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PRESENTACION DEL TRABAJO #

Presentacion del trabajo

La presente tesis es un trabajo experimental que consta de dos partes
fundamentales, la primera corresponde a la parte tedrica que da sustento a la
experimentacion y a los resultados obtenidos y, la segunda es la parte experimental
en la que se detalla el modo en que ha sido realizada la experimentacion (capitulo

3) y los alcances que se tuvieron tras su realizacion (capitulo 4).

La parte tedrica, a su vez, se ha dividido en dos partes para dar mejor consistencia
al texto. En el primer capitulo se describen los salmones (incluyendo otros
pescados) desde el punto de vista biolégico, nutricional, tecnolégico y econémico
con el fin de presentar en forma detallada la razén por la que se utilizo al salmoén
como objeto de identificacion. El capitulo 2 resume el fundamento del método
primordial utilizado en este trabajo, la reaccion en cadena de la polimerasa, en
comparacion con otros métodos analogos de analisis e incluso con métodos
complementarios. Este capitulo tiene el propdsito de fundamentar la razén por la
cual el analisis realizado en este trabajo, es el adecuado para la autenticacion de

alimentos.

Por otra parte, para la mayor comprension del planteamiento de este trabajo se ha
incluido un apartado introductorio que explica la justificacion y los antecedentes del
trabajo realizado. Asi mismo, también se ha apuntado una seccion que reune los

términos técnicos mas utilizados en el texto.

vi
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Resumen

El presente trabajo muestra los resultados obtenidos de la aplicacion experimental
de un método recientemente utilizado en la autentificacion de alimentos, conocido
como la Reaccién en Cadena de la Polimerasa o Polymerase Chain Reaction (PCR).
El método se ha probado para la identificacion de especies enmascaradas bajo
productos de salmén ahumado y enlatado, y se ha probado sobre diversas especies
extranas, lo que ayudd a constatar que los resultados son congruentes con el

objetivo planteado.

Asi pues, este trabajo implicé el disefio de primers especie-especificos y el
planteamiento de un protocolo para RFLP, con el que pudieran diferenciarse
especies filogenéticamente cercanas que, por razones economicas y biologicas,

pudieran ser utilizadas bajo el nombre de salmones procesados.

vii



TERMINOLOGIA ®

Terminologia

Adulteracion: Falsificacion

Amplificado: Producto resultante de la PCR. Fragmentos especificos de DNA ddplex
multiplicados durante la reaccion.

Annealing: Apareamiento, base-pairing. Asociacion de hebras simples complementarias
de DNA para formar una doble hélice.

Autenticar: Reconocer como auténtico a algo. Actualmente se puede utilizar el término
autentificar indiscriminadamente.

BrEt: Bromuro de etidio

DNA diana: DNA molde, plantilla, template, target. Fragmento al que se dirige la PCR,
delimitado por los primers.

Elongacion: Extension, replicacion, polimerizacion: Etapa de la PCR en la gue la DNA
polimerasa amplifica al DNA diana a partir de los primers.

Mapa de restriccion: Representacion de la posicion de los sitios reconocidos por
diversas enzimas de restriccion en la secuencia de DNA analizado.

Nt: Nucledtido(s).

Pb: Pares de bases.

PCR: Polymerase Chain Reaction. Reaccion en Cadena de la Polimerasa. Amplificacion
Génica.

Primer: Cebador, oligonucleétido. Secuencia corta de DNA de cadena simple, que
apareada a una hebra de DNA molde puede ser elongada en su extremo 3" por una DNA
polimerasa.

RFLP: Restriction Fragment Lenght Polymorphism. Polimorfismos de restriccion de DNA.

Sitio de restriccion: Término que describe, en una molécula de DNA, el sitio de accién de
una enzima de restriccion.

Tm: Melting Temperature. Temperatura de fusion.

Variabilidad inter especifica: Variaciones que presentan las secuencias genémicas de
las especies de una familia con especies de otra familias.

Variabilidad intra especifica: Variaciones que presentan las secuencias genomicas

dentro de una misma familia.

viii
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Introduccion

La identificacion de especies de pescados puede ser incierta siempre que las
caracteristicas usuales como forma, tamano y apariencia sean modificadas en el
procesamiento, y s6lo una porcion de musculo esté disponible, lo que implica que
las especies puedan verse idénticas. De ahi proviene el problema de la

identificacion de especies, sobre todo en aquellas de importancia comercial.

Las caracteristicas morfolégicas son por si mismas un reflejo de las diferencias
genéticas, por ello las técnicas analiticas que pueden revelar las diferencias
genéticas a escala molecular seran mas significativas en la identificacion de

especies.

El salmén es una especie importante en el aspecto gastronomico y comercial. En
consecuencia existe mucho interés en la estructura genética de salmén con

respecto a su identificacion, manejo y conservacion.

El salmén que se comercializa en México principalmente es en fresco, aunque
también se comercializa enlatado y ahumado, éste Ultimo habitualmente envasado
al vacio, sin embargo el salmon procesado no se comercializa ampliamente en
nuestro pais, principalmente debido a que no se produce en México por las
condiciones climaticas que nuestro pais manifiesta, y si es asi, su produccion es
estrictamente baja. Los principales productores de salmén son paises de clima frio,
lo que implica que la importacion procedente de Chile, Espana y Canada sea la
principal fuente de comercializacion de salmén (sobre todo procesado), de acuerdo
con las estadisticas presentadas por !a FAO en el ano 2003. Tal circunstancia se
refleja en altos costos de venta debido a la escasez de los productos, a su alto valor
nutritivo y, sobre todo, a la importancia en la rama gastronomica pues se sabe de la
exquisitez que puede ofrecerse en los productos asociados al salmén, como lo
senala E. Rehbronn (1989).
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El pescado con mayor semejanza al salmén que si es cultivado en nuestro pais es
la trucha, principalmente trucha arco iris, aunque también es posible conseguir
trucha asalmonada, la cual manifiesta gran parecido con el salmon por el color rojo-
naranja de sus tejidos, sin embargo el color es adquirido en los criaderos debido al
tipo de alimentacion que se les suministra. B. Popping, e |. M. Mackie advierten que
es comdn encontrar a la trucha arco iris enmascarada como una especie mas cara
-tal vez mas que la trucha asalmonada-, puesto que cuando se cultiva en el mar
suele desarrollar una apariencia plateada que anima a los vendedores a sustituirla
por salmén. Asi pues, esta Gltima ha podido ser utilizada para elaborar salmén
ahumado, que cominmente deberia ser salmén del Atlantico, contrariamente a lo
que declara la norma NMX-497-1994-SCFl; I. M. Mackie indica en este caso que
debido al aspecto similar de todo el salmén ahumado, los salmones del Pacifico
también pueden encontrarse como sustitutos del salmén del Atlantico Salmo salar,

que es el principal pilar de la acuicultura europea y sudamericana.

Asi pues, este tipo de pescados pueden ser ofrecidos en lugar de salmon y a mayor
costo de su valor real lo que constituye un fraude, especialmente si el pescado
carece de sus caracteristicas morfologicas originales y si las caracteristicas que
presenta en el procesado pueden formar parte de los cambios que le confiere el
procesamiento, segun expone W.F.A. Horner (2001); ambos casos dificultan al

consumidor detectar la originalidad del producto y su autenticidad.

La falsificacion del salmén y sus productos es muy comdn, ademas de lo ya
expuesto, debido a la alta ganancia resultante de la escasa venta de dicha especie
(puesto que es costosa). El alto costo del salmon buede llevar a las empresas
empacadoras y/o productoras a ofrecer otras especies de pescados con
caracteristicas organolépticas parecidas al salmén (como ya se ha mencionado
para las truchas) pero que disminuyen su costo, obteniendo asi un mayor volumen
de ventas con una menor inversion. En conclusion: ganancias para la empresa a
través de adulteraciones en los productos, lo que representa un fraude al

consumidor.
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La necesidad de identificar las especies que se involucran en los productos de
salmén nacié tras la aparicién de fraudes, como se comenta arriba. Sin embargo, la
diferenciacion de especies relacionadas inter especificamente se complica pues

presentan patrones proteicos sumamente parecidos.

Los métodos actualmente disponibles para la diferenciacion de especies consisten
principalmente en el analisis de proteinas por electroforesis, enfoque isoeléctrico
en geles de poliacrilamida, métodos inmunolégicos y en técnicas basadas en la
identificacion de DNA (hibridacion de DNA y PCR). A. K. Lockley (2000) ha senalado
que, a excepcion de los métodos basados en el DNA de las especies, los métodos
mencionados han tenido una serie de problemas, especialmente en la
identificacion de productos que han sido procesados utilizando calor o que
contienen complejas mezclas de especies. Estos problemas pueden resolverse con
las técnicas basadas en DNA, que detectan la presencia de especies especificas

mediante el acido desoxirribonucleico (DNA) en los productos alimenticios.

Particularmente, la reaccion en cadena de la polimerasa tiene un alto potencial
para la identificacion de especies debido a su creciente sensibilidad y especificidad
cuando se compara con los ensayos de proteinas e hibridacion con DNA. R. Meyer
(1996) determind las ventajas que presenta el analisis del DNA, entre las que se
enumeran: a) la ubicuidad del DNA (pues todas las células de los individuos
presentan la informacion genética idéntica); b) la informacion que contiene el DNA,
que es mas alta comparada con las proteinas; y c) el DNA es una molécula mucho

mas estable, y es posible su extraccion a partir de diferentes tipos de muestras.

El uso de la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) permite la identificacion de
productos aun cuando han sido sometidos a un duro procesamiento, lo que implica

un alto potencial debido a su creciente sensibilidad y especificidad.

La especificidad de la reaccion puede ser acrecentada especialmente cuando se
complementa con anélisis SSCP (Single Strand Conformational Polymorphism) que
utiliza una sola cadena de DNA, en lugar de la doble cadena de DNA; RFLP

(Restriction Fragment Length Polymorphism) que implica el uso de enzimas de
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restriccion para obtener la secuencia exacta de la especie de la que se desea

identificar y verificar las diferencias entre otras especies.

La PCR fue utilizada en el presente trabajo para la identificacion de fragmentos de
DNA mitocondrial, cuya secuencia es auténtica y unica para la especie en cuestion,

ademas de que aln esta presente en los tejidos del salmén procesado.

La amplificacion de fragmentos especificos de DNA mitocondrial muestra una serie
de ventajas sobre el DNA de cualquier otro organelo e incluso sobre el DNA nuclear,
dichas ventajas han sido descritas por C. D. Hurst, Ladish, A. K. Lockley, I. M.

Mackie, J. F. Montiel y C. Wolf, las que se conjuntan a continuacion:

) EI DNA mitocondrial es relativamente més abundante que el DNA nuclear.

»  EI DNA mitocondrial permite la discriminacién entre especies cercanamente
relacionadas debido a su alto grado de mutacion, comparado con los genes
nucleares y tiende a resultar en la acumulacion de suficientes puntos de

mutacion.

» EI DNA mitocondrial generalmente evoluciona mucho mas rapido que el DNA

nuclear.

} El DNA mitocondrial también exhibe un mayor grado de variabilidad

intraespecifica, del cual existen bastantes copias dentro de la célula.

» El DNA mitocondrial es mucho mas pequefio que el DNA nuclear puesto que
esta conformado por sélo 13 genes, mientras que el DNA nuclear conjunta de 30

000 a 40 000 genes, lo que lo hace mas adecuado para su estudio.

La organizaciéon de los genes del DNA mitocondrial ademas, es conocida, tanto
como la disposicion de secuencias reportadas para muchas especies, lo que hace

posible un facil diseno de primers especificos para la amplificacion.

Asi bien, como ya se ha mencionado, el método basado en PCR es ampliamente
ventajoso sobre una gran cantidad de métodos analiticos, ya sea por sus costos o

por el tiempo reducido que requiere para llevarse a cabo, pero sobre todo por la
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alta fidelidad y rendimiento, especialmente si los primers se seleccionan y aplican
adecuadamente. El resultado del estudio presentado no sélo consistio en analizar
muestras e identificar adulteraciones, sino también implicé el desarrollo de un
protocolo mas simple y especifico para el anélisis de los productos procesados de
salmon, considerablemente confiable y a menor costo, y que puede ser adoptado
por la industria de alimentos como herramienta de control de calidad o incluso para

auditar a proveedores y productores de salmén procesado.
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Capitulo 1. El salmon en México

1.1 GENERALIDADES DE LA FAMILIA DE LOS SALMONIDOS

La ubicacion sistematica de los salmones es [48]:

} (Clase: Osteichthyes

}  Subclase: Actinopterygii

}  Superorden: Protacanthopterygii
}  Orden: Salmoniformes

}  Suborden: Salmonoidei

»  Familia: Salmonidae

Dentro de la familia salmonidae existen dos géneros: el género Salmo que
corresponde a los salmones del Atlantico, y el Parasalmo (ahora Oncorhynchus
spp.) al que pertenecen los salmones y las truchas del Pacifico. Todas las especies
pertenecientes a la familia Salmonidae son exclusivas del hemisferio norte y no

existian en el hemisferio sur antes de que el hombre las introdujera. [48]

Aunque existe una gran diversidad de especies dentro de esta familia, para el fin
del presente trabajo se mencionan U(nicamente las mas importantes. Tales
especies se clasifican en dos grupos, los pertenecientes al Pacifico y los

pertenecientes al Atlantico.

1.1.1 Salménidos del Atlantico

En este género destaca el salmén del atlantico Salmo salar, sin embargo, la

mayoria de las especies existentes de truchas pertenecen a este grupo.
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a) Salmodn del Atiantico
(Salmo salar)

b) Trucha Asalmonada
(Saimo trutta morpha
fario)

c) Salvelino (Salvelinus
fontinalis)

d) Trucha alpina
(Salvelinus alpinus)

! 150 cm !

Figura 1.1 Salménidos del Atiéntico
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El salmén del atlantico Salmo salar (figura 1.1,a) se distingue por su cabeza
pequena, pedlnculo caudal esbelto y aleta caudal con borde posterior céncavo. Es
una especie de gran talla que puede alcanzar 1 m de longitud y 20 Kg. de peso, y el
color de sus tejidos es rojizo. Se reproduce en las zonas altas de los rios en aguas

muy frias y oxigenadas. [19, 46]

La trucha comun, Salmo trutta morpha fario (figura 1.1,b) es, en cambio, una
especie de talla media (menos de 60 cm de longitud), de coloracién variable,
normalmente con manchas negras y rojas. Su reproduccion es en aguas muy frias
(5-10°C) Esta especie es cominmente conocida en México como trucha
asalmonada por el color naranja de su musculo, aunque tiene alrededor de 70

denominaciones distintas alrededor de todo el mundo. [46]

El salvelino Salvelinus fontinalis (figura 1.1,c) se distingue por su jaspeado verde-
negro en su espina dorsal y por los puntos rojos con aureolas azules a los costados.
Puede medir mas de 80 centimetros y pesar aproximadamente 9 kg. Crece en

temperaturas que varian desde los 0°C hasta los 26°C. [32]

La trucha alpina Salvelinus alpinus (figura 1.1,d) es una especie de gran tamarno,
que puede medir hasta 107 cm. y pesar 15 Kg. Sus condiciones de cultivo son
menos amplias que para el salvelino, variando de 4 a 16°C. Se distingue por la

presencia de 23 a 32 branquias y puntos rosas-rojos en los costados. [44]

La trucha lacustre Salvelinus namaycush (figura 1.1,e) es una especie de mayor
tamano puesto que llega a medir hasta 150 cm y pesar 32.7 Kg. Se caracteriza por
su color, manchas blancas o amarillentas en un fondo verde grisaceo. Hay una
variacion de colores en su piel, sin embargo, jamas se presenta el rosa o el rojo.
[32]

1.1.2 Salménidos del Pacifico

Son siete los salmones gue conforman este grupo (género Oncorhynchus spp),

aunque los mas importantes a nivel comercial son solo cinco: salmon real, salmon
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c)

d)

e)

Salmén plateado

Salmén rosado

Salmén keta
Oncorhynchus keta

Trucha arco iris

150 cm

Figura 1.2 Salménidos del Pacifico
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rojo, salmon plateado, salmon rosa, salmén keta y, ademas, la trucha arco iris. [3,
52]

El salmén real, Oncorhynchus tshawytscha (figura 1.2,a), también es conocido
como salmén chinook o salmén rey. Este es el mas grande de los salmones, con un
peso aproximado de 9 kg y 150 cm de longitud, su carne varia del color rojo intenso

hasta el blanco. [32, 52]

El salmén rojo, Oncorhynchus nerka (figura 1.2,b), pesa 3 Kg en promedio y llega a

medir aproximadamente 84 cm, su carne es de color anaranjado intenso. [32, 52]

El salmén plateado, Oncorhynchus kisutch (figura 1.2,c), también conocido como
salmon coho, tiene un peso promedio de 2.7 kg y longitud de 108 cm. Su carne es

de color rojo claro. [32, 52]

El salmén rosa, Oncorhynchus gorbuscha (figura 1.2,d), tiene la carne de color rosa
claro y sabor delicado. Su peso medio es de 1.8 Kg y su longitud de 76 cm, por lo

que es la especie de salmén menor tamano. [19, 32, 52]

El salmén keta, Oncorhynchus keta (figura 1.2,e) también conocido en algunas
zonas como salmén chum y/o salmoén-perro, tiene un peso medio de 3.5 Kg y

longitud de 100 cm. Su carne varia del color rosa intenso a casi blanco. [32, 52]

La trucha arco iris, Oncorhynchus mykiss (figura 1.2,f), hace no mucho tiempo
conocida como Salmo gairdneri y antes Salmo irideus, es de talla media (menos de
50 cm de longitud). Es muy semejante a la trucha comin pero con la cabeza mas
pequena y con aletas moteadas con manchas negras. Presenta una banda lateral
irisada que recorre todo el cuerpo. Esta especie es menos exigente que la trucha

comun y el resto de los salmones en lo referente a temperatura y oxigeno. [47, 48]

10
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1.2 VALOR NUTRITIVO Y CALIDAD DEL SALMON

Los principales componentes quimicos del pescado son agua, proteina bruta y
lipidos, estos componentes tienen gran importancia cuando se refiere al valor
nutritivo, propiedades texturales, calidad organoléptica y capacidad de
almacenamiento de la carne. Los carbohidratos, vitaminas y minerales se
encuentran presentes en menor cantidad, sin embargo desempefian un importante
papel en los procesos bioquimicos y el valor nutritivo de los productos pesqueros.
La tabla 1.1 presenta la composicién de tres clases diferentes de pescados. [42]

TaBLA 1.1 PRINCIPALES COMPONENTES QUIMICOS EN DIFERENTES PESCADOS

% PESO HUMEDO
ESPECIE
PROTEINA GRASA HUMEDAD
Atan Thunnus thynnus. 233-275 1.2-8.0 67.7-72.6
Bacalao Gadus Morhua. 16.5 - 20.7 01-08 78.2-82.6
Salmon Onchorhynchus spp. 17.2 - 20.6 20-9.4 69.0 - 78.3

Fuente: Sikorsky, Z.E., 1994, [42]

Los msculos rojos, como los del salmén son ricos en cromoproteinas y contienen

alrededor de dos a cinco veces més lipidos que los misculos blancos. [42]

En lo referente a la calidad de proteinas, la tabla 1.2 presenta los valores que
indican la calidad nutritiva de los salmones, que exponen alta calidad en

aminoacidos y un buen indice de digestibilidad.

