (deposito de la muestra sobre el soporte) en uno de los polos, se
dirijan todas hacia el polo contrario, separandose unos de otros en funcion de la

distinta velocidad de migracion *.
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El desplazamiento de los distintos componentes de la muestra durante el

transcurso de la electroforesis depende basicamente de:

e La carga de la sustancia.
« El voltaje del campo creado.
= El coeficiente de friccion entre el soporte y la sustancia depositada en el mismo

(se opone al movimiento).

La velocidad de migracion por unidad de tiempo de los distintos componentes de
la muestra que queremos separar, durante el desarrollo electroforético, recibe el

nombre de movilidad electroforética (;:}“‘,

El gel de azarosa se puede preparar de diferentes formas y una de ellas se

muestra en la siguiente figura.

Figura 10. Preparacion de gel de agarosa

9.1.1 Factores gque intervienen en el desarrollo electroforético

Los principales parametros que afectan en el desarrollo de una electroforesis y

que condicionan su utilidad en el laboratorio, son basicamente: A4

e La carga neta de la sustancia de migracion.

e La fuerza ionica del medio.
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e La estructura y el tamario de la sustancia.

» El potencial del campo eléctrico aplicado durante el proceso.

« Laintensidad y caracteristicas generales de la corriente eléctrica aplicada.
s El soporte utilizado.

e Elrevelado.

9.1.2 Caracteristicas generales de la corriente aplicada

El voltaje aplicado durante la electroforesis influye de forma decisiva en el
resultado obtenido. En general, cuanto mayor es el voltaje aplicado, mejor es la
resolucion obtenida. No obstante, el calor generado durante el desarrollo
electroforético, provoca la evaporacién de parte del agua contenida en el soporte y
puede deteriorar la muestra. Los voltajes a los que habra que trabajar en una
electroforesis, estaran limitados por el exceso de calentamiento que puede tener
lugar. En el caso de una electroforesis convencional sobre gel de agarosa, esto no
representa ningun problema, dada la breve duracion del proceso (unos 20
minutos) y el moderado voltaje. En cambio, los sistemas que utilizan voltajes
elevados deben estar provistos de dispositivos de refrigeracion, capaces de

mantener constantes la temperatura durante todo el proceso “:
9.1.3 Revelado

Para el revelado de las bandas, correspondientes a cada una de las fracciones
obtenidas de la técnica de PCR, puede recurrirse a diversos procedimientos, en
funcién de la sustancia y de la sensibilidad requerida en cada momento. En el
caso de la electroforesis de proteinas o acidos nucleicos, la sensibilidad mejora
considerablemente, con los colorantes quimicos (azul de bromofenol, negro amido
o bromuro de etidio) teniendo gran sensibilidad. EI bromuro de etidio es una
sustancia fluorescente que se intercala entre los pares de bases adyacentes del

DNA, posibilitando su visualizacion cuando se ilumina con luz ultravioleta. Cuando
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los fragmentos esperados son de un tamafio muy pequefio se pueden emplear
también geles de poliacrilamida *°. Una fotografia por electroforesis se veria de la

siguiente manera.

. Autorradiografia

- 7 g ) 10

o — —— - —— T—

Figura 11 . Esquema de una radiografia por elecroforésis.
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10. TECNICAS DE PURIFICACION DE LOS PRODUCTOS DE PCR

La técnica empleada para purificar fragmentos de PCR para usar como molde en
posteriores reacciones como las de secuenciacion, depende mucho de la
optimizacién realizada en el PCR. Si el PCR es rigurosamente optimizado y se
usaron bajas concentraciones de primers y nucledtidos puede elegirse un
protocolo simple de precipitacion. Si los productos de PCR contienen especies
contaminantes o grandes cantidades de primers y nucleotidos remanentes, debe
optarse por otro tipo de purificaciones. Existe una gran variedad de métodos para
la purificacion de los productos de PCR. A continuacion se detallan algunos de

ellos con sus ventajas y desventajas 'S

PCR

1
I 1 1 1

Precipitacion con Precipitacién con Precipitacion desde Precipitacion por
PEG/NaCl Exo I/SAP Gel columnas

[ PRODUCTOS DE }

SECUENCIACION

Cuadro 2. Técnicas de purificacion
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10.1 Precipitacion con Polietilenglicol cloruro de sodio (PEG/ NaCl)

Un método simple de purificacién de los productos de PCR, es la precipitacion con
PEG. Sin embargo este metodo no tiene buenos rendimientos para fragmentos de

PCR de menos de 250 pb. El siguiente protocolo puede servir como guia:

1. Llevar el producto de PCR a un volumen final de 100 pL adicionando agua
bidestilada.

Agregar 0,6 volumenes de polietilenglicon (PEG) 6000 20%-2,5M NaCl
Mantener 10 minutos a 37 °C

Mantener 30 minutos en agua helada

Centrifugar 20 minutos en frio a 14.000 rpm

Eliminar el sobrenadante

Agregar 100 pLde etanol 70%, para lavar el pellet (en general no se ve)

e BN N R

Centrifugar 5 minutos a 14,000 rpm
9. Eliminar el sobrenadante
10. Secar el pellet

11.Resuspender en 10 pLde agua.

Ventajas: El método es facil de usar, de bajo costo y permite el procesamiento

simultaneo de muchas muestras.

Desventajas: Si son generados multiples fragmentos de PCR, este método no los
elimina. Si el sitio de union del primer esta presente en los productos secundarios
los datos de secuencia seran de baja calidad. El rendimiento suele ser una
limitante. Fragmentos de 700-800 pb o superiores son purificados con una

eficiencia de ~80%. Fragmentos < 400 pb tienen rendimientos de ~20%.
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10.2 Purificacién con exonucleasa | / SAP (Shrimp Alkaline Phosphatase)

Consiste de una degradacion de los primers residuales por accion de la
exonucleasa | y una defosforilacion de los nucledtidos residuales por accion de la
SAP. Ambas enzimas son posteriormente inactivadas por calor, y los productos de
PCR pueden ser usados directamente en una reaccidn de secuenciacién. La
reaccion de PCR debe ser optimizada para prevenir la formacion de productos
secundarios, ya que ellos no son removidos durante la purificacion cuando este

meétodo es usado.

Ventajas; El método es facil de usar, de bajo costo y permite el procesamiento

simultaneo de muchas muestras.

Desventajas: Si multiples fragmentos de PCR son generados, este método no los
elimina. Si el sitio de union del primer esta presente en los productos secundarios

los datos de secuencia seran de baja calidad.

10.3 Purificacién por columnas

Muchos productos comerciales basados en la técnica por columnas estan
disponibles para purificar fragmentos de PCR. El QlAquick PCR Purification Kit de
Qiagen usa una membrana de silica que adsorbe DNA en buffers de union
especializados. Esta técnica separa oligonucledtidos de hasta 40 bases de
productos de DNA de mayor tamarfio, lo cual lo convierte en un sistema util para

remover primers y nucledtido. EI DNA es eluido en agua, Tris o TE.

Una estrategia alternativa a la adsorcién de DNA es la ultrafiltracion a través de
membranas con un tamafio de corte especifico. Las columnas CENTRICON 100
(Perkin Elmer o Amicon) tienen un tamano de corte de 100,000 y son utiles para

remover primers y nucledtidos de productos de PCR. Estas columnas remueven
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DNA de cadena simple de menos de 300 bases y DNA de cadena doble de menos

de 125 pares de bases. Los productos pueden ser recuperados en agua.

Otros productos comerciales usan medios para cromatografia de filtracion en gel
(por ejemplo Sephacryl de Pharmacia) para realizar separaciones similares de los
productos de PCR. Estos sistemas eliminan primers y nucleotidos remanentes.

Existen varios medios y formatos disponibles en el mercado 2.

Ventajas: Estos sistemas son muy rapidos y faciles de usar y contienen reactivos y
materiales de calidad controlada. La reproducibilidad tiende a ser alta.

Desventajas: Al igual que los métodos anteriores no remueve productos de PCR
contaminantes, a menos que tengan un tamafo menor que el del tamario de corte.
La mayoria de los dimeros de primers son eliminados, pero los oligdmeros de
primers pueden no ser eliminados. Si el mismo primer es usado en la
secuenciacion, estos oligbmeros pueden generar productos de extension
contaminantes. Es muy importante asegurar que la técnica de PCR sea lo
suficientemente especifica cuando estos sistemas son utilizados. Ademas es muy
importante revisar la cantidad de producto recuperado. La recuperacion puede ser

analizada en forma sencilla en gel de agarosa.

10.4 Purificacién en gel

Estos sistemas de purificacion consisten en una separacion por tamarno de los
productos de PCR en un gel, y el posterior aislamiento de los productos de interés
desde el gel. Este aislamiento puede ser alcanzado por una variedad de métodos

comerciales.

Ventajas: La principal ventaja de este tipo de purificacion radica en que aisla
especificamente el producto de interés. De manera tal que si el PCR no ha sido

eficientemente optimizada, los productos inespecificos no son arrastrados.
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Desventajas: Algunas de las desventajas son la variabilidad en el porcentaje de
recuperacion con cada purificacion y el tiempo que lleva el aislamiento. Ademas la
exposicién a la luz UV usada para visualizar los productos con Biuret en el gel

puede dafiar el molde de PCR produciendo falsos positivos '*®.
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11. TECNICAS COMPLEMENTARIAS QUE APOYAN EL ANALISIS DE PCR
PARA LA AUTENTIFICACION DE ESPECIES

En ocasiones la utilizacion de la PCR no es por si sola suficiente para la
autentificacion, sobre todo de especies filogenéticamente similares o incluso para
estudios de variedades distintas de la especie, por lo que se requiere de la

utilizacion de técnica complementarias que permitan lograr estos objetivos ' ' 7"

95

Como se menciono anteriormente, los métodos disponibles para el anélisis de los
productos amplificados por PCR, dependen directamente del disefio de la reaccion
y de los primers utilizados. Y en algunos casos sera requerida mas de una técnica

secundaria para establecer la especie inequivocamente.