TABLA 1.2 VALORES TEORICOS DE CALIDAD PROTEICA DE LA CARNE CRUDA DE DIVERSOS GRUPOS DE
PESCADOS

GRUPO CALIF]C"ADION CJ\!.lFlc.-\CION DIGESTIHIGBAD
AMINOACIDA qQuimica

Clupeoidei. (sardinas, boquerones, 100 72 90.2

arengues)

Salmonoidei. (Truchas y salmones) 99 62 98.5

Scombroidei. (Atun, caballa listado

y albacora) 28 & 98.9

Fuente: Sikorsky Z.E., 1994, [42]

Nota: los valores se calcularon a partir de las concentraciones de aminoacidos esenciales
proporcionadas por la FAO en 1970. [42]
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Aun con esto, existen diferencias cualitativas dentro de la familia, en especial entre
truchas y salmones, puesto que se tiene la creencia de que el salmén salvaje tiene
mayor calidad gastronémica gue el cultivado, lo que se atribuye al estado fisico que
consigue el pez con la migracion desde y hasta las aguas mas frias como es el caso
de Groenlandia. Aunque seguramente esta explicacién no es la mas acertada, se
sabe que los salmdnidos que se cultivan en criaderos y que no requieren
condiciones climaticas tan exigentes tienen una carne mas consistente y mucho
mas grasa que el salmoén salvaje, situacion que se acopla al caso de las truchas de
criadero, comunmente cultivadas en México. Ante esto, la especie de salmon mas
rica y codiciada por su tamano, calidad de su carne y la dificultad que presenta el
conseguirlo es el salmén rey (Oncorhynchus tshawytscha). No obstante, todo esto
se fundamenta en las diferencias en composicion quimica de ambas especies,

como se muestra en tabla 1.3. [24]

TABLA 1.3 TABLA COMPARATIVA DE LA COMPOSICION QUIMICA DE TRUCHAS Y SALMONES
SALMONES TRUCHAS

Contenido _I-;nergetico_{de 100 202 Keal. 102 Keal.
gr. de porcion comestible)

Componentes principales de 100 gr. de porcion comestible.

Agua 65.5 gr 76.3 gr

Proteina 19.9 gr 19.5 gr

Grasa 13.6¢gr - B er ' -
Sales minerales 1gr  13gr _ _

Composicion detallada de 100 gr. de porcion comestible.

Sales Minerales:

Sodio 50 mg 40 mg

Potasic  __ 370mg 465 mg

Magnesio 30mg o 25 mg

calcio 13 mg 18 mg .
Manganeso ~ 14pg 30 pg

Hierro img 690 pg

Cobre 200 g 150 pg

Cine  800ug 480 pg

‘Fésforo 265mg ' 240 mg

Fldor © 30ug 30 pg

12
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Yodo 35 pg 3 g

Selenio 25 pg 80 pg

Vitaminas

Vitamina A o 65 uE o o _4-5_ug' -

Vitamina D 16 pg B -

Vitamina B1 170 pg - 85,

Vitamina B2 -—-ﬁb-ﬁ-g_h_—___L 75_|.|g

Nicotinamida 7 500 pg 3410 pg
_ﬁ'u::ido pantoténico o 750? - —

Vitamina B6 980 pg o
Biotina 1pg ' = -
Acido félico 20 pg = -

Vitamina B12 3pg T

Aminoacidos

Arginina 1330 mg 1400 mg

Histidina 660 mg 570 mg

Isoleucina 1160 mg i 57f}nn;g -

Leucina 1770 mg 1780 mg

Lisina 2020 mg 2020 mg

Metionina 700 mg 660 mg

Fenilalanina 910 mg 920 mg

Treonina 1110 mg 1080 mg

Triptéfano 260 mg 240 mg

Tirosina 720 mg 680 mg

Valina 1390 mg 1250 mg

Lipidos

Acido palmitico 1740 mg 260mg

Acido estedrico 350mg = 90mg o

Acido oleico 2960 mg 470mg

Acido linoleico 440 mg N 75mg

Acido linolénico 550 mg 00mg

Acido araquidénico 300mg 3omg
viaarréicosapantenoico 700 Hé__ - 150 fng =
Acido docosahexaenoico ~ 2140mg _ © 33%Bmg
Colesterol ~ 35mg ssmg

Fuente: Senser, F. 1999, [40]
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Comparativamente, al salmén corresponde el mayor valor nutritivo, especialmente
debido a su contenido en vitaminas, aminoacidos esenciales y acidos grasos,

mientras que presenta un menor nivel de colesterol, con respecto a la trucha.

1.3 TECNOLOGIA Y PROCESADO DEL SALMON

El salmon se ha procesado por medio de dos procesos principales que resultan en
salmén ahumado y salmén enlatado. Los procesos, los productos y sus

caracteristicas se presentan a continuacion.

1.3.1 Salmon ahumado

Aunque la conservacion es el objetivo principal al ahumar los filetes de pescado,
este proceso también se ha utilizado para arreglarlo o enmascararlo, es decir, para
darle un efecto cosmético al tejido. Los efectos del ahumado también se han
utilizado para suplir la deficiente calidad del pescado que queda sin vender
después de haber sido expuesto a la venta, de este modo, se ha disfrazado el
pescado que podria ser menos fresco de lo que debiera. Por otro lado, se ha
utilizado para copiar pescados caros encubriendo materias primas baratas. En el
caso del salmén, esto puede suceder tifiendo el pescado a ahumar para darle un

tono semejante al del salmon. [16]

Aldn con esto, la conservacion del pescado mediante el ahumado implica la
deshidratacion superficial del muisculo creando una barrera al paso de
microorganismos, con el salado se reduce la actividad de agua e inhibe el
crecimiento de patdogenos y microorganismos deteriorantes, la deposicion de
sustancias antioxidantes fendlicas retrasan la autoxidacion de los lipidos del
pescado y la deposicion de sustancias antimicrobianas tales como fenoles,

formaldehido y nitritos. [16]

El salmon es la especie mas importante de las sometidas al ahumado. Para llevar a
cabo este proceso se han utilizado dos métodos generales, el ahumado en frio y el

ahumado en caliente. En el ahumado en frio el humo se aplica a las piezas a baja

14
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temperatura (por debajo de los 37°C), mientras que en el ahumado en caliente

(usando humo caliente) se aplican temperaturas de 65 a 120°C. [52,37]

En el procedimiento de ahumado en frio las proteinas del pescado crudo se tornan
comestibles como consecuencia de su maduracion enzimatica, mientras que en el
ahumado en caliente esto se produce en virtud de su desnaturalizacion por efecto

del calor. [28]

Tiempo atras se decia que el ahumado en caliente era el ahumado auténtico y solo
se aplicaba a las especies que soportaban el calor, sin embargo, hoy se conocen
las grandes ventajas que presenta el ahumado en frio, y que en esencia obedecen
a la mejor disponibilidad de nutrientes, mayor calidad de sabor, aunque esto
depende en mayor parte del tipo de humo que se aplique, mayor cantidad de
sustancias aromaticas y conservantes cuando se restringe el Oz y, sobre todo,

proporciona productos suficientemente seguros a nivel de inocuidad. [16, 52]

1.3.1.1 Descripcion del proceso
El proceso que se utiliza actualmente para el ahumado del salmén, que se presenta

en la figura 1.3 (pagina 16), consiste en lo siguiente: [2]

Recepcion y preparacion de la materia prima. El material adecuado para el
proceso del ahumado es el salmén refrigerado, mantenido en hielo por 24 horas
aproximadamente después de su captura, o hasta que haya pasado por el rigor. El
material puede provenir de cualquier especie de salmén, sin embargo, la etiqueta
debe especificar la especie que ha sido procesada, por ejemplo “Salmén del

Atlantico ahumado” o “Salmoén rojo ahumado”. [2]

Preparacion: El pescado completo se destripa cuidadosamente retirando las
visceras. Se remueve la sangre coagulada y las principales venas a lo largo de la
columna vertebral y entonces se lava el vientre. Después de esto, se elimina la
cabeza cortando a partir de las agallas. A partir de esto se obtienen dos filetes que

se obtienen a partir del pescado descabezado, ambos contienen aletas y el hueso
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Visceras y
sangre o

o CECIEY ] Pescado crudo
4 descongelado

—i Preparacion I

Cabeza «-

Huesos y
membrana «-
abdominales

Agua fria -
Sangre <

Salado

Salado en Seco Salmuera

Cortes al filete Cortes al filete
Salado en charolas Inmersién en . 80°C
d salmuera | 6horas

211¢g
sal/litro

Inmersién en 30°C
salmuera

Drenado

.

[ Secado J

l_l

Aserrinde
roble -r Anaes

Empaque a vacio.
Congelacion o T°<4°C

2°C
4 horas

. Ahumado inicial | 27°C¢
SR l e, 4-10 horas
Ahumado final

| Secado secundario

“133C
15 - 20 min.

Empacado y
almacenamiento

Figura 1.3 Diagrama del proceso para la obtencion de salmdn ahumado
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provee soporte si el filete va a ser colgado para el ahumado. Los huesos
abdominales y la membrana que los cubre se remueven cuidadosamente de cada
filete para realzar la apariencia. La sangre se retira de las venas presionandolas
hacia dentro, y cualquier resto de sangre en la superficie del filete se limpia con

agua fria.

Salado: La sal se adiciona a los filetes del salmén en salmuera o por salado en
seco. La utilizacion de salmuera proporciona un mejor brillo, sin embargo, el salado

en seco implica menores tiempos de secado.

Para el salado en seco, se hacen tres cortes en el filete que unicamente penetran
la piel, entonces los filetes se colocan en charolas con sal y se cubren con ésta. Los
filetes permanecen en la sal menos de 36 horas, dependiendo del tamano del
salmoén. Este proceso provee al menos 2 a 5 % en peso de sal al misculo. Los
filetes salados se lavan en agua fria para remover la sal excedente de la superficie.
Los filetes se sumergen en salmuera a 30°C por media hora dependiendo del
tamanfo del salmén, éstos pierden mas del 9 % en peso con el salado en seco

cuando la salmuera se retira.

En el método con salmuera no existe pérdida de peso. Para esto se hacen cortes en
la piel del mismo modo que en el salado en seco, y los filetes se sumergen en
salmuera a 80°C. La salmuera se prepara con 211 gramos de sal por litro de agua,
el tiempo de inmersién depende del tamano, aunque tipicamente se utilizan 6
horas para filetes de 5 kg con alto contenido de grasa y 3 a 4 horas cuando tienen

bajo contenido de grasa.

Los filetes, salados por cualquiera de los métodos, se drenan en refrigeracion a 2°C

por al menos 4 horas antes de ser secados.

Secado: Los filetes se cuelgan en un secador por aire, aungue también pueden ser

dispuestos en charolas.

17



CaAPITULO 1. EL SALMON EN MEXICO»

Ahumado: Se utiliza aserrin de maderas duras, preferentemente de roble, lo que
imparte un agradable sabor al pescado. Se utiliza madera limpia y libre de

conservadores y contaminantes.

En un horno mecanico, la temperatura se mantiene inicialmente a 27°C y los filetes
tendidos en charolas o colgados se ahuman lentamente para prevenir el
sobresecado de la superficie cortada y la formacion de peliculas duras. El tiempo
de residencia es usualmente de 4 a 10 horas dependiendo del tamafo y contenido
de grasa del filete. Posteriormente se aumenta la temperatura del horno a 33°C por
al menos 15 a 20 minutos para atraer el aceite a la superficie de los filetes y darles
una apariencia atractiva. Después se corta el suministro de humo, dejando secar el

pescado por el resto del tiempo con los ventiladores encendidos.

Empacado y Almacenamiento: El producto terminado debe ser protegido con un
empaque higiénico. El empacado a vacio proporciona buena proteccién contra la
deshidratacion, rancidez y contaminacion aunque provee condiciones en las cuales
las bacterias toxicas pueden crecer si el producto se mantiene tibio. El empaque a
vacio debe estar almacenado en congelacion o a temperaturas menores a 4°C. El

salmén congelado se mantiene en buenas condiciones por al menos 6 meses.

Hasta aqui se ha presentado el proceso tipico que se utiliza en estos dias, aunque
hoy en dia la tecnologia permite el uso de sustancia con sabor a humo y métodos

de producciéon de humo sin llama. [42]

1.3.1.1 Normatividad
No existe una normatividad oficial para este tipo de productos, aunque existen
normas mexicanas que reglamentan a los productos de salmén ahumado (NMX-

497-1994-SCFl) y trucha ahumada (NMX-F-548-1996).

La norma referente a trucha ahumada declara que las unicas especies permitidas
para la elaboracion de trucha ahumada son: Salmo gardinerii (Trucha arco iris),
Salmo trutta (Trucha café) y Salvelinus fontinallis (Trucha brook), la cual en realidad

es un salvelino y no propiamente una trucha. [45]
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Por otro lado, la norma correspondiente a los productos de salmén ahumado
declara la peculiar especificacion en gue las (nicas especies permitidas para estos
productos son Oncorhynchus nerka, Oncorhynchus kisutch, Oncorhynchus
tshawytscha, Oncorhynchus gorbuscha, Oncorhynchus keta y Oncorhynchus
masou. De las cuales sélo el salmén rosado Oncorhynchus gorbuscha (en el texto
de la norma no se especifica el nombre del pez) puede ser obtenido fresco en
México. Lo mas interesante es que no incluye al Salmoén del Atlantico Salmo salar
que es el mas utilizado en los productos ahumados que se pueden obtener en los

supermercados los cuales, generalmente son de origen chileno. [39]

Es importante desarrollar un normatividad oficial adecuada a la situacion, que
ademas contenga datos actuales y reglamente de modo adecuado el uso de las
especies a ahumar, especialmente por su valor nutritivo y por sus aptitudes, en

cuanto a su composicion quimica, para someterse a este tipo de procesos.

1.3.2 Salmén enlatado

La posibilidad de sustituir una especie por otra también puede darse en este tipo
de productos, pues generalmente, la carne picada presente en la lata no muestra

signos de identidad especificos. [24]

El objetivo primordial del tratamiento térmico que conlleva el producto enlatado es
destruir los microorganismos capaces de causar trastornos de la salud publica, asi
como aquellos responsables de la alteracion de los productos envasados. La
esterilizacion por calor se basa en reducir las probabilidades de superviviencia de
las formas vegetativas de las bacterias 0 esporas bacterianas correspondientes.
Para el caso, la amenaza publica principal de los alimentos enlatados la constituye
Clostridium botulinum que es capaz de crecer en condiciones anaerobias (que se
presentan en esta clase de productos) y que genera una toxina (toxina botulinica)

cuya ingestion puede ser mortal. [31]

Este tipo de conservacion implica la colocacion del alimento adecuadamente

preparado en una lata y el sellado doble de ésta para que, a continuacion se
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efectie la operacion de esterilizacion por calor. Esta operacion previene la
recontaminacion de las latas, sobre todo durante el enfriado inicial de éstas,

después del tratamiento térmico. [5]

El proceso completo para la esterilizacion del salmén en latas (figura 1.4), implica

diversas etapas que se describen a continuacion: [52]

Faenado: Mediante esta operacion, el pescado fresco, recién recibido en la planta

es despojado de aletas, cabeza y visceras.