Por ejemplo en técnicas cuyo DNA diana se localiza en multiples genes
simultaneamente para producir un patrén parecido a una huella digital, se utilizan
los analisis RAPDs y, segundo, las técnicas cuyo DNA diana es simple a tiene
muy pocas locaciones en genes, se utilizan los analisis de RFLP o SSCP. La
ventaja que distingue a las Ultimas técnicas no soélo es su habilidad para identificar
especies provenientes de procesos duros y aun de muestras degradadas, sino
también su habilidad para identificar facilmente diversas especies dentro de un

mismo producto. Las técnicas presentadas se mencionan a continuacion.

11.1 Secuenciacion

La mayoria de los métodos directos que obtuvieron informacion de los productos
de PCR son por secuenciacién. De este modo la informacion obtenida ha sido
usada para la identificacion del origen de varias especies. En tales trabajos se
cuida la concentracién o la amplificacion de la secuencia del mtDNA que
generalmente es del gen del citocromo b. Después de la secuenciacion se usan

determinadas relaciones filogenéticas en bancos genéticos =
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Este método de identificacion de especies consiste en la amplificacién de un

determinado fragmento génico por PCR y su posterior secuenciacion.

Para el desarrollo de la secuenciacién se puede hacer por medio de dos métodos,
de manera manual por el método de Federico Sanger y otro por el método
automatico desarrollado por Alan Maxam y Walter Gilbert. Estas técnicas se basan
en metodos elctroforéticos que permiten la separacion de hebras de DNA cuyo
tamafnio difiere en un solo nucleétido. Frecuentemente se utiliza poliacrilamida
como matriz de los geles en el andlisis de DNA cortos y para los fragmentos mas

largos se utiliza gel de agarosa *°.

Tanto el método de Sanger como el de Maxam y Gilbert, el principio general
consiste en la reduccion del DNA que se quiere secuenciar a cuatro grupos de
fragmentos marcados. La reaccion que da lugar a cada uno de los grupos es
especifica de base, de manera que las longitudes de los fragmentos corresponden

a posiciones de la secuencia del DNA donde se halla una determinada base >,

11.1.1 Método manual por el método de Sanger

Este método utiliza el mecanismo de sintesis de DNA por las DNA polimerasas.

a) Las DNA polimerasas requieren un cebador (oligonuceoétido corto o primer) al
que se anaden los nucledtidos y una hebra molde que dirige la seleccion de
cada uno de los nuevos nucledtidos que han de incorporarse la secuencia. El
grupo hidroxilo en 3' del cebador reacciona con desoxinucleosido trifosfato
entrante (dNTP), formando un nuevo enlace fofodiéster. El procedimiento de
secuenciacién de Sanger utiliza analogos del tipo dideoxinucledsido trifosfato
(ddNTP)

b) para interrumpir la sintesis del DNA. (El método de Sanger también es
conocido como el método de los didesoxi). Cuando el dNTP es reemplazado
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por el ddNTP se detiene la elongacion de la cadena a causa de la ausencia del

grupo hidroxilo en 3' necesario para la siguiente reaccion.

c) El DNA a secuenciar se utiliza como hebra molde y se hibrida con un cebador
corto, marcado con radioactividad o con fluorescencia. Mediante la adicion de
pequefas cantidades de un Unico ddNTP, por ejemplo ddCTP, las hebras
sintetizadas detendran su crecimiento en las posiciones en las que
normalmente se secuencia dC. A consecuencia de la mayor cantidad de dCTP
con relacion a ddCTP, la probabilidad de que se incorpore el analogo en los
casos en que deba incorporarse dC es pequefa. Sin embargo, la cantidad de
ddCTP es suficientemente grande para asegurar que cada nueva hebra
sintetizada incorpore al menos un ddCTP en algun punto durante la sintesis. El
resultado es una disolucion que contiene una mezcla de fragmentos marcados
acabados en un residuo C. Cada residuo C genera un conjunto de fragmentos
de una longitud determinada, de forma que el tamafio de los fragmentos,
separados por electroforesis, indica la localizacion de los residuos Con la
secuencia. Este procedimiento se repite separadamente para cada uno de los
cuatro ddNTP, y la secuencia puede leerse directamente en una
autorradiografia del gel. Los fragmentos de DNA mas cortos migran a mayor
velocidad, de manera que los mas cercanos al extremo inferior del gel
representan las posiciones de nucleotidos mas cercanas al cebador (extremo

5') y la secuencia se lee de abajo hacia arriba **.

Estos pasos se pueden esquematizar de la siguiente manera.
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Figura 12. a)Union del Primer a la cadena molde b) Molécula ddNTP que detiene la elongacion.
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11.1.2 Método automatico de Maxam v Gilbert

Los oligonucledtidos cortos usados como cebadores para la sintesis de DNA en el
método de Sanger pueden unirse a una molécula fluorescente que confiere a todo
los fragmentos terminados en este nucledtido un color determinado. Los cuatro
ddNTP se afiaden a un Unico tubo. Los fragmentos de DNA coloreado resultantes
se separan a continuacién por tamafo mediante electroforesis en un Unico gel
contenido en un tubo capilar (una modalidad electroforética que permite
separaciones mas rapidas). Todos los fragmentos de una longitud determinada
migran a traves del gel en un solo pico y el color asociado a cada uno de ellos se
detecta utilizando un rayo laser. La secuencia del DNA se lee determinando la
secuencia de los colores de los picos segln van pasando por el detector y la
informacién obtenida se envia directamente a un ordenador que determina la

secuencia, como lo muestra la siguiente figura®.
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Los segmentos marcados
con colorantes son
aplicados a un gel

. capilar y sometidos
a electroforesis

5

Rayo laser

Léser

Detector

e T e

Resultado obtenido por ordenador después de
que las bandas hayan pasado por el detector

Figura 15. Secuenciacion automatica por el método de Maxam y Gilbert
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Una de las partes mas importantes en el desarrollo de la identificacién basada en la
secuenciacion es la seleccion de la secuencia patron. Este debe contener bastante
informacién que permita la diferenciacion de todas las especies de pescado bajo
estudio y que tenga una baja variabilidad intraespecifica. La longitud del segmento
secuenciado tambien juega un papel importante, puesto que determinara la aplicacion

del método en cuanto al tamario del fragmento del cebador a emplear .

Una ves que la secuencia desconocida es obtenida, el método comun para la
identificacién de especies se hace calculando la distancia genética entre la secuencia
desconocida y un grupo de secuencias de referencia. Las distancias genéticas pueden
después ser usadas para construir una matriz de distancia donde la secuencia no

conocida mostrara la distancia mas baja con el grupo filogenético al cual corresponde
67

Ventajas

« FEl usar la técnica de secuenciacién tiene varias ventajas, con respecto a otros
métodos, por ejemplo, permite la clasificacidon de una muestra no conocida en el
grupo de especies al cual pertenece ',

« Permite la deteccion de nuevas especies que se encuentran en el mercado o incluso
de especies poco comunes que estan siendo vendidas bajo etiquetados falsos.

e Es también posible superar problemas asociados con la existencia de variabilidad
intraespecifica, desde la secuencia usada para la identificacion.

s La reaccion de secuenciacion puede realizarse mediante una modificacion de la
reaccién de PCR en la que se usa un unico oligo .

+ La secuenciacion directa de los productos de PCR permite la generacion de datos
secuenciados de DNA directamente de patentes y muestras del ambiente o de

regiones genomicas que son dificiles de clonar *.
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La secuenciacion de fragmentos de DNA amplificados por PCR es, no obstante, una
herramienta analitica, laboriosa y que requiere personal especializado. No resulta por
tanto adecuada para la identificacion de especies en laboratorio de analisis de
alimentos y control de calidad, en los que se requiere una técnica sencilla, rapida y

barata con la que llevar a cabo el analisis rutinario de un gran nimero de muestras **.

11.2 Analisis de Polimorfismos en Fragmentos de Restriccion (RFLP)

El primer ejemplo de la técnica de Analisis Polimorfismos de fragmentos de restriccion
(Restriction Fragment Length Polymorphism) fue descrito en 1976 por Kan y otros
colaboradores. Fue posible gracias al uso de herramientas auxiliares de Biologia
Molecular previamente descritas. Asi, en 1970 se habia identificado la primera enzima
de restriccion especifica, que podia cortar largas cadenas de acidos nucleicos en
fragmentos discretos menores. También se habia demostrado que la electroforesis en
gel de agarosa o poliacrilamida podia usarse para separar dichos fragmento por
tamafos. Todo ello era complementado con la transferencia de acidos nucleicos a

membranas y su posterior deteccion (1975) '°.

El analisis por medio de RFLP de los productos de PCR constituye una alternativa mas
12,15, 18, 46, 74, 79, 92

sencilla para la identificacion de especies
Esta técnica se fundamenta en un corte aleatorio con una o varias enzimas de
restriccion de una muestra de DNA que puede ser todo el genoma de una especie o un
producto de PCR. En la cual se obtiene una huella digital (fingerprinting) para cada
especie que son debidos a un corte aleatorio dependiendo de la enzima de restriccion
analizada 2%

El método usa la secuencia de DNA amplificada por PCR, la cual es tratada
posteriormente con enzimas de restriccion las cuales reconocen una cadena de DNA
muy corta dentro del fragmento amplificado. Normalmente las enzimas de restriccion
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son de 4 a 6 nucleotidos, lo cual significa que deben reconocer una secuencia de 4-6
nucleétidos y cortar en diferentes puntos. Los fragmentos de restriccion son separados
por electroforesis. ¢ 88 12.74

El método de RFLP permite diferenciar distintos organismos mediante el analisis de
patrones de bandas, derivados de la ruptura de sus respectivos DNAs. Estos patrones
conocidos como perfiles de restriccion de DNA, se originan gracias a la actividad de
unas enzimas, las endonucleasas de restriccion. Las endonucleasas son enzimas que
cortan los enlaces fosfodiéster de la molécula de DNA en determinadas secuencias
nucleotidicas, especificas para cada enzima, denominadas dianas de restriccion. Los
reconocimientos de estas enzimas suelen ser secuencias cortas de unas 4-6 pb. Las
endonucleasas de restriccion se denominan con tres o cuatro letras que proceden del
nombre de la bacterias en la que se han aislado, y ademas se les afiade un ndmero
romano (ejemplo ECO 01091).

En los distintos individuos hay variacién en los lugares del DNA en los gque se
encuentran las dianas de restriccion originandose por tanto fragmentos de distinta
longitud "+ €.