Limpieza: Los tejidos del pescado se someten a un lavado profundo con agua
limpia y se seleccionan de modo que se eliminen los ejemplares desgarrados o con
algin defecto notable. Esta operacion también funciona como complemento de la
faena, pues se eliminan por completo las visceras y aletas que hayan permanecido

en la operacion anterior.

Cortado: El tejido limpio se corta en trozos tan pequenos como se desee, siempre

que su tamano sea adecuado para introducirse en las latas.

Coccion o tratamiento térmico previo al enlatado En esta operacion se intenta
reducir a aproximadamente un 65% la tasa de humedad existente en el pescado, lo
cual evita la dilucion de la salsa o aceite por el agua liberada durante la
esterilizacion por calor. La carne se sumerge en agua caliente o salmuera (con un 5
a 10% de sal) a 90°C o bien se expone a la accion de vapor fluente hasta por 30

minutos.

Lavado de las latas o botes: Las latas se enjuagan con agua a presion o vapor
antes de llenarse. Con esto se eliminan los microorganismos que puedan

incrementar la carga bacteriana inicial del producto.
Envasado: Las latas se llenan con el producto de modo manual o automatico.

Rellenado: Posteriormente las latas se llenan con agua, salmuera, aceite o salsa,

segun el tipo de producto.
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Pesado: La Unica funcion de esta operacion es confirmar que la lata lleve la
cantidad adecuada de pescado, siempre que el peso no se cumpla, las latas se
regresan a la envasadora. Asimismo, un sobre llenado de las latas puede ocasionar

que el producto no se procese adecuadamente.

Cerrado al vacio: Se coloca la tapa sobre las latas de modo que queden flojas,
éstas son pasadas por una corriente de vapor que extrae todo el aire ocluido en la
lata. De este modo se logra el vacio de las latas. Esta operacion aumenta la

estabilidad del producto enlatado.

Sellado: Las latas, con su tapa, son completamente selladas y troqueladas con los
datos del producto. Esta operacién se realiza inmediatamente después del cerrado

al vacio.

Limpieza: Las latas se limpian inmediatamente para retirar cualquier tipo de

materia extrana externa a la lata.

Esterilizacion: Las latas se disponen en la autoclave donde permanecen por 5a 7
minutos a 121°C. Se utilizan 3 minutos para evitar riesgos de salud plblicay5a 7
minutos para la prevencion del deterioro por mesofilos. Asi, en la prevencion de
terméfilos se utilizan 5 a 7 minutos cuando los articulos enlatados se almacenan
por debajo de los 30 °C y 15 a 21 minutos cuando los productos se almacenan a
temperaturas mayores. Sin embargo, estos parametros pueden variar siempre que

varie el tipo y tamafio del envase. [31]

Enfriamiento: Las latas se sitGan en una tina en la que son enfriadas con agua fria

hasta que su temperatura disminuya hasta los 40-45°C.

Etiquetado: Las latas se etiquetan sdlo hasta que se encuentren a temperatura

ambiente.

En este proceso, los tejidos de salmon, como ya se ha planteado, son sometidos a
importantes cambios debido al agresivo tratamiento térmico al que se sujetan, por

lo que probablemente no se reconocera el color original del salmén. Esto se debe a
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la degradacion de carotenoides y oxycarotenoides que acumulan los salmones en

sus tejidos. [13]

1.4 PRoODUCCION, IMPORTACION Y EXPORTACION DE SALMONES Y
TRUCHAS

Las cifras de importacion de salmon han formado una base importante en el
estudio presentado, debido a que el volumen de adquisicion de salmon, en sus
distintas presentaciones es muy desigual cuando se compara con la produccion

nacional.

De acuerdo con los datos de la FAQ, en México no se produce salmén, como se
muestra en la figura 1.5, sin embargo, la produccion de trucha arco iris en nuestro
pais, aunque presenta cifras poco significativas, ésta va en aumento (3 309
toneladas en el ano 2001), y esto puede verse con mas detalle con los datos de

importacion y exportacion para México en 2001 presentados en la figura 1.6. [11)]
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Figura 1.5 Produccion de trucha arco iris y salmén en México
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Aunque en nuestro pais no existe la produccion de salmén, una cantidad
importante de estos peces que se consumen y procesan en México, pertenecen a
los volimenes de importacién. El salmén fresco importado es la base de las
exportaciones existentes en salmones procesados o, las especies que se utilizan

para la exportacion de salmén mexicano procesado no son auténticas.

La produccion de trucha arco iris en México rebasa en 200% a la cifra de importacion
del salmén mismo (1 309 toneladas para el ano 2001), sin embargo se exporta sélo
una pequena cantidad (aproximadamente el 8% de la produccion total, es decir, 264
toneladas de trucha arco iris en el ano 2001), lo que implica su utilizacion para
consumo interno. Esta situacion expone a los productores nacionales y asi como a las
empresas importadoras, una gran posibilidad de sustituir el salmoén auténtico, que no
existe en México, por trucha arco iris disfrazada, que presenta grandes volimenes de
produccion en este pais. No con esto se pretende rechazar a la trucha arco iris como
alimento, por lo que es alin mas importante alentar a los productores de trucha en
México para que procesen y ofrezcan productos procesados de trucha arco iris de
modo que se reduzca la adulteracion del salmén y, al mismo tiempo, la produccion de

trucha arco iris continlie en crecimiento con un buen objetivo.
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CAPITULO 2. Aplicaciones biotecnologicas en la

autenticacion de alimentos. La PCR

2.1 METODOS PARA AUTENTICACION DE ALIMENTOS

La investigacion cientifica involucrada en el tema de la autenticacién de alimentos,
que va intimamente ligada a la identificacion de especies, ha tenido un alto
desarrollo en los Gltimos anos con la implementacion de protocolos de analisis de
productos alimenticios basados en métodos enfocados al sondeo de caracteristicas
especificas de las especies, es decir, analisis de proteinas y, lo mas fiel, el analisis
de DNA.

2.1.1 Analisis de proteinas

El analisis de proteinas especificas de las especies se ha utilizado ampliamente
bajo la necesidad de identificar a las especies o distinguir los origenes del material
para consumo humano. Los ensayos se basan en las propiedades fisicoquimicas de
las proteinas, tales como tamano o carga, propiedades que pueden ser reveladas
como diferencias en su movilidad electroforética, puntos isoeléctricos o tiempo de
elusion cromatografica. A partir de los resultados obtenidos tras las 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.
(23]

El método mas utilizado para estas pruebas es la electroforesis en geles de
poliacrilamida, geles con gradiente de concentracion y geles con gradiente de pH,
los cuales muestran bandas caracteristicas de acuerdo a la proteina detectada.
[27]

Los métodos electroforéticos, sin embargo, estan encaminados a la deteccion de

proteinas en su estado natural, por lo que no es apropiado cuando se trata de
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productos que han sufrido tratamientos térmicos, como el ahumado o Ia
esterilizacion, pues tras el tratamiento 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. [21]

El analisis de proteinas también se ha utilizado en el area inmunolodgica para la
identificacion de especies utilizando anticuerpos que son producidos en contra de
un grupo particular de proteinas (proteinas de diagndstico o antigenos) siguiendo
un procedimiento inmunologico estandar, en este caso, el anticuerpo producido es
especifico para el grupo de proteinas. Por ello, este ensayo es inespecifico cuando
se trata de localizar adulteraciones en los productos por la mezcla de especies no
declaradas en la etiqueta. Asi mismo, si la proteina ha sufrido desnaturalizacion, el
anticuerpo no es capaz de actuar sobre aquella proteina para la cual fue producido.

(23]

En México, actualmente se dispone de algunos métodos rapidos para la
identificacion de especie animal basados en la prueba de ELISA (enzyme linked
inmunosorbent assays). Tales ensayos consisten en la utilizacion de anticuerpos
especificos para proteinas de musculo estables al calor; siempre que dicha unién
pueda efectuarse por la presencia de las proteinas para las cuales los anticuerpos
fueron cultivados, la prueba producira una coloracion especifica. Como se puede
notar estas pruebas ya han sido disenadas para la autenticacion de especies
tratadas térmicamente, sin embargo tiene importantes desventajas en cuanto a
especificidad en contraste con los ensayos de DNA que se analizan posteriormente,
por ejemplo, las pruebas, que se venden como kits, al estar disenados para la
deteccion de proteinas estables al calor, pierden especificidad cuando se desea
diferenciar especies cercanamente relacionadas ya que dichas proteinas pueden
pertenecer al tejido de diversas especies de una misma familia, como es el caso de
la carne de res que reacciona con res y bifalo, para cerdo, reacciona solo con
especies porcinas, en el caso de las aves reacciona con una gran variedad de

especies avicolas y presenta reaccion variable con huevos y para el borrego
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reacciona con borrego y cabra. Las proteinas requeridas en este tipo de métodos
son dependientes del musculo por lo que no pueden utilizarse en productos
lacteos, por ejemplo. No se han desarrollado kits de este tipo para la autenticacion

de otro tipo de especies comestibles como el pescado. 1 [26]

2.1.2 Analisis de DNA

La molécula de DNA es una molécula biologica extremadamente estable y de larga
vida. Tiene la caracteristica de ser especifica de las especies, es decir, muestra
variabilidad en su configuracion inter e, incluso, intra-especifica, por la simple
mutacion en una sola base. Esta caracteristica es lo que hace al analisis de ésta
molécula, lo mas adecuado para la busqueda de autenticidad en los productos de

alimentos procesados. [27]

La molécula, ademas, esta presente en la mayoria de las células de un organismo,
y todas ellas contienen la informacion idéntica que puede ser obtenida de cualquier
muestra de la misma fuente, a pesar del tejido de origen. EIl DNA puede proveer
potencialmente mas informacion que una proteina. La molécula de DNA es mas
termoestable que muchas proteinas, lo que implica que es menos posible su
alteracion por el procesamiento de alimentos. Aln cuando llegue a ser degradada
durante el tratamiento térmico, es posible obtener fragmentos con diferencias
suficientes en la secuencia, que permita diferenciar e identificar a especies
cercanamente relacionadas. Si bien es cierto que la molécula de DNA tiende a ser
muy estable a bajas temperaturas, cuando el tejido es sometido al proceso de
esterilizacion se degrada rapidamente dejando disponible a la molécula de DNA en
fragmentos pequenos. Algunas investigaciones senalan que se han obtenido
fragmentos menores de 500 pb. En este sentido, el tipo de tratamiento al que se
someten los alimentos a autenticar ha sido el principal parametro para la seleccion

del método adecuado de autenticacion. [6, 21, 23]

1Parte de la informacion fue proporcionada por METODOS RAPIDOS S.A. DE C.V.
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El anélisis de DNA esta basado en la identificacion de la molécula de DNA, para lo
cual se han desarrollado dos métodos: 1) hibridacion de DNA y 2) la reaccion en
cadena de la polimerasa. Ambos métodos requieren de la purificacion de la

molécula de DNA para su analisis.

2.1.2.1 Hibridacion de DNA

El método de hibridacion de DNA esta basado en los procesos de desnaturalizacion
- renaturalizacion de la cadena de DNA. Esta prueba se basa en la mezcla de
hebras sencillas de acido nucleico muestra, no marcado, (hebras diana) con una
sonda de secuencia conocida, marcada, bajo condiciones experimentales que

permitan el apareamiento entre bases complementarias. [22]

Esto requiere la desnaturalizacion previa de las hebras diplex de DNA, lo que
generalmente se lleva a cabo por calor, aungue también puede realizarse por
agentes quimicos. Una vez mezcladas, la sonda y la hebra diana, se permite la
renaturalizacién, en la cual se espera que se formen hibridos sonda-diana, si la

muestra fuera auténtica. [22]

La deteccion de los productos se puede llevar a cabo de diversas formas, lo que
depende de la técnica que se utilice para realizar el ensayo. En la autenticacion de
alimentos cominmente se han utilizado los métodos de hibridacién en soporte
solido (filtro de nylon o nitrocelulosa): dot-blot y slot-blot. El primero consiste en
aplicar la muestra gota a gota y el segundo consiste en aplicar la muestra en
manchas alargadas.? Existen otras técnicas de hibridacién, como Northern blot y
Southern blot, que también se llevan a cabo en soporte solido, y las técnicas de
hibridacién en liquido e in situ. Sin embargo, dichas técnicas no se han ensayado

para la autenticacion de alimentos. [22]

! De acuerdo con Lockley, este método se utilizd inicialmente para la deteccidn de especies de carne,
utilizando los métodos mencionados. Asimismo, este método ha sido muy apropiado para la deteccion
de mezclas en los productos, siempre que se utilicen diferentes sondas para una muestra. [21]
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2.1.2.2 Reaccién en cadena de la polimerasa (PCR)

La reaccion en cadena de la polimerasa es el método mas directo para identificar y
autenticar especies. El propdsito de la reaccién es sintetizar millones de copias de
un fragmento selecto (diana) de la molécula de DNA especifica de la especie, que
muestre diferencias en la secuencia de nucleédtidos, incluso en especies

cercanamente relacionadas, y de esta forma pueda ser analizado.

La replicacion de una molécula ocurre mediante una reaccién en la que un par de
primers -que son pequenas secuencias de nucleotidos sintéticos escogidos con
secuencias complementarias a los finales opuestos de las cadenas simples del
fragmento de DNA seleccionado- dirigen la sintesis de millones de copias del
fragmento objetivo, y esta reaccion se realiza por la accion de la enzima DNA

polimerasa.

La enzima DNA polimerasa es requerida para la sintesis inicial y para la
subsiguiente reaccion en cadena, por medio de la cual se producen las copias del
fragmento deseado. De esta forma se obtiene suficiente producto (amplificado)
para ser analizado mas profundamente por otros métodos, o bien, para ser

secuenciado. [21]

La reaccion en cadena de la polimerasa tiene un alto potencial para la
identificacion de especies debido a su creciente sensibilidad y especificidad cuando

se compara con los ensayos de proteinas e hibridacion con sondas de DNA. [27]

En conclusion, los métodos basados en la identificacion de una o varias proteinas
dependientes de la especie a autenticar presentan una serie de desventajas
debidas principalmente a la naturaleza y estabilidad de éstas. Por otro lado, los
analisis de DNA se muestran mucho mas fieles para la identificacion de especies,
sin embargo, el andlisis de DNA por hibridacion se ha descartado actualmente por
su alto costo, lo que hace a la reaccion en cadena de la polimerasa el método mas
adecuado para la autenticacion de especies, en especial debido a que ésta puede
ser utilizada como herramienta para una gran cantidad de analisis, (ver apartado

2.2.4), que definen su alta fidelidad para dicho fin.
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2.2 DESCRIPCION DE LA REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR)

Aun cuando existe un gran nimero de métodos para la clonacién y secuenciacién
de DNA, la PCR es el método mas viejo en teoria y el mas versatil en practica. Es un
método simple, rapido y flexible, al que pueden aplicarse un gran numero de

variaciones que dependen del propdsito al que se aplica.

2.2.1 Fundamento de la PCR

El fundamento se basa en la sintesis de millones de copias de un fragmento
especifico de DNA delimitado por el apareamiento de dos moléculas cebadoras
sintéticas (primers) con la molécula de DNA. La sintesis y copia del fragmento de
DNA sucede por la accion de una DNA polimerasa, que une acidos nucleicos
sintéticos a la hebra simple de la molécula de DNA (que resulta de la
desnaturalizacion de la cadena doble original), formando una nueva cadena doble
que posteriormente sera sujeto de desnaturalizacion y plantilla de nuevas

moléculas de DNA.

2.2.2 Etapas de la reaccion

Esta reaccion no es precisamente una técnica, sino una metodologia en la que se
aplican tres conceptos fundamentales: 1) desnaturalizacion de la cadena doble de
DNA, 2) hibridacion de la hebra sencilla con un oligonucleétido y 3) replicacion de
las hebras sencillas de DNA por la accion de una DNA polimerasa a partir del

oligonucledtido mencionado.

Todas las etapas de la reaccion se definen especialmente por llevarse a cabo a
temperaturas distintas. La figura 2.1 (pagina 31) representa el orden en que
sucede la reaccién, partiendo de una sola cadena de DNA qgue en realidad es

mucho mas larga e, inicialmente, presenta su conformacién helicoidal.

2.2.2.1 Desnaturalizacion
La desnaturalizacion del DNA es estrictamente requerida para la obtencion de

hebras simples de la molécula de DNA.
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La desnaturalizacion se debe tanto a la ruptura de los puentes de hidrégeno entre
pares de bases, como de las interacciones hidrofébicas 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. La figura 2.1,B representa este fenémeno, sin embargo, no puede
visualizarse la ruptura de los enlaces hidrofébicos entre las bases apiladas aunque

si se entiende la separacion y ruptura de los puentes de hidrégeno. [22]

La desnaturalizacién puede llevarse a cabo por efecto de agentes quimicos
desnaturalizantes o por calentamiento, que es lo mas adecuado para la técnica de
PCR, generalmente a temperaturas mayores de 68°C y menores de 97°C. La
temperatura de desnaturalizacion debe ser superior a la de fusion (Tm) de la region

de DNA que se desea amplificar. [22]

2.2.2.2 Hibridacién

Se llama asi debido a que en esta etapa las hebras sencillas se unen a los
oligonucledtidos sintéticos. Esta etapa se asemeja en gran medida al método ya
mencionado de hibridacion de DNA, aunque en este caso, el DNA se une a una

hebra corta (<30 nt) de nucleétidos sintéticos que serviran para iniciar la reaccion.

Esta etapa también se denomina etapa de templado debido a la disminucion de
temperatura que permite la reasociacion de hebras sencillas tras la
desnaturalizacion térmica; en inglés annealing. La figura 2.1,C representa esta
etapa. Los oligonucleotidos (representados por dos cadenas cortas de 3
nucleotidos) se unen a una region especifica y complementaria del DNA original en

direccion 5'—3". [22]

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

3La temperatura de fusion, o melting (Tm), se relaciona directamente con la desnaturalizacion y
depende del contenido en pares de bases C=G o A=T de la cadena de DNA. Mientras los pares de bases
C=G sean mas abundantes que A=T, la temperatura de fusion aumentara debido a gue la interaccion en
C=G es mas fuerte que A=T. Esto implica que, para gue suceda la desnaturalizacion, la Tm deba ser
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temperaturas usuales estan en un rango de 37 y 65°C que se mantienen entre 10 y
20 segundos. [22]

2.2.2.

Esta es la etapa de amplificacion propiamente dicha, la DNA polimerasa se encarga
de elongar los oligonucleotidos 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 desoxinuxleotidos trifosfatos (dNTPs).

La replicacion se lleva a cabo en la direccion 5'—3" a partir del extremo 3'-OH de
cada cebador, hasta terminar la lectura de la plantilla o hasta que comience una
nueva etapa de desnaturalizacion. Esta etapa queda representada en la figura
2.1,D (pagina 31). La enzima DNA polimerasa no ha sido simbolizada, sin embargo
se ha encargado de unir ya algunos dNTP's a la cadena complementaria siguiendo

la direccion 5'—3" a partir de los cebadores.

Al finalizar esta etapa se obtienen cadenas dobles nuevamente, pero duplicando a
las que existian al principio de la desnaturalizacion. Notese gue en un primer ciclo
las cadenas nuevas no tienen un tamano especial (figura 2.1,E), sin embargo, este

se ird afinando conforme los ciclos progresen.

Complementariamente a las tres etapas repetidas ciclicamente, se anade una
etapa inicia 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 y, al mismo tiempo, es posible asegurar la completa desnaturalizacion

del DNA inicial. La etapa final consiste en la prolongacion de la Gltima elongacion a

fin de permitir que se completen todos los fragmentos.

Las tres etapas mencionadas se repiten ciclicamente. El numero de ciclos puede

variar en un rango de 20 y 40 ciclos. El comportamiento de las cadenas de DNA

rebasada y todas las interacciones logren romperse y viceversa, la temperatura de hibridacion debe ser
menor que Tm para que las hebras puedan unirse por completo. La temperatura de fusion se calcula;
Tm=4(#G + #C) + 2(#A + #T).
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resultantes de cada ciclo se representa en la figura 2.2 (pagina 34). Nétese que los
fragmentos no presentan el tamafno esperado sino hasta el tercer ciclo (marcados

en un recuadro).

2.2.3 Componentes de la reaccion

Después de describir las etapas de la reaccién, es simple visualizar los
componentes principales que requiere la reaccion: 1) un par oligonucleotidos o
primers, 2) dNTPs en exceso, 3) la DNA polimerasa y, por supuesto, 4) la plantilla
de DNA a amplificar. Cada uno de estos componentes tienen funciones especificas
y, de acuerdo con el protocolo de amplificacion, deben tener caracteristicas

especificas.

2.2.3.1 Oligonucledtidos

De los tantos factores que influyen la eficiencia y especificidad de la reaccion de
amplificacion, ninguno es mas crucial que el diseno de los primers de oligonucledtidos.
Estos son moléculas sintéticas de cadena sencilla y de secuencia corta (18 a 30 nt) cuyas
secuencias deben ser complementarias al extremo 3’ de cada una de las hebras sencillas
del fragmento diana. De este modo, los oligonucledtidos funcionan como cebadores para
la replicacion del fragmento diana. De acuerdo con lo expuesto, estos oligos delimitan la

longitud de la plantilla de DNA a amplificar.

El éxito de la reaccion, como se expone anteriormente, recae principalmente en un buen
diseno de primers, pues la carencia de una unién perfecta entre el DNA diana y el extremo
3' del primer puede conducir a un fallo en la PCR. La seleccion de primers requiere un
diseno cuidadoso para la obtencion de los productos deseados debido a que tales primers
influyen fuertemente en el éxito o fracaso de la PCR, lo que implica el cumplimiento de
caracteristicas especiales que dependen en gran medida de la secuencia diana por si
misma. Su seleccion adecuada reflejara el grado de especificidad de éstos ante la especie

en cuestion e incluso su correcto desempenio durante la reaccion. [40,43]

El disefio y seleccion de primers debe girar en torno a los requerimientos que

senala la tabla 2.1.
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TaBLA 2.1 DISENO DE PRIMERS: PROPIEDADES DE LOS OLIGONUCLEOTIDOS QUE INFLUENCIAN LA
EFICIENCIA DE AMPLIFICACION*

PROPIEDAD

DiseNo OPTIMO

Composicion de las
bases

Longitud

Secuencias
repetidas y
complementarias a
si mismas

Complementariedad
entre los miembros
de un par de
primers

Temperatura de
fusion (Tm)

Terminacion en 3'

Localizacion en
sitios de
amplificacion

El contenido de G+C deberia estar entre un 40y 60% en la
secuencia. Las cuatro bases deberian estar distribuidas a lo largo
de toda la secuencia.

La region del primer complementaria a la plantilla de DNA debe ser
de 18 a 25 nucledtidos de largo. Asi pues, es recomendable que el
par de primers sea de la misma longitud o, en todo caso, no rebase
una diferencia de 3 nucleétidos.

No deben presentarse secuencias repetidas en la secuencia
invertida (secuencia complementaria) o secuencias
complementarias entre primers que sean mayores a 3 pares de
bases de longitud. Las secuencias de este tipo tienden a formar
estructuras tipo horquilla las cuales, si son estables bajo las
condiciones de PCR, pueden prevenir efectivamente el annealing
del oligonucledtido con su plantilla.

Las secuencias terminales en 3' de un primer no deben ser
capaces de unirse a cualquier sitio del otro primer. Debido a que
los primers se presentan a altas concentraciones en PCR, aun
teniendo una débil complementariedad entre ellos permite la
formacion de hibridos y consecuentemente, la sintesis y
amplificacion de dimeros de primers. Si se forman prematuramente
en la PCR, pueden competir por la DNA polimerasa, primers y
nucledtidos, por lo que pueden suprimir la amplificacion de la
plantilla de DNA.

La temperatura de fusion (Tm) calculada para ambos miembros del
par de primers no debe diferir en 5°C 0 mas. La Tm del producto
amplificado no debe diferir por mas de 10°C con los valores de Tm
del par de oligos. Esta propiedad asegura que el producto
amplificado sera eficientemente desnaturalizado durante cada ciclo
de PCR.

La naturaleza del final 3' de los primers es crucial. Si es posible, la
base en 3’ debe ser G o C. Sin embargo, los primers con la
secuencia NNCG o NNGC a su final 3' no son recomendados debido
al inusual alto AG de las bases GC terminales, lo que propicia la
formacion de horquillas y puede generar dimeros de primers.

Dependiendo del proposito del experimento, la localizacion de los
sitios de amplificacion puede estar encerrado por la localizacion de
mutaciones, sitios de restriccion, secuencias codificantes o
microsatélites

* La tabla presentada es una adaptacién de la publicada por Sambrook J. y Russel E. En su libro,
Molecular Cloning. A laboratory Manual donde ademas se propone la metodologia para el disefio y
seleccion e primers, ya sea basandose en bases de datos o por medios manuales. [39]
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2.2.3.2 DNA polimerasa term bl
La enzima DNA polimerasa se encarga de unir nucleétidos los dNTPs a la cadena
complementaria a partir del cebador, formando una nueva cadena doble de DNA a

partir de una cadena sencilla.

Debido a que las etapas de reaccion involucran temperaturas variables, es
requerida una enzima termoestable que, igualmente, soporte temperaturas
cercanas a los 100°C. Esta caracteristica es la que le permite a la enzima actuar
durante varios ciclos sin desactivarse. Aunque existe una gran variedad deenzimas,
la enzima mas empleada es la Tag polimerasa, cuyo nombre se debe a que es

procedente de una bacteria llamada Thermus aquaticus®.

2.2.3.3 Desoxynucleosidos trifosfatos (dNTPs) en exceso

Son nucledtidos sintéticos que no forman ninguna secuencia al inicio de la
reaccion, es decir, son el sustrato de la enzima DNA Polimerasa y seran los
componentes de miles de copias del fragmento diana al final de la reaccion.

Pueden denominarse como dATPs, dTTPs, dGTPs y dCTPs.

2.2.3.4 Cationes divalentes

Todas las DNA Polimerasas Termoestables requieren de cationes divalentes libres
para su actividad, usualmente Mg2*, sin embargo, la presencia de éstos estd mas
intimamente ligada con la presencia de dNTPs y oligonucledtidos, debido a que son
ellos los que se unen al catién. La concentracion molar del catién, por lo tanto,
debe exceder la concentracion molar de los grupos fosfato que aportan los dNTPs

mas los primers. [40]

5La Taq polimerasa tiene el inconveniente de carecer de actividad correctora de pruebas (exonucleasa
3'), por lo que la frecuencia de errores es superior a la de replicacion (alrededor de un error por cada
5,000 nucledtidos incorporados); de ahi que en ocasiones se sustituya por otras DNA Polimerasas
Termoestables. Asi pues, aunque la Taq polimerasa fue la primera enzima termoestable aislada, en
estudios mas vastos de PCR (ej. Cuando se requiere mayor fidelidad, la longitud de la plantilla a
amplificar es mayor de 1kb o cuando se desea clonar el RNA mitocondrial utilizando la PCR inversa), la
Tag Polimerasa ha mostrado ciertas desventajas con respecto a otras enzimas que ya estan disponibles.
han descrito las propiedades y aplicaciones de DNA Polimerasas Termoestables. La descripcion incluye
~10 enzimas distintas de la Taqg polimerasa. [22, 39]
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2.2.3.5 DNA diana

La adicion de DNA a la reaccion implica su previa extraccion de la célula o del tejido
y su solubilizacion en agua. En teoria, si se utilizan las condiciones optimas en
relacién con los primers, el nimero de ciclos aplicados, la concentracion del resto
de componentes y el volumen de la reaccion, -de manera que trabaje al maximo-,
entonces debe ser suficiente la adicion de una simple cadena de DNA al inicio de la
reaccion. Es requerida una concentracion adecuada para lograr una amplificacion
adecuada®. Si la concentracion de DNA es menor, es probable que no se visualice
una banda clara en un gel de agarosa, por otro lado, si la concentracion es muy
alta, la DNA polimerasa probablemente no podra actuar sobre las cadenas

desnaturalizadas de DNA.

2.2.4 Analisis del producto de la PCR

Los métodos disponibles para el analisis de los productos amplificados por PCR,
dependen directamente del disefio de la reaccion y de los primers utilizados. En
algunos casos sera requerida mas de una técnica secundaria para establecer la

especie inequivocamente.
1. Métodos simples (no requieren métodos complementarios para la identificacion de
especies):
¥ Primers especificos de las especies
) RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA)
2. Métodos complementarios a la PCR.
»  Secuenciacion
}  RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism)
) SSCP (Single Strand Conformational Polymorphism)
En este sentido, las técnicas para la identificacion de especies pueden ser

clasificadas de acuerdo a la naturaleza de los fragmentos diana a identificar:
primero, las técnicas cuyo DNA diana se localiza en multiples genes
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simultaneamente para producir un patron parecido a una huella digital, se utilizan
los analisis RAPDs y, segundo, las técnicas cuyo DNA diana es simple o tiene muy
pocas locaciones en genes, se utilizan los analisis RFLP o SSCP. La ventaja que
distingue a las dltimas técnicas no sélo 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. [15]

2.2.4.1 Primers especificos de las especies

Cuando se refiere a la utilizacion de primers especificos de las especies, se espera
que los primers generen sélo un producto en la presencia de DNA a partir de las
especies dadas, bajo condiciones estrictas e idoneas de reaccion. La informacion
de la secuencia completa permite predecir el tamano del producto, de modo que la
identificacion se confirma si el amplificado se ve del tamano apropiado en un gel,
es decir, la presencia del producto de PCR es considerado como prueba de la
identidad. La figura 2.3 muestra el perfil que presentaria una muestra amplificada
correctamente por este método, en cuyo caso, el carril A muestra el marcador
molecular, el carril B y C muestran productos de PCR con primers especificos de
cierta especie que hubieran sido disenados esperando la amplificacion de un
fragmento de ~750 pb. El caso B no muestra amplificado puesto que el primer no
habria apareado con la especie, siendo esta una especie extrana (diferente a la
buscada), por el contrario, el caso C presenta una banda correspondiente al
tamano esperado, lo que implica que representaria la presencia de la especie

buscada. [21,43]

La utilizacion de este protocolo implica el desarrollo de caracteristicas especificas
para la especie a analizar y, sobre todo, el conocimiento previo de la secuencia
completa de la especie cuestionada para la seleccion y disefio de primers

apropiados como se ha manejado anteriormente.

& Experimentalmente se ha conocido que la concentracion adecuada es cercana a 3.5 pg/ul.
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750 pb—p

Figura 2.3 Andlisis electroforético para productos de PCR que utilizaron
primers especificos

2.2.4.2 RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA)

Para un analisis RAPD se requieren primers cortos de ~10 bases que forman

hibridos al azar con muchas plantillas del DNA gendmico. Los primers no estan
disenados para amplificar un fragmento especifico; por el contrario, forman
hibridos dispersos a lo largo de todo el genoma. Dadas las condiciones apropiadas
para la reaccion PCR, la amplificacién resultante resulta en un patrén
electroforético que comprende bandas de distintos tamanos. Se ha comprobado
que ciertos patrones son especificos de las especies. Diferentes pares de primers
produciran diferentes patrones, de los cuales su uso es determinado

empiricamente. [21,43]

2.2.4.3 Secuenciacion de los productos de PCR

A este método se le conoce como FINS (Forensically Informative Nucleotide
Sequence). Este método representa el modo mas directo para la identificacion de
especies, siempre que sea posible la comparacion del DNA desconocido con las

secuencias de especies en una base de datos de referencia. [43]

Aln cuando este método permite identificar especies, es cominmente utilizado
como herramienta para la aplicacion de otros métodos, por ejemplo, la seleccién de
enzimas de restriccion para un analisis de polimorfismos de restriccion, lo que

permite predecir los perfiles esperados, o el disefo y seleccion de primers.
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2.2.4.4 RFLP (Restriction fragment length polymorphism)

En el andlisis RFLP -conocido en espanol como andlisis de polimorfismos de

restriccion-, se escogen grupos de enzimas (endonucleasas)’ tomando en cuenta
su habilidad para reconocer y cortar secciones de secuencias de nucleétidos dentro
de un fragmento particular de DNA. Estas secciones son separadas por tamano en
un gel de electroforesis, resultando perfiles especificos de las especies. Esta
técnica tiene la ventaja (incluso sobre SSCP) de tener la capacidad de diferenciar

muestras con especies mezcladas. (23]

A partir de la secuenciacion de los productos de amplificacién por PCR es posible
identificar diferencias en la secuencia de bases de los productos gue guieren ser
diferenciados. Estas secuencias son el blanco que emplearan las enzimas de
restriccion (endonucleasas) para cortar y separar el fragmento producido por la
PCR, sin embargo, para lograrlo se precisa la seleccion de una enzima de

restriccion que sea capaz de reconocer la secuencia blanco y pueda cortarla.

En primera instancia, la mayoria de las enzimas de restriccion reconocen
secuencias denominadas palindromas8, que son habitualmente de 4 6 6 pb. Estas
enzimas son capaces de reconocer en toda la longitud de DNA ciertas secuencias
caracteristicas, cortando a la cadena en tantos fragmentos como sitios de
restriccion sean encontrados. La tabla 2.2 muestra las secuencias de

reconocimiento de algunas enzimas de restriccion.