En la siguiente figura se muestra un protocolo tipico de RFLP. En primer lugar se aisla
el DNA genomico del material biolégico a estudiar. Es importante que dicho DNA tenga
un elevado grado de pureza y particularmente esté libre de polisacaridos y otros
inhibidores de las enzimas de restriccion. El paso siguiente es precisamente la digestion
de dicho DNA mediante restrictasas. Los fragmentos discretos generados se someten a
electroforesis en gel de agarosa, para ser de esta forma segregados por tamafios.
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El ADN purificado a partir del material biolégico es digerido mediante una o varias
enzimas de restriccion. El producto de la reaccion se somete a electroforesis en gel de
agarosa. Los fragmentos de ADN de interés son detectados mediante 'Southern
blotting", usando una sonda marcada. A la izquierda del gel se representa un estandar

de pesos moleculares.

La prueba de RFLP muestra por lo tanto, su capacidad para diferenciar muestras que
por la utilizacion de primers especificos no han podido ser diferenciadas, pero sobre
todo, su potencial para detectar contaminacion por especies extranas que, para la

industria alimentaria, es de vital importancia.
Ventajas

e La técnica es muy simple.
¢ Relativamente barata (dependiendo de la enzima empleada).

« Requiere la amplificacion de un fragmento en particular de DNA & 74,

Desventajas

« No garantiza que las especies produciran un patron especifico de RFLP, esto
significa que deberian dar exactamente el mismo patron de las otras especies
estudiadas. |dealmente, el rango de la secuencia de las especies usadas para cubrir
el rango de especies potenciales las cuales pueden ser usadas en un producto en

particular ®.
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11.3 Analisis del Polimorfismo del DNA amplificado con Cebadores Arbitrarios (RAPD),

Después de la separacion electroforética en gel de agarosa y tincion con bromuro de
etidio de los producto de PCR. Se puede utilizar la técnica de Analisis amplificado con
cebadores arbitrarios (Random Amplified Polymorphic DNA) en la identificacion en todo
tipo de especies. Esta técnica fue descrita de forma independiente y simultanea en
1990 por Welsh, Williams y otros.

La tecnica de RAPD constituye un PCR modificado especial. Esto es asi porque el PCR
clasico (descrito anteriormente), requiere el conocimiento de las secuencias de el DNA
a amplificar para el disefio de los correspondientes primers. Sin embargo, en muchos
casos no se dispone de dicha informacion. En tales circunstancias, es todavia posible
realizar una amplificacion "al azar", siempre que se utlicen primers pequefios
(generalmente, de 10 bases) y a temperaturas de hibridacion muy permisivas (p.ej., 35-
504 )

En la técnica de RAPD es importante que el DNA esté libre de compuestos polifendlicos
(taninos y otros), que lo podrian oxidar. Generalmente se recomienda polimerizar
mediante el fragmento "Stoffel" de la polimerasa AmpliTag de Applied Biosystems, ya

que produce RAPDs mas consistentes y repetitivos °.

Este método se basa en una amplificacién aleatoria de DNA, dando como resultado
unos fragmentos distintos a un PCR ya que utiliza primers no especificos a una
temperatura de
hibridacion muy inespecificas. Consiste en reducir la temperatura de hibridacién durante
el PCR y usar un primer no especifico de cadena muy corta, con la que se va a poder
unir a cualquier zona del genoma, originando un gran nimero de fragmentos, dando un
perfil de bandas muy caracteristico que nos da mucha informacién sobre el producto
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que se trata. Se generan perfiles electroforéticos distintos entre productos diferentes
dentro de cada especie (se origina una huella dactilar). Al utilizar una temperatura de
hibridacion muy inespecifica los primers se van uniendo con una relativa variedad de
errores, estando posicionados a una distancia de unos cientos de bases de otros, por lo
que da lugar a muy diferentes fragmentos. Cuanto menor es el tamario de los primers,
menor es el numero de los fragmentos obtenidos y en mayor cantidad, pues es mas
facil que esos cebadores encuentre una secuencia diana en todo el genoma. Al
contrario ocurre cuando los cebadores son de mayor tamano, pues aun permitiendo un
cierto margen de error, es mas dificil encontrar tantas bases complementarias al primer

para su hibridacion .

Esta metodologia permite la amplificacion en condiciones permisivas de secuencias
discretas de DNA genomico. El carril izquierdo del gel muestra patrones de peso

molecular

Los primers (uno o varios tipos moleculares diferentes) se unen a distintas secuencias
diana y comienzan a generarse amplificaciones de diferentes tamanos. Los primers
arbitrarios no son de mas de 7-10 pb de longitud, ademas no esta dirigido a una sola
secuencia conocida sino el primer es disefiado arbitrariamente. Esto significa que la
amplificacion de los segmentos aleatorios del DNA son dirigidos por un primer sencillo
de secuencia arbitraria (AP-PCR). Asi, es generada una caracteristica del espectro de
los productos de DNA corto de varios complejos. Manifestaciones polimérficas por la
longitud de secuencias amplificadas obtenidas cominmente conocidas como RAPD, la
26, 34, 37, 47, 72, 58, 85 . Esta

cual puede ser usada para comparar diferentes especies

metodologia se puede observar en la figura 17.
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Esta metodologia permite la amplificacion en condiciones permisivas de secuencias
discretas de DNA genomico. El carril izquierdo del gel muestra patrones de peso

molecular

Los primers (uno o varios tipos moleculares diferentes) se unen a distintas secuencias
diana y comienzan a generarse amplificaciones de diferentes tamafnos. Los primers
arbitrarios no son de mas de 7-10 pb de longitud, ademas no esta dirigido a una sola
secuencia conocida sino el primer es disefiado arbitrariamente. Esto significa que la
amplificacion de los segmentos aleatorios del DNA son dirigidos por un primer sencillo
de secuencia arbitraria (AP-PCR). Asi, es generada una caracteristica del espectro de
los productos de DNA corto de varios complejos. Manifestaciones polimérficas por la
longitud de secuencias amplificadas obtenidas comiunmente conocidas como RAPD, la

26, 34, 37, 47,72, 58, 85 Esto es muy

cual puede ser usada para comparar diferentes especies
importante, porgue va a condicionar el hecho de que los RAPDs presenten
generalmente un patron de segregacion genético dominante; es decir, que no permitan
diferenciar al heterocigoto de uno de los homocigotos. La razén de dicha segregacion
de tipo dominante es la posible mayor longitud de una amplificacion en relacion al
competidor. Y sobre todo la diferente afinidad de cada oligo por sus dianas. Ello
producira diferentes reacciones en desigualdad de condiciones, entre los diferentes
productos amplificados. Debe recordarse que la hibridacion del oligo con la diana no
suele ser perfecta; después de todo, son oligos inespecificos. De modo que, no todos
los posibles amplicones seran reamplificados con la misma eficiencia. Tendran
preferencia los mas cortos, y sobre todo (dentro de un rango de tamafios no muy

grande), aquellos en que los primers delimitantes tengan mayor afinidad por su diana
110
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Reaccion

Después de haber obtenido el DNA purificado de la muestra, se usan 100 ng de ésta en
un medio conteniendo 10mM Tris-HCI, pH 8.3, 50mM KCI, 1.5mM MgCls, 0.1% Triton X-
100, 100 4uM de cada dNTP, 2.5 U de Taq polimerasa y 2.6 4« M de un primer en un
volumen de reaccion de 50 L. la temperatura estandar de los analisis de RAPD son
(90°C por 1 min y 95°C por 90 segundos) seguido de 45 ciclos a 95°C por 30 segundos,
38-42°C por 1 minuto y 75°C por 2 minutos en un termociclador. La mezcla de la
reaccion es después incubada a 75°C por 10 minutos y a 60°C por 10 minutos. Los

productos amplificados son después analizados en gel de agarosa al 1.5% °.

En definitiva, las principales caracteristicas de los RAPDs pueden resumirse como
0.

sigue "
« No requiere conocimiento previo de la secuencia.

« Esuna tecnica basada en PCR.

« Tiene requerimientos relativamente bajos de mano de obra y costo.
« Es una técnica rapida.

« Genera una cantidad alta de informacién.

« Presenta una genética de segregacion dominante (generalmente).

Se usa mucho por su simplicidad técnica '*°.
Ventajas

e Este tipo de ensayos puede promover convergencia metodolégica y de facil
entrenamiento en los laboratorios, donde los trabajos de diagndstico son
complicados por las diferentes aproximaciones analiticas y que se necesitan para
convenir con varias especies patogenas. Los costos de inversion para equipo, tales
como multiples termocicladores, aparatos electroforéticos y la compra de reactivos
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costosos o kits comerciales son economicamente inconvenientes cuando son

intensamente y minuciosamente usados.

Existe la posibilidad de ensayos genéticos compactados realizando duplex o
multiples PCRs, en el cual diferentes pares de primers son mezclados al mismo
tiempo llevando a cabo amplificaciones simultaneas de los fragmentos de
diagnodstico de las diferentes especies. Esto puede, en parte, compensar los
excesos de trabajo que requiere para la inclusion de controles negativos en cada
amplificacién, y los analisis por separado de muestras duplicadas aleatorias vy
sistematicamente en el orden de plantillas controladas o contaminacion de las
plantillas causando falsos positivos.

La simplificacion metodolégica de los diagndsticos de PCR especialmente si es
apoyado por la disponibilidad de kits de reactantes comerciales, pueden estimular la
cultura pesquera para adoptar el método sobre el control del estado sanitario in situ
de su cultivar. Esto podria desde luego beneficiar la eficacia de la vigilancia por
autoridades oficiales, permitiendo cultivares que prevean solicitudes para la

intervencion y rechacen el comercio de pescado contaminados 2°.

Desventajas

El principal problema que presenta la técnica de RAPD es su débil reproducibilidad

resultados

entre diferentes laboratorios. Esta baja reproducibilidad es inherente a la tecnica, dado
que su fundamento se basa precisamente en la baja especificidad de la hibridacién, lo
que es la causa de la aparicion de bandas poco reproducibles. El problema se puede
minimizar en los experimentos realizados en un mismo laboratorio, trabajando en
condiciones lo mas estandarizadas posibles. Sin embargo, entre diferentes laboratorios,

las diferencias de reactivos, termocicladores, operacion, etc., hacen dificil comparar los

110
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11.4_Analisis del Polimorfismo en la Conformacién de las Cadenas Sencillas de DNA

(SSCP)

La técnica de Analisis en la Conformacién de Cadenas Sencillas (SSCP) es simple,
rapida y muy sensible para detectar un cambio de base o algunas diferencias en una
secuencia corta de DNA (100-400 pb).