TABLA 2.2 SECUENCIAS DE ECONOCIMIENTO DE ALGUNAS ENZIMAS DE RESTRICCION

Enzimas SECUENCIA MICROORGANISMO

Accl GT/(*c)(G)AC Acinetobacter calcoaceticus
Alul AG/CT Anthrobacter luteus

Apal GGGCC/C Acetobacter pasteurianis
BamHI G/GATCC Bacillus amyloliquefaciens H

7 Las enzimas de restriccion 0 endonucleasas son enzimas que se aislan a partir de microorganismos,
ya que estos las producen como defensa ante virus DNA que intenten parasitar al microorganismo. Las
enzimas de restriccion actGan como tijeras cortando el DNA de estos virus.

8 Un palindromo es una palabra o frase que se puede leer igual tanto de izquierda a derecha como de
derecha a izquierda. En nuestro caso, se trata de secuencias de nucledtidos que pueden ser leidas en la
misma direccion para secuencias complementarias, es decir, ambas en direccion 5'—3'.
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BstXI CCE(N)s/NTGG Bacillus stearothermophilus
Clal Caryophanon latum L
AT/CGAT R ,
(=Bsp106l) (Bacillus sphaericus)
Darll Deinococcus radiophilus
PuG/GNCPPy e 3
(=Eco0109I) (Escherichia coli)
EcoRI G/AATTC Escherichia coli
EcoRV GAT/ATC Escherichia coli
Haelll CG/CC Haemophilus aegyptius
Hincll Haemophilus Influenzae serotype ¢, 1160
b4 GTPy/PUAC i g
(=Hindll) (Haemophilus influenzae Ra)
Hind 1l A/AGCTT Haemophilus Influenzae Raq
Hpall Haemophilus parainfluenzae
C/CGG .
(=Mspl) (Moraxella species)
Kpnl GGTAC/C Klebsiella pneumoniae OK 8
Mstll CC/TNAGG Microcoleus species (algue blue)
Notl GC/GGCCGC Nocardia otitidis-caviarum
Pstl CTGCA/G Providencia stuartii 164
Pvul CGAT/CG Proteus vulgaris
Sacll CCGC/GG Streptomyces achromogenes
Sall G/TCGAC Streptomyces albus G
Sau3A Staphylococcus aureus 3°
/GATC :
(=Mbol) (Moraxella Boris)
Smal CCC/GGG Serratia marcescens Sp
Spel A/CTAGT Sphaerotilus species
Sphl GCATG/C Streptomyces phaeochromogenes
Sstl Streptomyces stanford
GAGCT/C
(=Sacl) (Streptomyces achromogenes)
Xbal T/CTAGA Xanthomonas badrii
Xhol C/TCGAG Xanthomonas holcicola
Xmal C/CCGGG Xanthomonas Malvacearum
Xmalll Xanthomonas Malvacearum
C/GGCCG
(=Eagl) {Enterobacter agglomerans)

Fuente: Etienne, J. 2001. [10]

Una vez que las enzimas han actuado sobre los fragmentos amplificados por PCR,
se analizan por electroforesis utilizando un marcador molecular. Esto implica que la

secuencia de los productos de PCR sea conocida al igual que el tamano de los
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fragmentos que producirian los cortes con las endonucleasas®. La figura 2.4
muestra, el perfil electroforético que mostrarian los fragmentos resultantes, donde
el carril A muestra el perfil que presentaria un marcador molecular de 1 Kb, el carril
B muestra el perfil original del fragmento antes de la restriccion cuya medida, para
este ejemplo, seria de ~900 pb, el carril C representa el caso de que la muestra
hubiera sido sometida a la restriccion por una endonucleasa selectiva que no
encontré sitios de restriccion; el carril D muestra la completa restriccion del
fragmento por la endonucleasa selectiva que ha cortado el fragmento de 900 pb en
dos fragmentos mas pequenos (para la circunstancia especifica de que sdlo se
halle un solo sitio de restriccion), el primero de ~600 pb y el segundo de ~300 pb;
el carril E representa el caso en el que se hubieran encontrado sitios de restriccion
en algunas cadenas resultantes de la amplificacion, sin embargo, la presencia de
banda correspondiente al tamano original muestra que no todas las cadenas

contenian el sitio de restriccion buscado, por lo que existe una mezcla de especies.

LTI -

882
I
1

Figura 2.4 Perfil electroforético de un gel con muestras digeridas
utilizando enzimas de restriccion

La prueba RFLP muestra por lo tanto, su capacidad para diferenciar muestras que
por la utilizacion de primers especificos (incluso cuando se han utilizado primers
especificos para una especie) no han podido ser diferenciadas, pero sobre todo, su
potencial para detectar contaminacion por especies extrafas que, para la industria

alimentaria, es de vital importancia.

9 Es recomendable la secuenciacidn del amplificado producido por PCR, para conocer la secuencia real
de la muestra que se desea cortar.
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Se ha demostrado la necesidad de amplificar zonas con un alto contenido en
mutaciones, (Ej. la zona del citocromo b del DNA Mitocondrial), para hacer posible
la localizacion de sitios de restriccion especificos de la especie buscada, que a su
vez no se repitan en otras especiesi?, De este modo se encontraria un protocolo

especifico para la autenticacion de dicha especie. [6, 7]

A nivel comercial se han desarrollado algunos protocolos que utilizan este método
para la identificacion de especies animales en alimentos, principalmente cerdo,
cordero, pollo y pavo e incluso pescados y mariscos. Los protocolos estan
disponibles en Europa, donde la Universidad Complutense de Madrid es uno de los
principales proveedores de este tipo de protocolos ofreciendo la adaptacion
tecnologica y capacitacion a los organismos interesados en este tipo de

metodologias de autentificacion. [26]

Los métodos estan basados en la amplificacién por PCR con primers universales y
su posterior digestion con enzimas de restriccion especificas de la especie, de
acuerdo con los polimorfismos que presenten las secuencias a diferenciar. Por este
medio se puede identificar a la especie adulterante inequivocamente (en el caso de
que existiera), sin embargo, este tipo de analisis pueden llegar a ser muy costosos
cuando sélo se quiere autenticar a la especie que cierto producto involucre,
especialmente por lo costosas que pueden llegar a ser las enzimas de restriccion.

[26]

224. P (Sin trand comformational polymorphism

Después de que la reaccion es utilizada para amplificar la misma regién de DNA a
partir de diferentes especies, generalmente una parte del gen citocromo b del DNA
mitocondrial, se procede a una desnaturalizacion de las dobles cadenas
producidas, que puede llevarse a cabo utilizando un solvente desnaturalizador; las

cadenas simples de DNA adoptan una estructura secundaria que es dependiente

10 £l andlisis se muestra mas especifico y facil de proyectar cuando se han disefiado y seleccionado
primers especificos de las especies, pues, a partir de esto, se ha limitado el espectro de especies gue
tengan que analizarse para evitar la repeticion de sitios de restriccién que, incluso, lleguen a mostrar
perfiles similares aun después del RFLP
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de su secuencia. Con electroforesis en gel de poliacrilamida, bajo condiciones
apropiadas, los productos con diferentes estructuras secundarias exhiben
diferentes movilidades electroforéticas y se obtienen diferentes patrones,
pequefas diferencias en la secuencia de nucledtidos produce una migracion

diferente de las cadenas simples. [21, 23]

La técnica es simple, rapida y suficientemente sensible para detectar el cambio de

una base o algunas diferencias en fragmentos cortos de la secuencia de DNA. [36]

Los analisis SSCP y RFLP consumen menos tiempo y dinero que la secuenciacion y

son mas convenientes para la identificacion rutinaria de las especies. [23]
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CAPITULO 3. Metodologia experimental

La metodologia y estrategia general utilizada en este trabajo ha seguido las

recomendaciones del Dr. José Francisco Montiel Sosa. [29, 30]

3.1 CUADRO METODOLGGICO

El cuadro metodolégico utilizado en la experimentacion pertinente a este trabajo se

muestra en la figura 3.1 (pagina 47).

3.1.1 Descripcion del cuadro metodologico

La metodologia planteada consta de 5 objetivos particulares y una actividad preliminar
que se refiere a la extraccion y cuantificacion de DNA. Dicha actividad fue planteada de
esta forma debido a que no forma parte especifica del estudio que se pretende realizar,
sin embargo es a través de ella que se obtienen las muestras adecuadas para la

experimentacion correspondiente a cada uno de los objetivos planteados.

El objetivo general del trabajo fue desarrollar un protocolo para autentificar especies de
salmon fresco y térmicamente procesado cuya etiqueta declara contener salmén,
aplicando el método de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) basado en la
identificacion y amplificacion de regiones especificas del ADN mitocondrial, para la

deteccion de adulteraciones en los productos

3.1.1.1 Actividad preliminar
Extraer y cuantificar el DNA total de las muestras objetivo, dando lugar a

soluciones listas para su analisis por medio de PCR.

Para realizar esta actividad se ha utilizado un protocolo de extraccion que se ha
modificado a partir del protocolo clasico descrito por Sambrook, J. basado en la
desintegracion del tejido usando detergentes y proteinasas, extraccion de proteinas
y polisacaridos con fenol, y la precipitacion de DNA con etanol. Posteriormente, a
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fin de alistar el DNA para la amplificacion, ha sido requerida la solubilizacion de
este en agua desionizadall y el posterior almacenamiento a temperaturas

aproximadas a los —18°C. [27]

Por Gltimo es necesario conocer cuantitativamente la pureza y concentracion de
DNA en disolucién, lo que es importante para determinar la cantidad de solucién
que se anadird a la reaccion. El analisis se hizo mediante la medicion de

absorbancia para acidos nucleicos y proteinas (a 260 y 280 nm).

3.1.1.2 Objetivo particular 1
Analizar la secuencia del DNA mitocondrial del salmon en la region del gen Cyt b
para la seleccion del par de primers que delimitaran el fragmento diana para la

amplificacion.

La seleccion y disefio de primers es la parte crucial del desarrollo de un protocolo

de autenticacion. Este objetivo se cumplié de acuerdo con lo siguiente:

3. Obtencién de la secuencia de DNA Mitocondrial para salmén rey (Oncorhynchus
tshawytscha)i2
Lectura de la zona del gen cyt b.

5. Seleccion y disefio del par de primers de acuerdo con los requisitos y
recomendaciones mencionados en la tabla 2.2 en el capitulo 2.

6. Comparacion de la especificidad de los primers mediante el programa
bioinformatico Fasta 3 que proporciona el EMBL-EBI (European Bioinformatics

Institute), que compara la secuencia seleccionada con las de otras especies.

3.1.1.3 Objetivo particular 2

Evaluar la especificidad de los primers seleccionados ante especies diversas.

11 | agua utilizada debe cumplir con dos caracteristicas esenciales: 1) ser agua libre de impurezas que
puedan afectar a la reaccion o que puedan degradar al DNA durante el almacenamiento; 2) tener un pH
neutro para la adecuada conservacion de DNA,

12 Aunque este salman (salmon rey) no es una especie que se consiga en el mercado mexicano, se
utilizé su secuencia debido a su disponibilidad en las bases de datos de genomas, lo que no afecta en
gran medida puesto que se trata de especies de la misma familia.
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La especificidad de los primers se determind para su amplificacion con cuatro
grupos especificos de animales, grupo 1, pollo, bovino, porcino; grupo 2, pescados
extranos (rubia, guachinango); grupo 3, trucha arco iris, trucha asalmonada; grupo
4, salmodn fresco identificado por sus caracteristicas morfoldgicas. El grupo 3 y 4
fueron los que se atendieron mas ampliamente, puesto que las especies del grupo
3 pueden ser objeto adulterante de los productos de salmén, y el grupo 4,

representa la validez de los primers para reconocer al salmon.

La evaluacion se llevo a cabo Gnicamente mediante el uso de PCR y electroforesis:

1. Aplicacion de la PCR a las muestras de cada grupo utilizado el par de primers
seleccionado.
2. Evaluacion de productos de PCR utilizando el método de electroforesis horizontal

en geles de agarosa al 2%, a ~80 V.

i 4 Objetivo particular 3
Evaluar el protocolo de amplificacion ante salmén tratado a diferentes

temperaturas.

Este objetivo permitié conocer la validez del protocolo para la autenticacion de

productos de salmén enlatado.

1. Procesado de salmén a temperaturas de 40, 60, 80 y 92°C por 10 minutos, y a
121°C por 2 segundos, 1, 2, 5 y 10 minutos simulando ciertas condiciones de
proceso térmico.

2. Aplicacion de la PCR a todas las muestras ya procesadas.

3. Evaluacion de los productos de la amplificacién utilizando electroforesis en geles

de agarosa al 2%, a ~80V.

3.1.1.5 Objetivo particular 4
Autenticar los diferentes productos comerciales de salmén, amplificando la regién

especifica seleccionada y evaluada, utilizando PCR.
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Este objetivo en particular es propiamente la autenticacion del salmén. Hasta aqui,
el protocolo ha sido evaluado y aprobado para su aplicacién, que se lleva a cabo

como sigue:

1. Amplificacion de las plantillas de DNA aisladas de muestras de salmon procesado
comercialmente, ahumado y enlatado (los productos se describen con mayor
detalle en el apartado referente a “Materiales”, (pagina 51).

2. Evaluacion de los productos de la amplificacion utilizando el método de

electroforesis en geles de agarosa al 2%, a ~80 V.

3.1.1.6 Objetivo particular 5

Planteamiento del protocolo de autenticacion final basado en la diferenciaciéon de
especies filogenéticamente cercanas (Salmén del Atlantico - Trucha arco iris), a

partir de los estudios de secuenciacion y RFLP.

Este objetivo plantea un estudio mas profundo en la autenticacién de especies que
toma en cuenta la problematica que mas probablemente puede presentarse en la
adulteracion de salmén. El estudio es una aportacion mas avanzada de la
autenticacion de especies que permitird identificar salmon o al agente adulterante
mas probable, la trucha arco iris, en un modo mas convincente. Aunque esta
planteado para salmon del atlantico, una ampliacion del estudio permitiria
identificar otro tipo de salmones e, incluso, otro tipo de agentes adulterantes de la

familia de los salménidos.

El planteamiento se desarroll6 como sigue:

1. Purificacion de DNA utilizando Exo-SAP it, a partir del amplificado de PCR de las
muestras frescas de salmén del atlantico y trucha arco iris. El detalle de la
purificacion se presenta en el apartado correspondiente.

2. Secuenciacion automatica de los fragmentos amplificados y purificados (FES

Iztacala)
3. Analisis de la secuencia y seleccion de enzimas de restriccion utilizando programas
bioinformaticos (ChromasPro Versién 1.13 y Redasoft Visual Clonning version 3.0).

4. Planteamiento del protocolo de autenticacion por RFLP.
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3.2 MATERIALES

3.2.1 Material bioldgico
De acuerdo a lo que se describe en el cuadro metodoldgico, las muestras objetivo

requeridas fueron las siguientes:

Muestras en fresco:
»  Pollo (Gallus gallus domesticus)
) Porcino
»  Bovino
¥ Rubia (Lutjanus inermis)
) Guachinango (Lutjanus argentiventris)
»  Trucha Asalmonada (Salmo trutta morpha fario)
) Trucha Arco iris (Oncorhynchus mykiss)
»  Salmén (especies comercialmente no identificadas)

}  Salmén del Atléntico (Salmo salar)

Muestras Procesadas:

»  Salmén Ahumado en rebanadas y empacado al vacio marca

Kea Light. Especie: Salmén del Atlantico (Salmo salar).

Procedencia: Chile. Importador: Punto Austral S.A. de C.V.

?  Salmén Ahumado en rebanadas y empacado al vacio marca
Delfish Ltda. Especie: Salmén del Atlantico (Salmo salar). !
Procedencia: Chile. Importador: Punto Austral S.A. de C.V.

»  Salmén Ahumado en rebanadas y empacado al vacio marca
Aguas Claras. Especie: Salmon del Atlantico (Salmo salar).

Procedencia: Chile. Importador: Diproal S.A. de C.V.
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} Salmén enlatado en aceite marca Brunswick. Especie: Salmén Rosado

(Oncorhynchus gorbuscha). Procedencia: Alaska.

?» Salmén ahumado usado como relleno en aceitunas enlatadas en salmuera

marca Jolca. Especie: no especifica. Procedencia: Espana.

) Salmén marinado usado como relleno en aceitunas enlatadas en salmuera

marca La Espanola. Especie: no especifica. Procedencia: Espana.

" T ‘i o
. saper I
FoLEA SARRG
. ; p ﬁ@
- - ' ;
h D&

De cada una de las muestras se extrajo un peso aproximado a 50 gramos, que fue
molido y homogenizado. Las muestras asi tratadas se mantuvieron en congelacion

por periodos no mayores a 15 dias hasta llevar a cabo la extraccion de DNA.

3.2.2 Reactivos y productos blolégicos

Los reactivos y productos biolégicos que se muestran a continuacion se agrupan de

acuerdo al método en el que fueron empleados:

Extraccion de DNA:

}  Agua desionizada o bidestilada con pH de 7.
»  Solucién de lisis (Tris base 50mM, pH=8, EDTA 0.1M, SDS 0.5%).
}  Enzima proteasa a concentracion de 20 mg/ml marca Qiagen.
}  Mezcla Fenol - Cloroformo - Alcohol isoamilico, en proporcién 25:24:1.
}  Etanol frio.
Amplificacion (PCR)
» Kitde PCR marca Promega que contiene:

» Agua libre de nucleasas.
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» PCR Master Mix (50 unidades de Taq DNA Polimerasa, 400uM de cada dNTP y
3mM de MgCly).

) Pareja de Primers producidos por Invitrogen.
Electroforesis

}  Agarosa marca Gibco BRL, Life Technologies.

) Tris Acetato y EDTA (TAE) 1X como solucién buffer, pH=8.

»  Bromuro de etidio en concentracién de 10mg/ml.

» Marcador de peso molecular de 1kb marca Promega.

) Tinte cargador azul/naranja 6X, marca Promega.
Purificacion de DNA

} Mezcla de enzimas hidroliticas Exo SAP-IT marca USB.

3.2.3 Equipo utilizado
) Agitador Vortex marca Lab-Line, modelo Super Mixer 1290.

) Balanza Analitica Electrénica Ohaus, modelo AS200

) Calentador para tubos eppendorf, modelo Multi-Blok, marca Lab-Line

»  Espectrofotometro marca WPA, modelo UV1101 Biotech Fotometer

}  Microcentrifuga refrigerada marca Sorvall RMC 14

}  Termociclador marca Perkin ElImer modelo Gene Amp PCR system 2400

» Juego de micropipetas marca Finnpipet de volimenes desde 0.5ul hasta

10004l.

» Camara de electroforesis horizontal pequena de 16x4x6.5 cms (Largo x alto x

ancho), con un area de soporte del gel de 7.5 x 5 cm (Largo x ancho).
}  Camara de electroforesis horizontal grande marca BRL, modelo Horizon 11-14.

) Fuente de poder marca EC, modelo EC105
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?  Fuente de poder marca Biorad, modelo Power Pac 1000

}  Secuenciador automatico modelo 3100 Genetic analyzer

}  Horno de microondas marca Panasonic

) Transiluminador marca UVP, modelo M-15E

) Transiluminador marca Cole Parmer, modelo 9814-series tables.

)  Equipo de Fotografia para luz UV marca Kodak Digital Science. (Camara
fotografica DC40, software: Kodak Digital Science 1D Version 2.0.2.

}  Autoclave

3.3 METoDos

3.3.1 Extraccion de DNA total a partir de tejido muscular

Para la extraccion de DNA de las muestras de alimentos se utilizdé un protocolo
modificado por Dra. Patricia Miranda Castro y M. en C. Esperanza Garcia a partir del
protocolo clasico descrito por Sambrook, J. que esta basado en la disolucion del
tejido de la muestra usando detergentes y proteinasas, extraccion de proteinas y
polisacaridos con fenol, cloroformo y alcohol isoamilico y la precipitacion del DNA
con etanol. El protocolo completo se describe a continuacion: [27]

Disgregacion del tejido:

Enjuagar el tejido con agua estéril y no tocarlo con las manos, usar guantes.
Congelar una porcién de tejido (en nitrégeno liquido o en congelador normal).
Moler el fragmento de carne utilizando un mortero

Pesar 0.125 gr de carne en un tubo Eppendorff

Adicionar 1.25 ml de solucion lisis

Agitar con vortex hasta que se visualicen pedazos mas pequenos.

Adicionar 7 ul de enzima proteasa previamente concentrada a 20 mg/ml

BN O R WM R

Incubar los tubos a 50°C en termoblok por 2 horas.
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9. Desactivar la enzima manteniendo la temperatura del termoblok a 60°C por lo

menos una hora.
Extraccion de proteinas y polisacaridos:

1. Adicionar al tubo que contiene la muestra, 0.25 ml de la mezcla de fenol-
cloroformo-alcohol isoamilico.

2. Mezclar el tubo varias veces suavemente
Centrifugar a 10,000 rpm por 10 min a temperatura ambiente
Separar las fases, recuperar la fase acuosa superior que contiene el DNA. Evitar
recuperar cualquiera de las otras fases.

5. Trasladar la fase recuperada a 2 tubos eppendorff nuevos
Precipitacion de DNA

1. Adicionar 1.5ml de etanol frio a cada tubo

2. Mezclar suavemente (puede aparecer turbidez y luego desaparecer)

3. Centrifugar a 10,000 rpm por 10 min.

4. Decantar el etanol y dejar secar el DNA en incubadora a 37°C colocando los tubos
en forma horizontal. EI DNA debe visualizarse pegado al tubo como una mancha
blanca.

5. Una vez eliminado el etanol, se adiciona agua desionizada para resuspender DNA
agitando suavemente el tubo hasta su completa disolucidn.

6. Cuando la solucién presenta particulas insolubles, se reintenta la extraccion de
proteinas y polisacaridos con fenol-cloroformo-alcohol isoamilico, y se vuelve a

lavar con etanol.

3.3.2 Cuantificacion de DNA por medicion de absorbancia a 260 nm

Este método es (til para preparaciones de acidos nucleicos altamente puras, pues
se detecta cualquier compuesto que absorbe la luz significativamente a 260 nm, lo
cual incluye, por ejemplo, DNA, RNA, EDTA y fenol. La relacion de absorbancia a
260 nm se utiliza como prueba de contaminacion de una preparacion de DNA y
RNA con proteina, puesto que los aminoacidos aromaticos absorben la luz a 280

nm. En este caso, solo un nivel significativo de proteina en la preparacion puede
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causar un cambio significativo en la relacion de absorbancia de ambas longitudes

de onda. [40]

Para cuantificar la cantidad de DNA, las lecturas se toman a 260 y 280 nm. La
lectura de 260 nm permite el célculo de la concentracién de acidos nucleicos en la
muestra. Una unidad de densidad éptica corresponde a aprox. 50 pyg/ml de DNA de
doble hebra. La relacién entre las lecturas a 260 y 280 nm proporciona un
estimado de la pureza de los acidos nucleicos. Preparaciones puras de DNA tienen
valores de 1.8, mientras que valores de 2, muestran la existencia de preparaciones
puras de RNA. Si existe contaminacion significativa con fenol o proteinas, la
relacion 260/280 sera menor de 1.8, entonces no se puede cuantificar el DNA

presente en la solucion. [40, 49]

El protocolo utilizado se describe como sigue:

1. Tomar una muestra de 10l de DNA y se adicionan 490yl de agua destilada, de
modo que se conserve una proporcion 1:50.

2. Realizar las mediciones de absorbancia a 260 y 280 para cada una de las
muestras en el espectrofotémetro con emision de luz UV utilizando celdas de de 1

cm?2y 500 pl de volumen. Con los valores resultantes se obtiene:

Abs,,
AbS 5,

=1.8-19

Sabiendo, por tanto, que una unidad de A2so corresponde a una concentracion de

50 pg/ml, la concentracion de DNA se obtiene del siguiente modo:.

S0pg  Volfinal _iml

Esl= b, > ml  Vol.inicial 1000yl

donde la concentracion esta dada en ¥&/,, y los términos involucran el valor dado de
Abs a 260 nm, la concentracion correspondiente a una unidad de absorbancia, la
dilucién de la solucion de DNA, que para el caso es 500ul/10ul, y por Gitimo, el

factor de conversion de ml a pl.
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3.3.3 Amplificacién de DNA

3.3.3.1 Preparacion de la reaccién

Para la preparacion de la reaccion ha sido fundamental la estandarizacion de las
concentraciones de los componentes (Primers y DNA). Los primers deben ser
solubilizados a una concentraciéon de 250 pM, mientras que el DNA requiere una
concentracion relativamente baja puesto que, teéricamente, una sola copia del
DNA deberia ser suficiente para una adecuada amplificacion, sin embargo, la
extraccion de DNA implica la colecta de millones de cadenas originales.

Experimentalmente se utilizd una solucion de DNA de aprox. 3.5 x 103 pg/ul. [22]

La preparacion de las muestras para la reaccion se llevé a cabo de acuerdo con el
protocolo que precisa Promega para el kit de PCR. Los componentes se prepararon

en tubos de 25ul como se muestra en la tabla 3.1.

TaBLA 3.1 COMPONENTES DE LA PCR, PREPARACION DE LOS ENSAYOS

COMPONENTE VOLUMEN CONCENTRACION FINAL

Mezcla master mix (kit) 125l X

Primer 1 0.25-2.5u 0.1-1.0pM -
Primer 2 0.25-2.5p  oaiopm
DNA 15y <250ng

La necesaria para

completar 25yl B

Agua libre de nucleasas

Cuando ya se ha ajustado la concentracion de primers y DNA, el volumen aplicado
para el adecuado cumplimiento de la reaccion fue de 0.5 pl de cada primer y 1pl de
DNA.

3.3.3.2 Etapas y ciclos de la reaccion

La programacion del termociclador se efectud de acuerdo a la figura 3.2. Las
condiciones dadas estan basadas en las recomendaciones de Promega para la
utilizacion de la mezcla master mix para PCR. La etapa de hibridacion se realiza a
60°C, pues debe coincidir con la Tm calculada para los primers. La etapa inicial

funciona como una etapa de desnaturalizacion extendida, en la que se pretende
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desnaturalizar por completo a las cadenas originales, ademas se aplica para
inactivar proteasas y nucleasas de la muestra. La etapa final tiene como objetivo
terminar de extender las cadenas que aun estén incompletas. Notese que la
conservacion del producto de PCR es a 4°C. A partir de este momento no es
recomendable congelar las muestras para el posterior analisis, puesto que la
formacién de cristales de agua puede ocasionar dano a los fragmentos ya formados
y, por tanto, una deteccion deficiente del producto. El programa tuvo una duracién

total de 1 hora 40 minutos, con 30 ciclos. [22]

] I 1
:, 60 °C i -:
95°C 195°C i
200 4 72°C | 72°C |
1030, " T00 | 5:00 -
: 0:30 : :
I 1 1
] I 1
I I 1
| | )
I 1 ]
1 | ]
1 1 1
] 1 1
i i d 4°C
: : ; K 0
I ] | o0
- i il e &
= i e L i T -
Etapa i nggsfeie i o i Conservacion
inicial | oo . Vipa e | del producto
| ciclicamente ! !
1 | 1
Figura 3.2 Esquematizacion del programa utilizado en el termociclador
3.3.4 Analisis de productos

3.3.4.1 Preparacion del gel de agarosa
Los componentes de un gel de agarosa al 2% adecuado para la electroforesis se

mezclan como se presenta en la tabla 3.2:
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TABLA 3.2 COMPONENTES DE UN GEL DE AGAROSA PARA ELECTROFORESIS

COMPONENTE CANTIDAD (GEL PEQUENOQ) CANTIDAD (GEL GRANDE)
Agarosa 0.6 gr 2¢gr

BrEt13 en concentracion de '

10mg/mi .yl Sul

TAE 1X 29. 4 ml 98 ml

El método de preparacion simplemente sigue el siguiente protocolo:

1. Se cierran las aperturas laterales del soporte del gel.

2. Se pesa la agarosa y adicionar el TAE 1X, es preferible que la mezcla se realice en
un vaso de precipitado largo de 200 ml.

3. En este momento es preciso pesar la mezcla.

4. La mezcla es calentada en horno de microondas a potencia baja, hasta que quede
bien disuelta.

5. Nuevamente se pesa la mezcla y se anade agua hasta que se iguale el peso inicial
de la mezcla.

6. Se anade el BrEt y se mezcla bien.

7. La mezcla se vierte en el soporte cuidando que no se formen burbujas, si se
forman es preciso removerlas. Inmediatamente después se colocan los peines.
Se deja solidificar el gel en una zona nivelada y libre de corrientes de aire.

9. Antes de cargar el gel con muestra, se retiran los y se coloca el soporte con el gel
en la camara de electroforesis; por ultimo es indispensable adicionar TAE 1X a la

camara de modo que el gel quede cubierto.

El gel puede ser conservado a temperatura de refrigeracion, siempre que se

encuentre sumergido en buffer TAE 1X.

13 El bromuro de etidio es un colorante fluorescente altamente téxico esencial para la tincion del DNA en
el gel. Esta molécula se intercala entre las bases apiladas del DNA creando una unidn del tipo Van der
Waals con las bases de la cadena. Después de la insercién dentro de la hélice, el colorante permanece
perpendicular al eje helicoidal teniendo contacto con la base superior e inferior. La posicidn arreglada
de la molécula y su proximidad a las bases causa que el colorante exhiba un campo fluorescente. [39]
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3.3.4.2 Electroforesis horizontal (carga y corrida del gel)

La técnica de electroforesis horizontal es capaz de separar fragmentos que no
pueden ser separados adecuadamente por otros procedimientos. La utilizacion de
agarosa para la separacion de moléculas de DNA del tamano esperado en este
estudio, es fundamental pues, mientras que un gel de poliacrilamida puede
diferenciar moléculas con un rango de desigualdad de tan sélo 1 pb, no es capaz
de soportar moléculas mayores a 500 pb. La agarosa tiene un poder de resolucion

menor, sin embargo, tiene un mayor rango de separacion (50 a 20,000 pb).

La resolucion y el grado de migracion, sin embargo, de los fragmentos de DNA en el
gel, dependen en cierto grado, del voltaje aplicado. Para obtener la resolucion
maxima de los fragmentos de DNA >2 Kb en tamano, los geles de agarosa deben

correr a no mas de 5 a 8 V/cm. [40].

La técnica se ha llevado a cabo, por tanto, a 70V en un gel de 7.5 cm de largo. Los
posillos del gel se cargaron de acuerdo a los voliumenes que se especifican en la

tabla 3.3, siguiendo el protocolo contiguo.

TABLA 3.3 VOLUMEN DE LOS COMPONENTES UTILIZADOS EN LA ELECTROFORESIS

COMPONENTE VOLUMEN

BrEt 0.01pg/mi 3pl

‘Blue Orange 6X Loading Dye* ~ 4upl
Muestra oégua_ﬁ mér&adér d_e_peso molecular _S_Lilm__ -

1. En un trozo de parafilm se sitian tantas gotas de colorante (Tinte cargador
azul/naranja 6X) como nimero de muestras + blanco + marcador de peso
molecular, evitando incorporar burbujas dentro de la gota.

2. Posteriormente se anaden las gotas de BrEt adjuntas a las gotas de colorante sin

que se mezclen.

14 Este componente es el buffer de carga del gel, que se mezcla con las muestras antes de cargarlas.
Tiene 3 propésitos: 1) Incrementar la densidad de la muestra, 2) Asegurar que el DNA descienda
uniformemente dentro del posillo y 3) Afadir color a la muestra, con lo que se simplifica el proceso de
carga. Este compuesto contiene colorantes gue migran hacia el &nodo en un campo eléctrico.
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3. Finalmente se adicionan las gotas de muestra, o agua en el caso de blanco, o
marcador de peso molecular. Una a una se mezclan con los siguientes
componentes, se recogen y se depositan en el posillo correspondiente.

4. Cuando se ha terminado de cargar el gel, se cierra la camara y se conecta a la
fuente de poder (80V). El catodo se conecta en el extremo cercano a los posillos,
de modo que la molécula migre hacia el anodo.

5. La corrida dura hasta que el colorante se visualice cerca del extremo contrario.

3.3.4.3 Fotografias de los geles

Las fotografias de los geles se tomaron utilizando una camara Kodak DC40
especial para fotografiar geles tenidos con bromuro de etidio e iluminados con luz
UV. Estas condiciones son esenciales para el analisis para la deteccion del bromuro
de etidio intercalado en los fragmentos de DNA presentes en el gel, esto es debido
é que la radiacion UV es absorbida a 254 nm por el DNA y transmitida al colorante.
El colorante unido por si mismo absorbe la luz a 302 nm y 366 nm. En ambos
casos, la energia es re-emitida a 590 nm en la region rojo-naranja del espectro

visible. [40]

Camara Kodak DC40

Aumentos y filtros

Cono negro

Gel

Filtro del transiluminadar

AAAFAI AR ERE RS B :
Ea) i Lamparas

Figura 3.3 Fotografia de geles por iluminacion UV

61



CAPITULO 3. METODOLOGIA EXPERIMENTAL ®

El gel se fotografia de acuerdo con la figura 3.3 y la imagen se envia a un
ordenador que la procesa en el software adecuado (Kodak Digital Science 1D

Version 2.0.2).

3.3.5 Purlficacion de DNA

Para la purificacion de DNA se utilizo ExoSAP-IT. Este producto prepara los
productos de la PCR para la secuenciacion, eliminando los primers sobrantes y los
dNTPs no consumidos en la reaccién. El producto utiliza dos enzimas hidroliticas,
exonucleasa | y fosfatasa alcalina, juntas en un buffer formulado especialmente

para remover dNTPs y primers no deseados.

La exonucleasa | degrada los primers de hebra sencilla residuales, asi como el DNA
de hebra sencilla producido en el PCR. La fosfatasa alcalina hidroliza los dNTPs
sobrantes directamente al producto del PCR. Las enzimas estan activas en el buffer

usado para PCR.