La amplificacion de fragmentos cortos de DNA por PCR y analisis con SSCP usando
electroforesis en gel de poliacrilamida seguida por tinciéon de plata de las bandas de
DNA, es la que comunmente se ha utilizado % 7°.

Esta técnica se basa en la relacion entre la movilidad electroforética de una hebra de
DNA monaocaternario (DNAmc) y su conformacion, que en definitiva es un reflejo de su
secuencia nucleotidica. En la técnica de SSCP, el DNA bicatenario (DNAbc) se
desnaturaliza a DNAmc y posteriormente se separan las dos hebras mediante
electroforesis en gel de poliacrilamida, bajo condiciones no desnaturalizantes. Cualquier
diferencia en la secuencia del DNA va a dar lugar a un cambio en la movilidad de las

moléculas de DNAmc, que se visualizara al final del proceso ™.
Los criterios mas importantes para el éxito de un SSCP son los siguientes:

» Los fragmentos de DNA deben ser menores a 300pb.

+ Los geles de poliacrilamida deben ser preparados bajo un enlace cruzado en una
proporcion de 39:1 de acrilamida y bisacrilamida respectivamente.

+ Latemperatura del medio ambiente debe ser estable y mantenida durante la corrida
electroforética preferiblemente a 4°C.

e Usar [**P] dATP los cuales daran bandas mas precisas durante la autorradiografia.

« Los geles deben ser corridos en una duracién de tiempo suficiente para aumenta la
posibilidad de cambio. Es también atil para corridas de muestras de diferentes
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periodos de tiempo (ej. 3h y 4h) para minimizar el riesgo de la ausencia de cambio de

banda.

Siempre correr un DNA de doble cadena como control. Esto posibilita la
identificacion de fragmentos de cadena sencilla y doble, especificamente cuando las
muestras han sido digeridas con enzimas de restriccion y varios fragmentos son
visualizados. El cambio de banda pude ser frecuentemente visto con fragmentos de
cadena doble y algunas veces solamente vistas con fragmentos de doble cadena *'.

Protocolo

. Amplificar los fragmentos de DNA.
. Confirmar la amplificacion, corriendo 10 4L del producto de PCR en un gel de

agarosa al 1-2%.

3. Digerir los fragmentos mas grandes de 300pb con enzimas de restriccidn.

4. Tomar 5-10 uL de producto de PCR etiquetado en un volumen de 25uL con un

buffer.

. Solamente para el DNA de cadena sencilla, desnaturalizarlo a 90-95°C por 5 min., y
transferirlo inmediatamente al hielo.

. Después de 5 min. en el hielo, transferir 3-8 uL de cada muestra en un gel de
poliacrilamida al 4.5%.

. El gel de electroforesis en 1x TBE a 4°C a 40W por 2-6hrs, dependiendo del tamafio
del fragmento de DNA. En un gel de poliacrilamida al 4.5%, emigrar a una posicion
esperada de los fragmentos de DNA de cadena sencilla de 210nt de longitud.

. Después de 1h, transferir un segundo lote de la misma muestra como en el paso 6 y
correrlos en 2 diferentes periodos de tiempo, el riesgo de la pérdida del cambio de

banda se reducira.
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9. Un carril del DNA de doble cadena debe ser corrido con cada lote de las muestras
para posibilitar la distincion entre la banda de cadena sencilla y la cadena doble.

10. Transferir el gel a papel Whatman de 3mm, cubrir con una pelicula adherible y secar
bajo vacio a 80°C por 30-45min.

11.Exponer el gel a rayos X a una temperatura ambiente sin proteccion. Revelar la

autoradiografia *'.
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12. METODOLOGIA DE EXPERIMENTACION

De acuerdo a todo lo expuesto anteriormente, para realizar la técnica de PCR en la
identificacion y autentificacion de especies es necesario tener un conocimiento previo
del producto y de la especie que se desea analizar.

Para ello se realiza una investigacion bibliografica para saber si hay estudios reportados
sobre esa especie y si existe disponibilidad de su secuencia genomica en sistemas
bioinformaticos. A continuacion se muestra la metodologia a seguir para hacer un
estudio de identificacion por medio de la técnica de PCR.

ALIMENTO

| - EsPECIE A ANALIZAR |

1
I 1

ANALISIS DE SECUENCIA EN' ESTUDIOS REPORTADOS
PROGRAMAS EN LA LITERATURA
BIOINFORMATICOS

5

| NISFNO DFE PRIMER |

l

| FXTRACCION DFL DNA |

1
L PURIFICACION DFI. DNA |

[ PCR |

| FI EGTROFORFSIS |

|
[ [ | ]

SEGUENGIAGION | | RFPL | | RAPD [ | SSCP

ANALISIS DE
SECUENCIA EN
SISTEMAS
BIOINFORMATICOS

Cuadro 3. Metodologia de experimentacion
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13. Alimentos que pueden ser sujetos de adulteracion

Es importante resaltar la utilidad de los métodos descritos anteriormente y que son
aplicables para la identificacion y autentificacion de alimentos.

En el caso del pescado la identificacion de especies es posible cuando éstas conservan
intactas sus caracteristicas anatémicas esenciales. Sin embargo hoy en dia el pescado
es procesado antes de su venta al consumidor, lo que limita su identificacion. Debido a
ello, la PCR y sus técnicas complementarias antes mencionadas (Secuenciacion,
RFLP, RAPD y SSCP) juegan un papel muy importante debido a su gran especificidad.

Para prevenir el fraude y el mal etiquetado de los productos alimenticios es necesario
poder identificar y cuantificar las especies empleadas en la elaboracion de los alimentos
procesados, pero hasta ahora, no habia sido posible cuantificar de manera fiable estos
constituyentes, debido a su alta susceptibilidad a las condiciones del proceso al que son
sometidos. Las nuevas técnicas genéticas, en particular las que se basan en la
Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR) son muy importantes para desarrollar

métodos rutinarios y "kits rapidos de analisis" %,

Uno de los productos mayormente adulterados es la carne y productos carnicos con
especies alternativas de menor costo. La sustitucion de la carne ha sido un problema a
lo largo de los afos debido a la similitud en color y textura. Por ejemplo, la carne de
cerdo es una fuente potencial para |la adulteracion de carnes de alto valor, tales como la
de la carne de res y de cordero %91,

Debido a la demanda de los productos carnicos, en la actualidad algunos productores
han recurrido a la extension proteica de los embutidos mediante la adicion de proteinas
de origen no carnico (soya) disminuyendo con esto el costo de produccion; la adicién de
estos componentes son, en muchas ocasiones, no permitidos por las normas de
calidad, ya que se asegura la obtencion de un producto con mayor volumen pero con
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menor cantidad de carne empleada. Es por ello que la autentificacion de la carne es
importante por mas de una razon: para identificar la presencia o ausencia de especies
de alto costo y para elegir un grupo étnico donde el consumo de carne de cerdo (ej.
ciudades arabes) o de res (ej. India) son prohibidas por religion o salud. Para
contrarrestar esta problematica varios metodos de deteccion estan siendo usados tal
como la tecnica de PCR y sus tecnicas complementarias (Secuenciacion, RFLP, RAPD,
SSCP). Estas técnicas son aplicadas dependiendo del analisis que se quiera realizar.
Por ejemplo, si se quiere saber la presencia o ausencia de la carne de cerdo se usa
PCR, por otro lado si se quiere saber cual especie esta presente, RFLP es la mas
aplicable #3879,

Otro de los productos que se deben identificar son los alimentos modificados
genéticamente que, desde 1996, pueden ser encontrados sobre estantes en ventas al
por menor. El primer producto fue el puré de jitomate transgénico de Flavr Savr™. Poco
después se obtuvieron productos que contenian maiz o soya transgénica. Para
identificar su presencia, sistemas de cebadores (primers) han sido disefiados los cuales
son elemento blanco que normalmente no son homoélogos, como por ejemplo los
promotores o los terminadores de origen viral o bacteriano. En suma, la preocupacion
de los consumidores y de los activistas ha sido legislar el correcto etiquetado de los
productos transgénicos, y debido a ellos en E.U. se demanda la regulacion del
etiquetado de productos que presenten mas del 1% de material genético, y por otro lado
en México no existe legislacion que regule esta practica por lo que no se tiene un

control %85

Un alimento se considera adulterado cuando'®®:

a) Contiene alguna sustancia venenosa artificial.
b) Contiene alguna sustancia putrida o descompuesta.
c) Ha sido elaborado, empacado o manipulado en condiciones no sanitarias.
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d) Contiene algln elemento no declarado en la etiqueta

e) Se vende como si fuera un producto de alta calidad y mayor costo.

Por tal motivo, a continuacion se presentan algunos alimentos que han sido
autentificados por medio de la tecnica de PCR haciendo énfasis en productos de la
pesca debido a que hay mayor disponibilidad de secuencias gendmicas en sistemas
bioinformaticas y a la gran variedad de especies que se comercializan en todo el

mundo.