El protocolo de utilizacion de este producto para la purificacion de DNA es como

sigue:

1. A 5yl del producto de PCR, se anaden 2yl de ExoSAP-IT. La mezcla se efectia en
un tubo para PCR nuevo.

2. Se agita el tubo y se incuba a 37°C por 15 minutos en el termociclador.

3. ExoSAP-IT se inactiva elevando la temperatura a 80°C por 15 minutos en el

termociclador.
4. El producto, una vez tratado, debe ser almacenado a -20°C hasta que se use en la

secuenciacion.

3.3.6 Secuenciacion de DNA

La secuenciacion de los productos de PCR se realizd mediante la técnica de
secuenciacion automatica. El analisis se hizo en vinculacion con al Facultad de
Estudios Superiores lIztacala por medio de un secuenciador automatico modelo
3100 Genetic analyzer con Quimica de DNA ABI Prism BigDye Terminator chemistry,

Movilidad DT3100pop6(BD)v2, en capilar de 50cm.
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3.3.7 Diseiio de RFLP

El disefio del protocolo para la realizacion de RFLP se realizé6 de modo que permita
diferenciar entre las dos especies mas susceptibles a la adulteracion y, por lo tanto,

a la autenticacion, que son el salmén del atlantico y la trucha arco iris.

El diseno es simple y facil de plantear siempre que se cuente con el apoyo de un
programa bioinformatico, como es el caso del ChromasPro versién 1.13 o Redasoft

Visual Cloning 3.0.

El software se encarga de encontrar los sitios de restriccion que engloba el
fragmento, por ello, ambas secuencias se analizan, en principio, para todas las
enzimas de restriccion. El mapa de sitios de restriccion que muestra el software es

la base para la busqueda de la enzima de restriccion adecuada.

La endonucleasa mas adecuada para el caso del salmén y la trucha, es la que:

) Es capaz de dividir los fragmentos en secciones mas cortas cuyos tamanos
puedan ser visualizados aun en un gel donde las muestras corren junto a un

marcador de peso molecular de 1Kb.

) Los fragmentos obtenidos deben diferir en por lo menos 50 pb de longitud,

con el fin de que la diferencia pueda visualizarse en un gel de agarosa.

» Preferentemente, el nimero de fragmentos a obtener debe ser diferente entre

una y otra muestra.

Tomando tales consideraciones, es necesario analizar uno a uno los sitios de
restriccion y fragmentos resultantes para cada una de las enzimas que mostraron

afinidad por los fragmentos y elegir la mas adaptada para esta distincion.
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Capitulo 4. Resultados y discusion

4.1 DISENO Y SELECCION DE PRIMERS

Adn cuando ya existen algunos primers publicados con los que se han amplificado
algunas especies de salmones, no se utilizaron en este trabajo dado que no
obedecian las caracteristicas de especificidad necesarias para cumplir el objetivo
planteado. Tal es el caso del trabajo publicado por Hold, L (2001) que, aunque
logré la amplificacion de diversas especies de salmones dirigiendo la PCR al gen
citocromo b del DNA mitocondrial, utilizé primers universales, por lo que también se
amplificaron especies de merluza, anguila, sardina y rodaballo, lo que no es
adecuado con el objetivo planteado. Carrera, E (1999), que ya ha realizado varios
trabajos para diferenciar trucha arco iris del salmoén del Atlantico por el método de
PCR-RFLP, los primers utilizados fueron disefiados para la amplificacion de ambas
especies por PCR con el fin de someter ambos productos amplificados a la
diferenciacion por el corte de los fragmentos con enzimas de restriccion, asi mismo
dicho trabajo no asegura que la utilizacion de dichos primers permitira la
amplificacion de otras especies de salmén, lo cual, en un principio representa una
desventaja para el objetivo planteado en este trabajo. Asi pues, se procedio al

diseno de primers como se menciona posteriormente. [7, 8, 15]

El genoma mitocondrial del salmén rey, Onchorhynchus tshawytscha se muestra en
la figura 4.1. La zona de interés, que corresponde al gen cyt b, comprende 1141

pb, localizados del 15363 al 16503.

La seleccion y el disefio de primers se realizaron siguiendo las recomendaciones
generales para el diseno y seleccion de primers senaladas en el capitulo 2. El
diseno se realizo en base a la secuencia mitocondrial obtenida del Mitomap en el

National Center for Biotechnology Information (NCBI)15 y se consideré en la zona del

15 www.ncbi.nim.nih.gov
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gen citocromo b, sefialado anteriormente debido a su grado de conservacién

intraespecifica. [30, 40]

RNA-Val

tRHA-Leu —Np5
tRNA-Ser y :
LRMA-His —12.5K .
- SKh.
-_
— o tRNA-Met
" THD2tRNA-lle
ND4 ~ tRNA-GIn
7.5K, ‘¢
\
NDAL S5 RNA-Trp
tRNA-GL
¥ : tRNA-Cys
tRMA-Tyr
tRHA-Asp
tRMA-Ser
N COS + strand NN RNA + strand
WESREEEE CDS - strand RN RMA - strand

Figura 4.1 Genoma mitocondrial del salmén rey Oncorhynchus
tshawytscha

Fuente: NCBI, 2003.

El disefio y seleccion de primers llevé a la observacion del comportamiento de tres
distintas secuencias de primers, que se muestran en la tabla 4.1, donde los
primers S (1) y S (2) corresponden a la secuencia de la cadena L, los que
corresponden a sitios distintos, como se puede apreciar. El primer senalado como
R corresponde al seleccionado en direccion 5 a 3' para la secuencia

complementaria del genoma especificado (cadena H). [4]

TABLA 4.1 SELECCION Y DISENO DE PRIMERS

Nombre 5(1)

Secuencia5'a 3’ GCT AAT GAC GCA CTA GTC GA
Fasleln encel genoma 15402 a 15421. Zona cyt b
mitocondrial
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Longitud 20 pb
Contenidode GC  50% - -
“Contenido de AT . 50% - - -
Temberatura de fusion - 60°C - o
Nombre 5(2)
‘Secuencia5'a3’  GCT GCT ACA ACC AAT CCC AA - -
;‘;f;ig’:dfgf' Ecnoma 15184 a 15204. Zona ND 6
“Longitud 20pb .
e B )
Contenido de AT 50% .
Temperatura de fusion - -_60"‘(-:__ - - B -
Nombre R
'Egcue_r?cua_s_ a3 ' CTG TAG CAG CTG CAA TGA CG R ' o
g‘:f:;g’:dfgf' genoma 15923 a 15942. Zona cyt b
“Longitud - 2000 -
Contenido GC - s5% R o - -
Contenido AT %
ﬂ;n;eratﬁr; -d-é-fl.ISIOI'I - 62°C G T

Por tanto, se analizaron en forma practica, dos parejas de primers, la primera con S
(1) y R amplificando una secuencia de 541 pb, y la segunda con S (2) y R

amplificando una secuencia de 759 pb.

Los primers fueron analizados con el fin de identificar similitudes con otras
especies; esto se realizo en el programa Fasta 316 del European Bioinformatics
Institute, donde se buscaron las secuencias de DNA en el banco de datos version
3.4t21 con fecha del 14 de mayo de 2003. Los resultados de la busqueda
muestran la afinidad entre las secuencias de los primers con las secuencias

genomicas existentes en dicha base de datos.

Para el caso del primer S (1), se encontré 100% de identidad con 52 especies,

entre las que se encuentran las especies de salmones, otras especies de peces de

16 www.ebi.ac.uk/fasta33
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diversas familias y el caso particular de las larvas de hurta (Pagrus auriga), lo que

implica que el primer no puede identificarse como primer especie - especifico.

El primer S (2), en cambio, Gnicamente encontré 100% de identidad con 2 especies
de salmén, Oncorhynchus tshawytscha (Salmoén rey) y Oncorhynchus gorbuscha
(Salmén rosado). La trucha arco iris (Oncorhynchus mykiss) y la trucha cutthroat
(Oncorhynchus clarki), el salmon keta (Oncorhynchus keta), y la trucha lenok
(Brachymystak lenok), la cual no pertenece a la familia de los salmonidos, tuvieron
diferencias en una base, por lo que no se califican como 100% idénticos, sin
embargo, mantienen una alta posibilidad de la amplificacion por PCR con este

primer.

El primer R fue el mas especifico, puesto que sélo mostré identidad con 3 especies:
Oncorhynchus tshawytscha (Salmén rey), Oncorhynchus gorbuscha (Salmén
rosado) y Thalassoma newtoni (Fredi) cuyo nombre cientifico valido es Thalassoma
pavo. Este dltimo es un pez de acuario, sin importancia comercial, de la familia:

Labridae; subfamilia: corinae; clase: actinopterygii. [12]

Por principio se nota que, a pesar de la diversidad de especies que pueden
contener alguna de las secuencias seleccionadas, fue posible descartar en modo
tedrico la amplificacion de especies extranas puesto que el programa Gnicamente
senald repetidamente para ambas parejas de primers, las secuencias de salmén

rey y salmén rosado.

Aln cuando el primer S (2) tiene gran ventaja en especificidad sobre S (1), se
decidié aplicar el analisis experimental para ambos y hacer una evaluacién mas

profunda sobre sus perspectivas para la identificacion de salmon.
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4.2 EVALUACION EXPERIMENTAL DE LOS PRIMERS

En lo que confiere al objetivo particular 2, los resultados de amplificacion obtenidos
con los primers utilizado en los 4 grupos de especies planteados!’ fueron los

siguientes:

4.2.1 Grupo 1. Especies filogenéticamente distantes

La aplicacién de la PCR a este grupo de especies, se realizé con dos fines; el
primero, descartar que los primers mencionados sean capaces de amplificar
especies de gran importancia alimentaria en nuestro pais, que podrian ser usadas
para adulterar los productos de salmén, adn cuando la utilizacion de estos primers,
sin un método complementario a la PCR, no permita detectar adulteraciones por la
mezcla de alguna de estas especies con salmén. En segundo lugar, y de modo
primordial fue demostrar que los primers no amplifican especies filogenéticamente

lejanas, es decir, que son especificos.

i 2 3 4 5 6 1 2 3 4 5 6

-—
-
- e - +——500pb 750 pb ———— o o
541pb.... 2.~ - =3 ... 759 pb
—-—
a) Primers S(1)yR. 1y 2: salmones, 3: b) Primers 5 (2) y R. 1: Marcador de peso
bovino. 4: porcino. 5: pollo. 6: Marcador molecular de 1 Kb. 2: pollo. 3: porcino. 4:
de peso molecular de 1 Kb. bovino. 5 y 6: salmones.

Figura 4.2 Electroforesis en gel de agarosa al 2%. Productos de PCR con
muestras de DNA de especies filogenéticamente lejanas

17 Grupo 1: Aves de corral, bovino, porcino. Grupo 2: Guachinango, rubia. Grupo 3: Trucha arco iris y
trucha asalmonada. Grupo 4: Salmones.
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Para este grupo (pollo, bovino y porcino), no existié amplificacion como se muestra
en la figura 4.2,a cuya fotografia presenta un gel de agarosa al 2% que lleva el
producto de PCR con los primers S1 y R. Los carriles 1 y 2 corresponden a muestras
de salmén fresco que presentan la banda esperada de 541 pb. Por el contrario, en
los carriles 3, 4 y 5 con muestras de bovino, porcino y pollo respectivamente, no
muestran banda de amplificacion. De la misma forma, en la figura 4.2,b) se
muestra la fotografia del gel de agarosa al 2% con amplificados de PCR preparada
con primers S (2) y R, donde los carriles 2, 3 y 4 llevan los productos de la PCR con
muestras de DNA de pollo, porcino y bovino, respectivamente, los cuales tampoco
han amplificado con estos primers. Los carriles 5 y 6 llevan los productos de PCR
con muestras de DNA de salmones frescos, que muestran que la PCR aplicada ha
funcionado adecuadamente, adn cuando uno de los salmones no mostré
amplificado, lo que se discutird posteriormente cuando se hable del Grupo 4. El

carril 1 lleva el marcador molecular de 1 Kb.

Este resultado da la primera pauta de especificidad de los primers, puesto que,
durante la autenticacion, es importante descartar que los primers pudieran
amplificar cualquier especie extrana que hubiese sido empacada en lugar de

salmon.

4.2.2 Grupo 2. Especies de pescado filogenéticamente distantes

En este grupo se han incluido dos especies de pescados que pertenecen a una
familia extrana a la familia de los salmonidos, el primero, el guachinango (Lutjanus
argentiventris) [18], que es un pez muy conocido y cultivado en México, y el

segundo, la rubia (Lutjanus inermis) [1].18

Las fotografias de la amplificacion para estas especies se muestran en la figura
4.3. La imagen a) presenta los productos de la PCR preparada con primers S (1) y
R, donde el carril 1 lleva el marcador de peso molecular de 1 Kb, el carril 2 lleva

una muestra control de salmon fresco, y los carriles 3 y 4 llevan el producto de PCR

18 Para ambas especies, la familia es: Lutjanidae, orden: Perciformes, clase Actinoperygii. Nétese que la
familia y orden son diferentes a los salmones, mientras que la clase es la misma (pagina 6).
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a partir DNA extraido de rubia y guachinango respectivamente. La fotografia b)
presenta los productos de PCR preparada con primers S (2) y R, donde los carriles
1 y 2 llevan los productos de PCR con DNA de guachinango y rubia,
respectivamente. Las bandas en 3 y 4 funcionaron como control y son los

productos de PCR de DNA de salmon.

[y
%]
w
s
[y
[N
w
-
[4)]

-
> 759 pb i
e : _—
i ‘ —
S 541 pb 2 €2 swe—7500
500pb —— - 'ﬁ{- 2 A i ' -
- -—

. 4 b) Primers S (2)y R. 1y 2: rubia y
Prime R. 1: M dor d
o) Pl Sy Aiwagel ve guachinango. 3 y 4: salmones. 5:

lecular de 1 Kb. 2: Salmén. 3
peee mtfig;; yeguachfnangofnm 4 Marcador de peso molecular de 1 Kb.

Figura 4.3 Electroforesis en gel de agarosa al 2%. Productos de PCR con
DMNA de especies que pertenecen a otras familias de peces

En la figura 4.3,a, para el caso de la rubia, se visualiz6 una banda tenue en todas
las repeticiones de la PCR (marcada en la imagen), aunque en realidad no se
alcanza a notar en la fotografia, lo que demuestra un pequeno fallo en la
especificidad del primer S (1). La presencia de banda en este caso, implica que la
secuencia gendmica de la rubia encuentra una baja identidad por ambos primers,
aungue ninguno de ellos es 100% idéntico con la zona de hibridacion. Cuando esto
sucede, generalmente es debido a diferencias en regiones del primer que no son
criticas (como lo serian los finales de la secuencia del oligonucleétido). Una banda
tan tenue simboliza el apareamiento de los primers con las cadenas simples del
DNA de la rubia, pero en muy bajas proporciones. Por otra parte, hay que recordar

que la region amplificada del DNA mitocondrial corresponde a una zona codificante
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que presenta mayor conservacion (menos diferencias de secuencias) que las zonas

o codificantes como la region D-loop. [29,40]

La secuencia mitocondrial del guachinango mostré6 ser discrepante para los

primers, puesto que en ningln caso se visualizé alguna banda de amplificacion.

4.2.3 Grupo 3. Especies filogenéticamente cercanas. Identificacion de

especles de la misma familia
Este grupo se conforma por dos especies de truchas, pertenecientes a la familia de
los salmoénidos, que potencialmente pueden ser objeto de adulteracion en los
productos de salmon debido a la factibilidad que presenta su cultivo en climas
mexicanos y, sobretodo, su semejanza con el tejido del salmodn. Las especies
involucradas son la Trucha Arco iris (Oncorhynchus mykiss) y la Trucha Asalmonada
(Salmo trutta morpha fario). Cabe resaltar que para ambas especies, por formar
parte de la familia de los salménidos, su diferenciacion genética es mas
complicada pues la diferencia en bases es mucho menor comparada con las

diversas especies de salmones.

Las siguientes fotografias (figura 4.4) presentan las bandas que aparecen a partir
del amplificado de DNA de truchas. En a) se expone el gel cargado con los
productos de PCR preparada con primers S (1) y R. En esta imagen el carril 1 lleva
el marcador molecular de 1 Kb, 2 y 3 llevan trucha arco iris y trucha asalmonada,
respectivamente. En b) el gel muestra los productos de PCR arreglada con primers
S (2) y R, donde 1 y 2 son productos con DNA de trucha asalmonada y trucha arco
iris correspondientemente, tal y como lo muestra la figura. En este caso, no fue
necesario mostrar geles con muestras de salmon amplificado, pues se ha notado

con las bandas presentes representan una amplificacion adecuada.
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t 2 3 i1 2 3
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a) Primers 5 (1) y R. 1: Marcador de b) Primers S (2)y R. L. Trucha
peso molecular de 1 Kb. 2: Trucha arco asalmonada. 2: Trucha arco iris.
iris. 3: Trucha asalmonada. 3: Marcador de peso molecular de 1 Kb,

Figura 4.4 Electroforesis en gel de agarosa al 2%. Productos de PCR con
DNA de especies filogenéticamente cercanas

Nétese que en el caso de a) s6lo existe una banda ubicada en el carril para trucha
arco iris. Esta caracteristica mejora la especificidad de la pareja de primers S (1) y
R, pues se ha podido descartar a una especie filogenéticamente cercana al salmén
y de gran importancia en este estudio con la combinacion de estos primers. Por el
contrario, S (2) y R presentan bandas bien definidas para estas dos especies, lo
que implica que estos primers de ningdn modo podrian utilizarse para la
amplificacion especifica de salmones pues son capaces de amplificar dos especies

que pueden utilizarse de modo potencial en la adulteracién del salmén.