Este proyecto pretende demostrar la importancia de realizar técnicas de Biologia
Molecular para la identificacion de alimentos en fresco y procesado, en especial de
pescados y productos de la pesca, ademas de mostrar algunos de los analisis de PCR
que se han hecho para la identificacion y autentificacion de especies '%°. Algunos de las
especies que han sido estudiadas y analizadas por medio de esta técnica se muestran

en el siguiente cuadro:
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Cuadro 4. Alimentos analizados por la Reaccion en Cadena de Polimerasa (PCR)

ALIMENTO

ESPECIE ADULTERANTE

REFERENCIA |

Carne y productos carnicos

Autentificacion de carnes
rojas

Saez (2004), Gouli
(1999)

Autentificacion de cerdo

Jabali, bufalo

Saez (2004), Matsunaga
(1999), Montiel (2000)

Carne molida de res

Pollo y/o soya

Saez (2004), Matinez
(1998)

Diferenciacion de cerdo en
productos carnicos como

Saez (2004), Lahiff
(2000), Matsunaga

mortadela, embutidos y (1999),

jamon adulterados con

carne de pollo, bovino y

ovino

Hamburguesas Gluten de trigo, caseina y Macedo (2000)

proteinas de soya. *

Especies pesqueras

Lenguado comun (Solea
solea)

* Platija Europea (Pleuronectes
plateas) y

* Platija (Platichthys flesus
* Gallo

* Bruja

). 15

Céspedes (1999)

El bacalao (Gadus morhua)

Bacalao Gadus
macrocephalus, Theragra
chalogramma "

Rapé blanco (Lophies.
Piscatorius)

Rapé comun (Lophies
budegassa)

Sanjuan (2002)

Rébalo

Pez Dorado (Status aurata)

Cocolin (2000)

Salmén del Atlantico
(Salmo salar)

Trucha (Oncorhynchus mykiss)

Carrera (1999)

Atun (Thunnus thynnus)

| Bonito (Sarda sarda)

Rebién (1999)

Trucha arco iris (Salmo
irideus)

Trucha asalmonada (Salmo
trutta)

Sajedi (2003), Carrera
(1999)

Lenguado (Solea solea)

Platija europea (Pleuronectes
plateas, Platichthys flesus)

Céspedes (1998)
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Pez dorado (sparus
aurata)

Dicentrachus librax, umbrina
cirrosa)

Cocolin (2000)

Huso huso (Caviar
Beluga), Acipenser
stellatus (Caviar
Sevruga) y Acipenser
gueldenstaedti (Caviar
Osietra)

Otras huevas

Wolf (1999)

Hueva de lisa

Otras huevas

Hsieh (2000)

Caracol (Helix pomata)
scargots

Cualquier especie de
caracol

Abdulmawjoad (2001)

Frutas

Jugo de naranja

Jugo de mandarina 5

Popping (2002)

Productos procesados
como yogurt,
mermelada, gelatina y
bebidas

Popping (2002)

Alimentos modificados genéticamente
Puré de jitomate Trans&énico de Flavr Popping (2002)
Savr™ jitomate *°
Productos de Maiz Maiz transgénico Popping (2002)

Soya

Soya transgénica

Popping (2002)

Fuente: Elaboracion propia con datos de ios autores mencionados.
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13.1 Caracteristicas de algunas especies que pueden ser adulteradas.

Como se menciono anteriormente la identificacion de especies de pescado atendiendo
a criterios morfolégicos es posible cuando estas conservan intactas sus caracteristicas
anatomicas esenciales. Sin embargo hoy en dia el pescado es procesado antes de su
venta al consumidor, lo que limita su identificacion. Es por ello que la técnica de PCR y
sus técnicas complementarias antes mencionadas (Secuenciacion, RFLP, RAPD y

SSCP) juegan un papel muy importante debido a su gran especificidad.

Debido a la gran variedad de especies de pescado que se comercializan en el mundo,
muchos autores han analizado esta rama de los alimentos gracias a la gran
disponibilidad de secuencias gendmicas en sistemas bioinformaticas que facilitan su
analisis por medio de la técnica de PCR, logrando con ello la identificacion y
autentificacion de alimentos, no importando su forma de consumo (filetes, enlatados,
productos cocidos, etc).

Como veremos a continuacion existen algunas variedades de pescado que pueden ser
sujeto de adulteracién debido a la gran similitud que tienen con otras especies y al
menor costo que estas pueden tener, asimismo se daran a conocer sus caracteristicas
morfologicas asi como la especie con la que es adulterada para posteriormente
presentar la metodologia a seguir para la identificacion de algunas de estas especies

por medio de la técnica de la polimerasa.

13.1.1_Lenguado

El lenguado comun (Solea solea), pertenece a una de las muchas de las especies de
peces planos que viven en océanos tropicales y subtropicales. Al igual que otros peces
planos, el lenguado es ovalado, aplanado por los lados y posee una boca dentada con

labios protractiles. Se reproduce de Mayo a Agosto y las larvas libres no son planas,
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sino que se parecen a los otros peces y nadan en posicion vertical. Tras algunas
semanas, los ojos se desplazan hacia un lado del cuerpo, que se aplana a su vez. El
pez pasa a vivir junto al fondo a partir de ese momento y nada apoyandose sobre su
vientre plano, adoptando su caracteristica posicion horizontal. Debido a esto, el ojo
izquierdo, que corresponde al lado que esta en contacto con el fondo, migra al lado
derecho de la cabeza en las primeras fases de su desarrollo, y los pocos dientes que
tiene en su boca pequena y torcida se desplazan al lado ciego , como se muestra a

continuacion:'?

Figura 18. Lenguado

Tiene un delicado sabor y textura muscular. Debido a su alto costo, popularidad y
demanda, los filetes de lenguado son altamente susceptibles a sustituciones usando
especies de pescado de menor valor. Consecuentemente, hay gran necesidad de
detectar malos etiquetados o sustitucion fraudulenta de especies de pescado de menor
valor. Esta especie puede ser adulterada con especies de Platija Europea

(Pleuronectes plateas) y Platija (Platichthys flesus) *°.
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13.1.2 Bacalao

Como bacalao, conocemos a una de las cerca de 60 especies de una familia de
valiosos peces comestibles. El bacalao vive sobre todo en mares frios o templados del
norte de México, a profundidades de entre 180 y 600 m, y emprenden largas
migraciones. Muchos viven cerca del fondo. El bacalao comun tiene tres aletas
dorsales, dos anales, una cola no bifurcada y un pequeno barbelo en la mandibula
inferior. Por lo general son de tamafo moderado, pero pueden llegar a pesar hasta 90
kg. y a medir 1.8 m de largo. De color gris verdoso a castano negruzco, y en ocasiones
rojo, tiene un dibujo veteado en la cabeza, el dorso y los costados. Es un depredador
voraz, y se alimenta de arenques, anguilas y otros peces de aguas poco profundas. Y

se esquematiza de la siguiente manera:

Figura 19. Bacalao

El bacalao es apreciado por su carne y como fuente de aceite de higado de bacalao.
Otras especies de importancia comercial incluyen el abadejo, el bacalao del Pacifico,
muy apreciado por los japoneses y el eglefino. Este Gltimo, en particular, ha sido sobre
explotado por las redes de arrastre de los grandes barcos factoria >,

El bacalao (Gadus morhua) puede ser adulterado con Gadus macrocephalus y
Theragra chalogramma. Este problema se da principalmente en su presentacion

enlatada o en algunos aceites '"°.
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13.1.3 Rape

Estos peces alcanzan mas de 1.5 m de longitud. Viven en el fondo oceanico, y se
arrastran por él (mediante unas aletas pectorales modificadas) para buscar alimento.
Con su boca enorme y su estomago extensible, un rape puede engullir otro pez de su

mismo tamario '**. Sus caracteristicas principales se muestran a continuacion:

Figura 20. Rape

Los pescados Rape cuyos nombres cientificos son Lophies budegassa (Rape comun) y
L. piscatorius (Rape blanco) del noreste del Atlantico son morfologicamente
indistinguibles. El pescado L. piscatorius en fresco, refrigerado o congelado es algunas
veces etiquetado como L. budegassa, debido a la gran popularidad y alta demanda de
consumo de estas especies. La identificacion de estos productos usando criterios no
morfologicos es necesaria para evitar la sustitucion de especies y para contribuir a la

calidad de estos productos de una higiene sanitaria ™.

13.1.4 Robalo y Pez Dorado

En la dltima década, la produccién de pescado en el Mediterraneo se ha multiplicado y
varias especies de importancia econémica como el Rébalo y el pez Dorado o pargo han
aumentado notablemente. Como consecuencia hubo gran expansion global de estas
especies ademas de incrementar el conocimiento del consumidor de productos de

calidad. Un aspecto de interés comercial es la dificultad de distinguir entre filetes de
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especie similar para prevenir sustituciones fraudulentas con especies de menor valor '®
¥ A continuacion se presenta en dos de sus presentaciones (entero y en filete) y en

este Ultimo se da mayormente la adulteracion.

Figura 21. Robalo

13.1.5_Salmon

Salmon, nombre comun de peces caracterizados por tener un cuerpo alargado cubierto
por pequefias escamas cicloideas (redondeadas y con bordes lisos) y una aleta adiposa
(carnosa) entre la aleta dorsal y la cola. Estos peces pertenecen a una familia cuyos
miembros, en su mayor parte, son muy apreciados por los pescadores deportivos y por
su carne. Viven tanto en agua dulce como en agua salada en las regiones mas frias del
hemisferio norte. Muchos regresan del mar a los rios para desovar, y las crias emigran
de las corrientes de agua dulce al mar una vez que alcanzan la madurez. El instinto
migratorio de los miembros de la familia del salmén es muy especifico, y cada
generacion regresa a desovar al mismo lugar donde desovd la generacion anterior
(véase Migracién animal). Incluso las especies que no migran del agua dulce al agua
salada desovan en las mismas corrientes de agua dulce que sus antecesores. El area
de desove de estos peces suele ser una corriente rapida y clara con fondo de grava y

rocas %.
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Figura 22. Salmén

Dos especies de la familia del salmonidae, Oncorhynchus y Salmo son importantes y
frecuentemente son usadas para productos ahumados en los cuales las caracteristicas
externas son modificadas, la trucha (Oncorhynchus mykiss) y el Salmén del Atlantico
(Salmo salar) difieren en valor, de los cuales es mas barata la trucha y por tanto es un
adulterante en los productos de Salmon. La principal presentacion en la que se puede
dar la sustitucion de esta especie por otra, es en el caso del ahumado o como pasta

fina "
13.1.6_Atdn y bonito

El bonito (Sarda sarda) es un pez de aguas templadas y tropicales, muy codiciado y
pescado como alimento en la costa este del Pacifico, la zona tropical del Atlantico, la
region del Mediterraneo y en torno a Australia. Emparentado con el atun (Thunnus
thynnus) y la caballa, el cuerpo del bonito tiene forma hidrodinamica y es de color azul
plateado con diminutas escamas y dos aletas dorsales. La aleta dorsal trasera y la aleta
anal van seguidas de varias aletas pequenas. Puede pesar hasta 10 kg. y alcanzar una
longitud de mas de1 m. Debido a esta similitud el atin es adulterado con esta especie

"2 A continuacién se puede observar algunas de sus diferencias fisiologicas:
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Bonito del Atlantico Atin
Figura 23. Atin y Bonito

El bonito tiene un precio de importancia mas bajo que el Atdn, por lo que se sospecha

que parte del atin en conserva se sustituye con bonito en lugar de atan *'.
13.1.7 Merluza

La merluza peruana es un recurso hidrobiolégico en plena explotacién, de importancia
economica y social, especialmente para la costa norte del Perd. La similitud morfolégica
observada entre distintas especies de merlucidos, dificulta su distincion, para
determinar la estructura poblacional en base a diferencias morfologicas. Se ha asumido
la existencia de un solo stock de merluza en el Per(, y en base a este criterio se
realizan las acciones de gestion pertinentes (tasa de captura, periodos de veda)
recomendadas por el Instituto del Mar del Perd. La propuesta de la hipétesis de los dos
stocks de merluza, plantea un problema en la gestion del recurso. La expresion de los
caracteres fenotipicos (talla, tiempo de madurez, régimen alimentario, coloracion,
morfologia, otros) se modifican o cambian durante el ciclo vital del individuo debido a
que depende de diversos factores. En cambio el genoma del individuo es constante
durante su ciclo vital. Usadas a nivel poblacional se agrupan variantes genéticas, las

cuales pueden ser usadas como grupos de parentesco en la determinacion de la

107



ALIMENTOS QUE PUEDEN SER SUJETO DE ADULTERACION

estructura poblacional de peces es la region hipervariable del DNA "%, Su figura se

muestra a continuacion.

Figura 24. Merluza
13.1.8 Caviar

El caviar de esturion en uno de los productos mas exclusivos y costosos de los
productos pesqueros. Debido al creciente interés y a la gran sobre pesca de las tres
especies de esturion comercial: Huso huso (Caviar Beluga), Acipenser stellatus (Caviar
Sevruga) y Acipenser gueldenstaedti (Caviar Osietra), en 1998 estas especies fueron
catalogadas en el Apéndice |l de la Convencion de Comercio Internacional en especies

en peligro de flora y fauna silvestre (CITES) 2% %%

Las tres especies antes mencionadas de caviar son particularmente vulnerables debido
a la gran demanda de sus huevos. Como resultado, el tamafo de la poblacion de
especies de esturién comercial ha caido dramaticamente durante los pasados afios y se

ha sugerido que la oportunidad de supervivencia del esturién puede ser en cautiverio .

Tradicionalmente los comerciantes identificaban el caviar en crudo con factores tales
como el tamario del huevo, la apariencia, el olor, la textura y el color de la hueva pero
recientes estudios han demostrado que con estas medidas es facil de ser adulteradas lo

que llevé a la identificacion por medio de técnicas de Biologia molecular como PCR .
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Finalmente, se puede decir que la principal forma en que se presenta la sustitucién o
adulteracion de especies pesqueras con otras de menor valor y caracteristicas

similares, son en el procesado como el ahumado, enlatado o en forma de filete.

13.1.9 Especies carnicas

Uno de los productos mayormente adulterados es la carne y productos carnicos con
especies alternativas de menor costo. La sustitucion de la carne ha sido un problema a
lo largo de los afios debido a la similitud en color y textura. Por ejemplo, la carne de
cerdo es una fuente potencial para la adulteracion de carnes de alto valor, tales como la
de la carne de res y de cordero '®% %1,

Debido a la demanda de los productos carnicos, en la actualidad algunos productores
han recurrido a la extension proteica de los embutidos mediante la adicion de proteinas
de origen no carnico (soya) disminuyendo con esto el costo de produccion; la adicion de
estos componentes son, en muchas ocasiones, no permitidos por las normas de
calidad, ya que se asegura la obtencion de un producto con mayor volumen pero con
menor cantidad de carne empleada. Es por ello que la autentificacion de la carne es
importante por mas de una razon: para identificar la presencia o ausencia de especies
de alto costo y para elegir un grupo étnico donde el consumo de carne de cerdo (ej.
ciudades arabes) o de res (ej. India) son prohibidas por religion o salud. Para
contrarrestar esta problematica varios métodos de deteccion estan siendo usados tal
como la técnica de PCR y sus técnicas complementarias (Secuenciacion, RFLP, RAPD,
SSCP). Estas técnicas son aplicadas dependiendo del analisis que se quiera realizar.
Por ejemplo, si se quiere saber la presencia o ausencia de la carne de cerdo se usa
PCR, por otro lado si se quiere saber cual especie esta presente, RFLP es la mas

aplicable * 3879,
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13.1.10 Alimentos modificados genéticamente

Otro de los productos que se deben identificar son los alimentos modificados
genéticamente que, desde 1996, pueden ser encontrados sobre estantes en ventas al
por menor. El primer producto fue el puré de jitomate transgénico de Flavr Savr™. Poco
después se obtuvieron productos que contenian maiz o soya transgénica. Para
identificar su presencia, sistemas de cebadores (primers) han sido disefiados los cuales
son elemento blanco gque normalmente no son homologos, como por ejemplo los
promotores o los terminadores de origen viral o bacteriano. En suma, la preocupacion
de los consumidores y de los activistas ha sido legislar el correcto etiquetado de los
productos transgénicos, y debido a ellos en E.U. se demanda la regulacion del
etiqguetado de productos que presenten mas del 1% de material genético, y por otro lado
en México no existe legislacion que regule esta practica por lo que no se tiene un

control -85,
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14. Condiciones de amplificacion de especies alimentarias analizadas por PCR.

Como pudimos ver, muchas son la especies que pueden ser adulteradas debido a que
tienen similitud con otras especies ya sea del mismo genero y/o variedad por lo que se
dice son filogenéticamente similares. Aunque en la actualidad muchos paises europeos
han realizado trabajos de autentificacion de especies de pescado gracias a las amplias
bases de datos disponibles, en ocasiones es imposible de llevar a cabo ya que hay
muchas especies de pescado de las que no se conoce ninguna secuencia y por otro
lado su también escasa utilizacion en la identificacion de especies de carne de las que
si existe mayor informacién en las bases datos podria justificar lo poco que se ha
utilizado la técnica de PCR en especies carnicas y algunas otras variedades de
pescado.

El uso de primers especificos de especie en la PCR es un método rapido para la
identificacion de muestras y puede también ser Gt par poder reconocer
simultdneamente varias especies. Pudiendo detectar la sustitucion de carnes mas
baratas de las costosas y en donde la deteccion cualitativa de mezclas puede ser
posible. Obviamente el conocimiento previo de la secuencia es necesario para un buen
diseno de los primers.

Cuando la PCR es realizada sin primers especificos de especie, algunas técnicas
secundarias son necesarias realizar. Secuenciando los productos de PCR, producira
una cantidad de informacién relativamente grande, requiriendo una buena capacidad de
manejo de datos. Los analistas de RFLP para los productos de PCR han sido
extensamente usados para la diferenciacidn de especies ya que un simple par de
primers puede producir un fragmento que puede ser usado para la identificacion de
multiples especies con utilizaciéon de enzimas de restriccion.

Como veremos a continuacion, muchas especies de pescado han sido identificadas por
medio de los andlisis por PCR y en algunos casos con la ayuda de una técnica

complementaria como lo son las técnicas de Secuenciacién y RFLP que han sido
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mayormente empleadas es este tipo de alimentos. Alternativamente se presenta la
metodologia a sequir para la identificacion de algunas especies carnicas que han sido
realizados. Dicha metodologia presentara la region amplificada y, en algunos casos, las

enzimas de restriccion empleadas para un analisis de RFLP.

14.1 Especies de Atun

Cuadro 5. Analisis de PCR en especies de atun.

ESPECIE REGION PRIMERS ANALISIS
COMPLEMENTARIO
* Analisis de SSCP
Albacore (Thunnus 5 — AAA CTG CAG mezclando un fragmento
alalunga) » Citocromob | CCC CTC AGA ATG | del DNA amplificado con
ATATTT GTC CTC A | una solucién
Atun aleta amarilla -3 desnaturalizante.

(Thunnus albacares)
5 - GCT GGT ACC | * Realizar electroforesis
Skipjack tuna TCT ACA AAG AAA en gel de polilacrilamida
(Katsuwonus pelamo) CAT GAAACA -3

Atun aleta azul
(Thunnus thynnus)

Caballa fragata (Auxis
thazard)

Atun pequeno
(Euthynnus
alleteratus)

Bonito (Sarda sarda)

Atun bigeye
(Thunnnus obesus)

Fuente: Hartmut Rebién, lanm (1999)%
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14.2 Especies de Trucha arcoiris

Cuadro 6. Analisis de PCR — RFLP en trucha arcoiris.

ESPECIE | REGION PRIMERS ANALISIS COMPLEMENTARIO
NDs/s: * Analisis de RFLP
ND_:5 - TCATCC * Endonucleasas de restriccion (Acc
ATT GGT CTT AGG AACC ||, Alul, Del I, Eco RI, Hha |, Hind III,
-3 Hpa Il, Mn II, Msp |, Nci |, Nla 1V, Itag
Tm =62°C 1) y los fragmentos de NDs por 10
D- loop endonucleasas de restriccion (Alu |,
Trout NDg: 5 - CAA CGG TGG Ava |, Ava ll, Ban Il, Bst NI. Hae I,
Rainbow TTCTTC AAGTCA-3 Hgic Il, Hinf I, Nia IV, Nsp BII, Pst I,

Tm =62°C

tRNAy,-12SrRNA-
tRNAphe-D-loop-tR-
NApro-rRNAtyr-300pb de
gencytb

DLyv: 5 - GTG ACC CGA
TTT GCA CGG -3’
(Tm = 58°C)

DLg: 5' - CTA CGA TCC
ATC CCC AAC -3'
(Tm = 56°C)

Los primers son
sintetizados con AB1391
DNA sintetasa """

Rsal, Scrfll, Tag | y Xho I).

Fuente: R.H. Sajedi, S.Aminzadeh. H. (2003) "

113




Cuadro 7. Analisis de PCR —RFLP en esge::ies de trucha.

CONDICIONES DE AMPLIFICACION

ESPECIE REGION PRIMERS ANALISIS
COMPLEMENTARIO

Oncorhynchus keta L14735 * Analisis de RFLP
O.Kisstch 5'-aaa aac cac cgt tgt | * Digerir con las siguientes
O.gorbuscha tct tca act a-3’ endonucleasas de restriccion:
O.nerka Dde I, Nla lll, Hae Ill, Bsp
O.tschawytscha H15149 128GlI, Eco RIl, Sau3A I.
O.mykiss Citocromo b | 5'-gct cct cag cat gat

Salvelinus alpinus
Salvelinus fontinalis

Salmo trutta
Salmo salar

att tgt cct ca-3'

Fuente: Valerie (2000)

14.3 Salmon del Atlantico

Cuadro 8. Analisis de PCR-RFLP en Salmon del Atlantico.

ESPECIE REGION PRIMERS ANALISIS COMPLEMENTARIO
* Analisis de RFLP
Salmon del 16S — 1: 5'-CAC * Digerir los productos de PCR con
atlantico CAC AAC ATA CAT | las siguientes endonucleasas Hpal y
(Salmo salar) | Citocromob | ACCC -3 Bst Ell.
Trucha 16S - 2: 5-CGT
arcoiris TAA ACC CAT AGT
(Oncorhynch CAC AG-3
| us mykiss)

Fuente: E.Carrera.T.Garcia (1999)
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14.4 Filete de pescado

Cuadro 9. Analisis de PCR-RFLP en filete de pescado.

ESPECIE REGION PRIMERS ANALISIS COMPLEMENTARIO
* Analisis de RFLP
Dicentrachus *Digerir con las siguientes
labrax L 5 - CCA TCC | endonucleasas: Alu I, Hae Ill, Hinf.
AAC ATC TCA |/ Mboll, Nialll, Rsal, Taq l.
Sparus aurata L GCA TGA TGA AA

Citocromob |-3'
Umbrina cirrosa L
5 = GCE GTC
Dentex dentex L AGA ATG ATATTT
GTCCTCA-3

Fuente: L.Cocolin, E.D'Agaro.M. (2000) °

14.5 Especies de pez planos

Cuadro 10. Analisis de PCR-RFLP en especies de pez plano.

ESPECIE REGION PRIMERS ANALISIS
COMPLEMENTARIO
* Analisis de RFLP

Lenguado (Solea solea) 5' - ccatcc aac atc * Digerir con las
Platija Europea tca gcatgatga ca- | siguientes endonucleasas
(Pleuronectes platessa) | Citocromob | 3' de restriccion: Hinfl, Nci |,
Platija (Platichthys Sau 3A |
flesus) 5'- cce cte aga atg

atattttgtctca -3’

Fuente: Céspedes (1998)"
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14.6 Diferentes especies pesqueras.

Cuadro 11. Analisis de PCR-RAPD en diferentes especies de pescado.

ESPECIE REGION PRIMERS ANALISIS
COMPLEMENTARIO

Baramundi (Lates * Analisis de RAPD
calcarifer)
Perca del Nilo (Lates
niloticus)
John dory (Zeus
faber) Citocromo b | 5" - gga aac agc tat

Silver dory (Cyttus
australis)

Mirror dory
(Zenopsis nebulosis)
Warty oreo (Allocttus
Verrucosus)

Spiky oreo
(Neocyttus
rhomboidalis)
Smooth oreo
(Pseudocyitus
maculates)

gaccatg-3'

Fuente: Lina Partis (1996)™
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14.7 Diferentes especies de caviar.

Cuadro 12. Analisis de PCR-RFLP en especies de caviar

ESPECIE REGION PRIMERS ANALISIS
COMPLEMENTARIO

Beluga (Huso huso) * Andlisis de RFLP

* Digerir con las siguientes
Sevruga (Acipenser endonucleasas: Nla lll, Rsa |,
stellatus) Sspl, Tru 91, 10 U de cada

L14735: 5 - AAA enzima, por 1-2 horas.

Osietra (Acipenser Citocromo b | AAC CAC CGT TGT

gueldenstaedti)
A.schrencki
A.nacari
A.nudiventris
A.persicus
A.ruthenus
A.baerii

A.sturio

TATTCA ACTA-3

H15149: GCC CCT
CAG AAT GAT ATT
TGTCCTCA-3

FUENTE: Christian Wolf,

_Philipp Hubner. (1999) ™
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14.8 Scargots

Cuadro 13. Analisis de PCR en scargots.

ESPECIE

REGION

PRIMERS

Helix pomatia

Helix lucorum

12S rRNA

12SAl
5'-aaa cta gga tta gat acc cta tta t-3’

12SBI
5'-aag agc gac ggg cga tgt gt-3'

UNI 128-I
5'-atc ttt agg gga act tac-3'

UNI 128l
5'-ata act att act ttt aag tcc-3'

16S rRNA

16 SAR

5'-cgc ctg ttt aac aaa aac at-3'

16 SBR

5'-ccg gte tga act cag atc atg t-3'

UNI 16S-15'-gtg caa agg tag cat aat cac-3'UNI 16S-II
5'-cct att aaa att atg ctg tta tcc-3'

16 SAR/

5'-cgc ctg ttt aac aaa aac at-3'

Pom-sp
5'- cgc ctg ttt aac aaa aac at-3'

16 SAR/
5'-cga aaa aat gtg cta aga cag-3’

Luc-sp
5'-gtc ttc tcg tet tit tta gc-3

Citocromo b

Cytb-|
5'-cca tce aac atc tca gea tga tga aa-3'

Cytb-II
Ccc ctc aga atg ata ttt gtc ctc a-3'

Fuente: Abdulmawjood A (2001)’
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14.9 Diferentes especies de carne.

Cuadro 14. Analisis de PCR en carne de Sovino.

ESPECIE

REGION

PRIMERS

Vaca

Citocromo b

5 - TGT ACG AAG AAATGT GCG G -3’

5 - TCA ATG CAAAGG ACAAGC CTGC -3

FUENTE: Gouli, Zhang. (1999)

Cuadro 15. Analisis de PCR en ovino, bovino, porcino v pollo.

ESPECIE REGION PRIMERS
Pollo: 5'- ggg aca ccc tce ccc tta atg aca — 3’
Pollo Citocromo b 5' — gga ggg ctc gaa gaa gga gtc - 3'
Bovino
Ovino Bovino: 5'- gcc ata ctc tcc ttg gtg aca -3
Porcino 5'- gta ggc ttg gga ata gta cga -3’

Porcino: 5'- gcc taa atc tcc cct caa tgg ta -3
5'- atg aaa gag gca aat aga ttt teg -3’

Ovino: 5'- tta aag act gag agc atg ata -3'
5'- atg aaa gag gca aat aga ttt tcg -3'

FUENTE: Laniff. S. (2000)
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Cuadro 16. Analisis de PCR en cabra, ganado vacuno, oveja, cerdo, pollo.

ESPECIE REGION PRIMERS
Primer en comun SIM
Cabra 5'-gac ctc cca gct cca tca aac atc tea tet tga tga aa-3'
Pollo Cabra
5'-ctc gac aaa tgt gag tta cag agg ga-3'
Ganado vacuno Citocromo b

Oveja

Cerdo

Pollo
5'-aag ata caga tg aag aag cat gag gcg-3’

Vaca
5'-cta gaa aag tgt aag acc cgt aat ata ag-3'

Oveja
5'-cta tga atg ctg tgg cta ttg tcg ca-3'

Cerdo
5'-gct gat agt aga ttt gtg atg acc gta-3'

Caballo
5'-ctc aga ttc act cga cga ggg tag ta-3'

Fuente: Matsunaga (1999}“'

Cuadro 17. Analisis de PCR-RAPD en cerdo, res, cordero, pollo, pavo

ESPECIE REGION PRIMERS ANALISIS
COMPLEMENTARIO

Cerdo OPL-04 Analisis de RAPD

Res 5'-gac tg caca c-3'

Cordero Citocromo b

Pollo OPL-05

Pavo 5'-acg cag gca c-3'

Fuente: Saez R. (2004)°
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14.10 Champinones

Cuadro 18. Analisis de PCR-RFLP en champinones.

ESPECIE REGION PRIMERS ANALISIS
COMPLEMENTARIO
ITS1 * Analisis de RFLP
5'-tcc gta ggt gaa cct | * Digerir con las siguientes
gctg-3' endonucleasas de restriccion:
Flammulina 5.8S rDNA vy Dra |, Fak I, Hae I, Mbo Il. Nla
velutipes una porcion | ITS4 IV,
del 28S | 5'-tcc tcc get tat tga
rDNA tat ge-3'

Fuente: Palapa (2002)°
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CONCLUSIONES

De acuerdo a toda la informacion anterior concluyo que los analisis de identificacion y
autentificacion de especies que utilizan técnicas de Biologia molecular empleando
acidos nucleicos, en especial la técnica de Reaccion en Cadena de la Polimerasa
(PCR), ofrecen mayores ventajas que las que utilizan proteinas para su estudio. Dichas

ventajas pueden ser resumidas en tres puntos:

1) Es una técnica poderosa y especifica lo que permite la deteccion de especies a
partir de cantidades muy pequefias de muestra.

2) Debido a que los acidos nucleicos y en particular el DNA mitocondrial es una
molécula mas termoestable que las proteinas permite su aplicacion en alimentos
procesados termicamente.

3) El DNA mitocondrial (mtDNA) ha sido preferido en estos estudios con respecto al
DNA nuclear (nDNA) debido, entre ofras cosas, a una mayor variabilidad
intraespecifica, lo que permite mayor posibilidad de reconocer diferencias aun entre
especies filogenéticamente cercanas; puesto que existen cientos de copias por cada
célula; el conocimiento de la organizacion y la amplia disponibilidad de secuencias

de las principales especies.

En lo que se refiere al ambito pesquero se han abierto grandes alternativas de estudio
puesto que existen gran variedad de especies comercializadas en todo el mundo, lo
cual ha facilitado la adulteracion de especies de alto valor econdmico con especies de
menor valor, engafiando con esto al consumidor el cual tiene todo el derecho de saber
qué es lo que consume. Por tal motivo la técnica de PCR es muy util gracias a que
puede identificar una posible adulteracion de especies incluso si estan relacionadas
filogenéticamente con la ayuda de técnicas complementarias como la secuenciacion y

el RFLP. Estas técnicas son muy rapidas, seguras y no requieren de grandes
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cantidades de muestra lo que facilita a los analistas su aplicacion tanto en la industria

como en los laboratorios.

Es importante hacer notar que en Europa, EEUU y algunos paises desarrollados se han
establecido algunas normas y estatus que regulan la correcta elaboracion de productos
pesqgueros, sienda ademas los que mayor numero de trabajos de identificacion y
autentificacién de especies por medio de la amplificacion de regiones especificas del
DNA mitocondrial utilizando la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) ha
realizado y por otro lado los hechos reales indican que en México, el panorama es aun
mas complicado por tratarse de un pais en desarrollo terriblemente dependiente de lo
econémico por lo que no existe informacion publicada de trabajos que utilicen estas
técnicas en productos pesqueros, lo que abre un panorama importante de posibilidades
para los interesados en este campo de la Biotecnologia, ya que nuestro pais cuenta con
gran variedad de especies pesqueras que se comercializan y consumen, tal es el caso
de especies como el guachinango, bacalao, lisa, mojarra, etc., los cuales deben ser
etiquetados correctamente en la cual la informacién deba ser clara, veridica, suficiente y

no debe generar confusién al consumidor.

Es necesario que en nuestro pais se reconozca y emplee la técnica de PCR
amplificando el DNA mitocondrial en este tipo de trabajos que permita asegurar el
correcto etiquetado de los productos, la evidencia de una posible adulteracion, la
correcta asignacion de una denominacion de origen, etc. Todo esto concretando en
mejores practicas de control de calidad en productos que se comercializan y consumen
en México y es aqui donde el Ingeniero en Alimentos, como practicante activo de las
cadenas agroindustriales alimentarias para la produccion y distribucion de alimentos, no
debe permanecer indiferente ante esta problematica sino al contrario debe adoptar una
actitud de ética leal no permitiendo que se cometan este tipo de practicas fraudulentas,
mas aun puede ser el encargado de realizar analisis de autentificacion por medio de la
técnica de la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR).
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ANEXO 1

ETIQUETADO DE ALIMENTOS EN LA COMISION DEL CODEX ALIMENTARIUS
(CODEX)

Por Ellen Matten, analista de politica internacional, Oficina de Estados Unidos del CODEX

El comercio internacional de alimentos aumentd drasticamente durante el siglo XX. Al mismo tiempo, los
paises adoptaron de manera independiente conjuntos diferentes de leyes y normas. causando

impedimentos en el comercio que han sido la preocupacion creciente de los comerciantes de alimentos.

Como resultado de esas preocupaciones, dos organizaciones de las Naciones Unidas, la Organizacion
para la Agricultura y la Alimentacion (FAO) y la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), crearon en
1962 la Comision del Codex Alimentario. Los organizadores pensaron que si todos los paises
armonizaban sus leyes sobre alimentos y adoptaban estandares internacionales, estas cuestiones
podrian ser encaradas de manera natural. Imaginaron que debido a la armonizacion habria menos
impedimentos al comercio y un movimiento mas libre de productos alimentarios entre los paises, lo gue
beneficiaria a los agricultores y a sus familias y ayudaria a reducir el hambre y la pobreza. El Codex se
ha convertido en el principal mecanismo internacional para alentar el comercio internacional justo de

alimentos y al mismo tiempo promover |a salud y los intereses de los consumidores.

El Codex tiene una importancia especial en el siempre creciente mercado mundial de alimentos. Las
ventajas de tener normas universales uniformes para proteger a los consumidores son evidentes. Las
normas del Codex se han convertido en el patron de referencia contra las cuales se evaluan las medidas

y normas nacionales alimentarias dentro de los parametros legales.

La Comision del Codex Alimentarius creé en 1965 el Comité Codex de Etiquetado de Alimentos. La
comision reconocio que el etiquetado de alimentos es el medio primario de comunicacion entre el
productor y el vendedor de alimentos por un lado y el comprador y el consumidor por el otro. El comité
trata de resolver cuestiones dificiles cuando sistemas multiples de etiquetado pueden causar obstaculos
al comercio. Las cuestiones actualmente ante el comité incluyen las etiquetas de pais de origen, el

etiguetado de alimentos derivados de la biotecnologia moderna y las etiquetas enganosas de alimentos.
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Etiquetas del pais de origen

Muchos paises tienen el requisito de etiguetas de "pais de origen” para productos gue se venden en esos
paises. En la Norma General del Codex para el Etiquetado de Alimentos Preempacados actual hay un
requisito de etiqueta de pais de origen cuando su omision podria ser mal interpretada o enganar al
consumidor. La mayoria de los paises, incluso Estados Unidos, han adoptado requisitos normativos para

las etiquetas de pais de origen de los alimentos.

Expandir los requisitos de etiquetas de pais de origen para que incluyan ademas del origen del alimento
el origen de los ingredientes del alimento es particularmente problematico para algunos paises. Los
proveedores pueden conseguir los ingredientes en diferentes paises, de fuentes distintas y durante las
distintas épocas del ano o de paises multiples y debido a ello sus origenes podrian estar mezclados. Las
variaciones en la disponibilidad de ingredientes asi como su calidad afectan las decisiones de uso y
manufactura por parte de las companias de alimentos. A los productores de ingredientes, corredores,
productores y procesadores de alimentos se les exigiria que segregaran ingredientes de distintos paises
para asegurar la conformidad completa con los requisitos de origen de los ingredientes y mantener una
miriada de etiquetas que correspondan a todas las mezclas o combinaciones posibles de fuentes de
ingredientes. Debido a esto, la tarea de armonizacion internacional de las reglas de origen se ha venido
realizando durante varios anos en la Organizacion Mundial del Comercio (OMC), con la asistencia técnica
de la Organizacion Mundial de Aduanas, como parte del Acuerdo de la OMC sobre Reglas de Crigen

concluido en 1994 %°,
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GLOSARIO

Aminoacido: Unidad monomérica fundamental de las proteinas. Existen 20 tipos
diferentes.

Anticodon: Una secuencia especifica de tres nucledtidos en un RNA de transferencia
(tRNA), complementario a un codén (también tres nucledtidos) para un aminoacido en
un RNA mensajero.

Apareamiento: Proceso por el cual los pares de bases complementarios en las hebras
de DNA se combinan.

Célula haploide: Una célula que contiene solamente un juego o la mitad del nimero
habitual (diploide) de cromosomas.

Célula somatica: Cualquier célula del cuerpo de un organismo con excepcion de las
células germinales.

Clon: Una réplica genética exacta de un gen especifico o de un organismo.

Clonacion celular: Proceso de multiplicacion de células genéticamente idénticas, a
partir de una sola célula.

Clonacion de genes: Técnica que consiste en multiplicar un fragmento de DNA
recombinante en una célula huesped (generalmente una bacteria o una levadura) y
aislar luego aislar las copias de DNA asi obtenidas.

Clonaciéon molecular: Insercién de un segmento de DNA ajeno, de una determinada
longitud, dentro de un vector que se replica en un huésped especifico.

Codificacion: Proceso de convertir el disefio organico de un programa en una
representacion detallada o precisa del mismo, en un lenguaje adecuado.

Coddn: Un triplete de nucledtidos (tres unidades de acido nucleico seguidas) que
codifica para un aminoacido o una sefal de terminacion.

Dimero: Especies moleculares formadas por la union de dos moléculas iguales.
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DNA complementario (cDNA): Un DNA de cadena simple que es complementario a
una cadena de mRNA. El DNA es sintetizado in Vitro por una enzima conocida como
transcriptasa inversa. Luego, una segunda cadena de DNA es sintetizada por la enzima
conocida como DNA polimerasa.

DNA polimerasa: Una enzima que sintetiza una cadena doble de DNA. Lo logra
catalizando la adicion de residuos de deoxirribonucleodsidos al extremo 3' de la cadena
de DNA comenzando a partir una mezcla de las bases trifosforiladas apropiadas, las
cuales son dATP, dGTP, dCTP y dTTP. Esta reaccion quimica es reversible y, por lo
tanto, la DNA polimerasa también funciona como exonucleasa.

DNA recombinante: término que se usa en la tecnologia aplicada para obtener
moléculas de DNA hibridas, por ejemplo, provenientes de diverso seres vivos.

Elusién: Liberacion de una sustancia fijada por adsorcion sobre un soporte fijo.

Endonucleasa (enzima de restriccion): Un tipo de endonucleasa que corta el DNA
después de reconocer una secuencia especifica.

Exoén: El segmento de un gen eucaridtico que es transcrito a mRNA, codifica para un
dominio especifico de una proteina.

Genoma: Término que denota a todo el material genético vivo. En un ser humano, por
ejemplo, se refiere a todas las secuencias de todos los cromosomas de una célula.

Haploide: Posesion de la mitad de la dotacion cromosdmica diploide o dotacion
cromosomica completa, como en los gametos maduros.

Heterocigoto: Individuo que tiene dos alelos distintos en uno o varios locus y, en
consecuencia, produce gametos de 2 o mas diferentes tipos.

Hibridacion Southern (Southern Blot): Una prueba que es realizada en muestras de
DNA. Se utiliza la electroforesis en gel para separa los fragmentos de DNA de acuerdo
con su tamanfo y entonces son transferidos a un filtro de nitrocelulosa (blot). Se afiaden
sondas de DNA o RNA etiqguetadas respectivamente, y aquellas que sean
complementarias se uniran por hibridacion con los fragmentos respectivos de DNA en el
fitro. La localizacion de estas sondas radioetiquetadas puede ser interpretada para
determinar la naturaleza del DNA en la muestra analizada.

Hibrido: Vastago de progenitores genéticamente distintos.
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Holoenzima: Sistema enzimatico considerado en su conjunto, constituido por una
fraccion proteica (apoenzima) y otra no proteica (coenzima).

Homocigoto: Individuo que tiene alelos idénticos en uno o varios locus y, en
consecuencia produce gametos de igual tipo.

Interferon: Una familia de proteinas pequenas que estimulan resistencia a virus en las
células.

Intrén: Una secuencia no codificante de DNA en un gen, la cual inicialmente se
transcribe a RNA mensajero y posteriormente es escindida.

Locus: Posicion determinada de un gene en un cromosoma.

Mutacién: Cambio brusco en el genotipo de un organismo, no debido o recombinacion;
material genético que puede sufrir alteracion cualitativa, cuantitativa o de reordenacion.

Primer (cebador): Un fragmento corto de DNA o RNA ligado a u DNA de cadena
simple a partir del cual la polimerasa extiende una nueva cadena de DNA para producir
una molécula doble.

Fuente

http://biotechterms.org
http://www.bioxamara.tuportal.com
http://lectura.ilce.edu.mx.3000
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