4.2.4 Grupo 4. Salmones

En este caso se involucraron dos tejidos de salmén que los vendedores no
identificaron especificamente, pero que pudieron ser reconocidos por sus
caracteristicas fisiolégicas (descritas en el capitulo 1). Las fotografias de los geles
de electroforesis que soportan la amplificacion por PCR de los salmones, se
muestran en la figura 4.5, donde a) contiene los productos de PCR preparada con
primers S (1) y R (region de 541 pb) y b) corresponde al producto de la PCR
integrada con primers S (2) y R (region de 759 pb). En la imagen a), el carril 1 lleva

el amplificado de DNA de una especie de salmdn que se identifico con el
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seudénimo ‘FRESCO X', mientras que el carril 2 lleva el amplificado del DNA de la
segunda especie de salmén nombrado ‘FRESCO Y'. En el carril 3 aparece el
marcador de peso molecular de 1 Kb. En b), el carril 2 lleva el producto de la
amplificacion del DNA de 'FRESCO Y', mientras el carril 3 corresponde a ‘FRESCO
X'.

i 2 3 i 2 3
-
= =
- oo 759 pb
: T509b4_: -(
e B =i -
el -~
"
a) Primers 5 (1) y R. 1: Salmén FRESCO b) Primers S (2} y R. 1: Marcador de
X. 2: Salmon FRESCO Y. 3: Marcador de peso molecular de 1 Kb. 2: Salmén
peso molecular de 1 Kb. FRESCO Y. 3. Salmén FRESCO X.

Figura 4.5 Electroforesis en gel de agarosa al 2%. Productos de PCR con
DNA procedente de saimones

La pareja de primers S (2) y R en b) mostré un resultado poco especifico para
salmén, ya que de las dos muestras utilizadas sélo amplificé una de ellas, lo que no
es recomendable cuando se estan disefiando primers que permitan asegurar la
presencia de esta especie. En cambio, primers S (1) y R en a) demuestran una

habilidad mayor para amplificar DNA de especies diversas de salmon.

Asi pues, el diseno de un protocolo que utiliza primers especie-especificos para la
autenticacion de especies en productos comerciales, recae principalmente en la
seleccion de primers que se caractericen por tener especial afinidad con las
especies deseables y, en la medida de lo posible, la menor afinidad por especies de
familias extranas y especies que, por sus caracteristicas morfologicas, puedan ser
objeto de adulteracion. Los primers hasta aqui estudiados han demostrado sus
habilidades en modo practico (amplificacion in vitro), dejando atras el diseno y

afinidad que, en teoria, mantienen con las especies.
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En un principio, ambas parejas de primers, demostraron su habilidad para
descartar la falsificacion del salmén con tejidos musculares provenientes de
especies en alto grado comestibles y con valiosos volimenes de produccién, que es

el caso del pollo, porcino y bovino.

La pareja de primers S (1) y R, aunque mostré capacidad para amplificar especies
de peces de familias lejanas, como es el caso de la rubia (Lutjanus inermis), la
calidad del amplificado es muy baja, por lo que el caso puede despreciarse. Por
otro lado, la habilidad para distinguir las especies de trucha descartando a la
trucha asalmonada (Salmo trutta morpha fario), hace de esta pareja la mas
adecuada para el protocolo pues, ademas, es competente en la amplificacion
indiscriminada de salmones. No asi para la segunda pareja de primers, que
involucra el primer S (2) pues, aunque este primer teéricamente expone mayor
especificidad a la familia de los salmones, en combinacién con R ha podido
amplificar el DNA de ambas truchas y ha discriminado especies de salmones, lo

que no es adecuado para el protocolo.

AlGn con esto, no se ha podido diferenciar al salmén de la trucha arco iris
(Oncorhynchus mykiss), por lo que se consiguieron muestras auténticas de salmoén
del atlantico (Salmo Salar) que es la especie mayormente procesada vy
comercializada en México, y se buscé su amplificacion con ambas parejas de
primers, esperando resultados satisfactorios, con lo que se plantearia una nueva

forma de diferenciar ambas especies.

Los resultados se muestran en la figura 4.6, donde a) muestra los productos de
PCR utilizando la primera pareja de primers (S (1) y R), y b) con la segunda (S (2) y
R), ambas reacciones acondicionadas para la amplificacion de Salmén del
Atlantico. En ambos casos, se visualizé banda en el sitio correspondiente, sin
embargo, para la pareja de primers S(2) y R, la banda es demasiado tenue y no se

alcanza distinguir.
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a) Primers S (1) y R. 1: Marcador de a) Primers S (2) y R. 1: Marcador de
peso molecular de 1 Kb. 2: Salmdn del peso molecular de 1 Kb. 2: Salmén del
Atlantico. Atldntico.

Figura 4.6 Electroforesis en gel de agarosa al 2%. Productos de PCR con
DNA de salmon del Atlantico

La aptitud de los primers, evaluada en este caso, apoya la determinacion de utilizar

la primera pareja de primers en el protocolo de autenticacion.

4.3 EVALUACION DE LA CAPACIDAD DE LOS PRIMERS PARA AMPLIFICAR
SALMON PROCESADO TERMICAMENTE

Debido a que el DNA se degrada con el aumento de temperatura, se ha evaluado la
habilidad de los primers para amplificar productos derivados de tratamientos
térmicos. El resultado de esta prueba se muestra en la figura 4.7, que expone la
electroforesis en gel de agarosa, para las muestras procesadas a diversas
temperaturas. En la fotografia, el carril 1 presenta al marcador de peso molecular
de 1 Kb. Carriles 2 al 5 contienen los productos amplificados por PCR con DNA
extraido de tejidos procesados a 40, 60, 80 y 92°C, como se explica en el capitulo
3, asi mismo, los carriles 6 al 10 soportan los productos amplificados por PCR
aplicado al DNA de tejidos sometidos a temperatura de esterilizacion, 121°C por 2

segundos, 1 minuto, 2 minutos, 5 minutos y 10 minutos, respectivamente.
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Primers S (1) y R. 1: Marcador de peso molecular de 1 Kb. 2:
40°C. 3: 60°C. 4: 80°C. 5: 92°C. 6:121°C, 2". 7: 121°C, 1 min.
8:121°C, 2 min. 9: 121 °C, 5 min. 10: 121°C, 10 minutos.

Figura 4.7 Electroforesis en gel de agarosa al 2% Productos de PCR con
DNA de salmén del Atlantico procesado a diferentes temperaturas

La fotografia del gel muestra una serie de bandas alineadas, es decir, con tamanos
uniformes, éstas ademas muestran la peculiaridad de ir disminuyendo su
intensidad conforme la temperatura y tiempo de procesamiento aumentan, debido
a la degradacion del DNA. Sin embargo, aln se pueden obtener fragmentos de DNA
de mas de 540 pb cuando el tejido se ha procesado por 5 minutos a 121°C.
Desgraciadamente el intervalo entre 5 y 10 minutos es muy amplio y no se puede
distinguir hasta qué temperatura y tiempo se puede amplificar un fragmento de
tamano suficiente. AGn con esto, si se quisiera amplificar salmén procesado
fuertemente, bastaria con redisenar un primer que delimitara un fragmento mas
corto dentro de la zona del gen cyt b pues, como menciona Bossier, el DNA de
tejidos con fuerte proceso térmico (esterilizacion) tiene un rango de 300 pb. No
obstante, el fragmento diana debe ser suficientemente apto para detectar la
autenticidad de productos con esterilizacion comercial, donde se utiliza un rango de

5 a 7 minutos de proceso a 121°C. [6,31]
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Mientras, el protocolo propuesto es suficientemente apto para cualquier otro tipo
de proceso térmico, como el blanqueado, escaldado, pasteurizacién, e incluso

congelacion, aun cuando implique su aplicacion en productos de otra indole.

4.4 PLANTEAMIENTO DEL PROTOCOLO DE AUTENTICACION

Tras los resultados obtenidos, el protocolo para la autenticacion de productos de
salmon, con la aplicacion de PCR, se basa en el empleo de los componentes de la

reaccion de amplificacion, tal y como se menciona a continuacion:

La extraccion del DNA de los productos a autenticar se debe llevar a cabo como se
presenta en el capitulo 3, en el apartado correspondiente a Métodos (Extraccién de
DNA). La reaccion debe ser preparada de acuerdo a lo que se menciona en el
mismo apartado (Amplificacion de DNA), obedeciendo las concentraciones
indicadas. Los primers mas adecuados, disefados en este trabajo, para la
autenticacion de productos de salmén deben cumplir con las caracteristicas que se
refieren en la tabla 4.2. Las condiciones de amplificacion de estos primers, durante

la PCR, convienen ser las expuestas en la figura 3.2.

TABLA 4.2 CARACTERISTICAS DE LOS PRIMERS DISENADOS PARA AUTENTICAR PRODUCTOS DE
SALMON

PRIMER 1 PRIMER 2

Nombre S(1) R

Secuencia5'a3’  GCTAAT GAC GCACTAGTC GA  CTG TAG CAG CTG CAATGACG
Z::g’;f; del 15402 a 15421. Zona cyt b 15923 a 15942. Zona cyt b
“Longitud  20pb ' 20p0
“Contenido de GC  50% ' 55% )
“Contenido de AT 50 % T45% s el
'fl‘f;‘:'né[:‘eratu ra de 60°C 62°C

‘Longitud de la

banda amplificada SHpD
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4.5 AUTENTICACION DE PRODUCTOS DE SALMON

La autenticacion de los 6 productos de salmon propuestos, se llevd a cabo
utilizando el protocolo ya planteado. Los resultados de esta amplificacion se

muestran en la figura 4.8.

En la imagen, el carril 1, presenta al marcador molecular de 1 Kb, los carriles 2 y 6,
llevan los amplificados de DNA de muestras de salmon fresco. Los carriles 3, 4 y 5,
llevan los salmones ahumados, el primero, marca Kea Light, el segundo, Delfish
Ltda., y por ultimo, Aguas Claras. Los carriles 7 y 8 llevan los productos de PCR con
DNA de salmén ahumado usado como relleno en aceitunas, el carril 7 corresponde
al producto marca Jolca, y el 8 al producto marca La Espafola. Por dltimo, el carril 9

lleva el producto de PCR con DNA extraido de salmdn enlatado marca Brunswick.

moub_,““ “

541 pb

Primers S (1) y R. 1: Marcador de peso molecular de 1 Kb. 2:
Salmoén FRESCO X. 3: Salmon del Atlantico ahumado Kea Light.
4: Salmadn del Atlantico ahumado Delfish Ltda. 5: Salmén del
Atléntico ahumado Aguas Claras. 6: Salmén FRESCO Y. 7:
Salmon en aceitunas Jolca. B: Salmdn en aceitunas La
Espaniola. 9: Salmén rosado enlatado Brunswick.

Figura 4.8 Electroforesis en gel de agarosa al 2%. Productos de PCR con
DNA de productos de salmdn

El DNA proveniente de productos enlatados, como es el caso las aceitunas rellenas

de salmoén y el salmén enlatado, no fue diana en la amplificacion. En el caso del
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salmén ahumado en aceitunas puede ser simplemente que, tras un doble
procesamiento, realmente no existan fragmentos de DNA apropiados para la
deteccion por este protocolo, aunque el color del tejido del salmén en estos
productos difiere mucho entre uno y otro, pues, mientras uno es de color
blanquecino, el otro presenta un color anaranjado que parece que se ha tefido y,
ademas, difieren del color caracteristico del salmén ahumado, lo que implica que

es muy probable que no sea salmén auténtico.

Los productos ahumados de marca Kea Light y Aguas Claras, ante esta prueba
pueden declararse auténticos, salvo que sean falsificados con Trucha Arco iris, sin
embargo, el producto ahumado marca Delfish Ltda. se califica como producto

adulterado pues el DNA extraido no ha sido blanco de la amplificacion.

4.6 DESARROLLO DEL PROTOCOLO PARA RFLP

Tras los resultados obtenidos, se hizo necesaria la distincién entre las especies de
salmén y la trucha arco iris, puesto que los productos que aparentan ser

auténticos, podrian no serlo.

El desarrollo de este protocolo permitird, ademas de distinguir entre estas dos
especies, detectar la mezcla de salmén con trucha arco iris, mostrando perfiles

electroforéticos particulares tras la digestion con enzimas de restriccion.

Para plantear el protocolo, se recurrid a la secuenciacion automatica de los
productos de PCR para ambas especies (Salmo salar y Oncorhynchus mykiss) para
la region de 541 pb, posteriormente se analizaron las secuencias con dos
programas bioinformaticos, Chromas Pro 1.13 7 y Redasoft Visual Cloning 3.0,
identificando los sitios de restriccion en los fragmentos secuenciados de cada
especie, asi como sus perfiles de digestion con cada enzima. Los resultados de

estos procedimientos se muestran a continuacion.

ESTA TKSIS NO SALL
DE LA BIBLIOTECA
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4.6.1 Secuenciacléon automatica

Los productos de PCR purificados con Exo-SAP-IT, fueron secuenciados en un
secuenciador modelo 3100 Genetic analyzer con quimica de DNA ABI Prism BigDye
Terminator chemistry, movilidad DT3100pop6&(BD)v2, en capilar de 50cm. La
secuenciacion se llevé a cabo en ambos sentidos utilizando los mismos primers de

amplificacion que senala el protocolo.

Los electroferogramas resultantes se muestran en el anexo 1. Las secuencias son

las siguientes?:

) Para el salmén del atlantico, secuenciado con el primer S (1): (448 nt

reportados)

14516 cet lac cgg gel ctl ecl age cal aca clta cac cte
cga tal cle aac age tlLL Lble cte Lgt tlg ceca cal llg cecg
aga lgl tag cla tegg ctg acl cal ccg laa cal lca cge taa
cgg age ate tit ctt ettt tal ctg tat tta tat aca cat cge
ceg agp aclt tta tta tgg Lic cta tet ala laa aga aac clg
aaa lal cgg agl tgt act tet act tet cac tal aat aac lge
cll cgl agg cta cglt tet Lee alg agg aca aal ate cll clg
agg age cac tgl aal tac aaa cct cel cte cge lgl cece cla
cgl agg agg cge ccl lgt aca atg aal tlg agg agg all tle
Lgt aga caa cge cac ccl aac acg atl Ll cge cll cca clt
cel all ecce all cgl cat tge age lge tac aga a 14963

) Para el salmén del atlantico, secuenciado con el primer R: (515 nt reportados)

14420 cle cgeg gan lac ngg cge naa teg lgl cla got gge
g a aal lca Lllg lac aag gge
gee lee lac gla ggog gac age gga gag gag gll Lgl aal Lac
agl gege lee lea gaa pga tal Ltg Llee leca lgg aag aac gla
gee agl lal tal agl ga aag lag aag lac aac

Lte tit ala Llag ala

glt gle tac aga aaa tec lce lc
o

gee lac gaa

tec gal att | acc ala ala

gl
aag lce Lleg gge gal glg tal ata aal aca aaa gaa gaan
aga lge lee gll age glg aal gll acg gal lea gec ala
gel aac ale leg gea aal glg gea aac aga gga aaa age Lol
tga gal ale gga gegl gta gleg lal gege lag gaa gag cce gol
aag gal llg gel gge lag aca tag gee laa gapg lga gee aaa
gll tea tea aac lga gal gll aga tgg loc lgg gag ale gac

3
tag Lge gle all age at 14914

19 E| numero que presentan las secuencias en sus extremos, corresponde a la posicion en el genoma,
resultados dados por fasta 3.
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» Para la trucha arco iris, secuenciada con el primer S (1): (643 nt reportados)
15473 ang gegn get ntt nnt att tan nll Lt gtn aal tgt
lng nect nte nnl gnt cte gee nll ntg ana gnt cal alg alg
Lttt cce tge gel nag gga aaa agn cla Lgt tle cet ace caa
ant gaa aac ngg gel ctt cel age Lea lge acl aal acc tge
ttn tta titn cca cag clt Lnn cen nag tit gee aca lel gee
gag alg tta gll ang gng ggn gge ggn ngg ana cal cng
ggg nnn cgg age ate WL ett ttl tat ctg tal tla tal aca
Llal lLge ccg agg acl Lla ala cgg lle gla ccl cta nla aga
aac ctg gaa lal cnn agt tgt act Lttt act tet caa tla tla
ana act gee ULln lgl ang nta cgl nal can gle agy aac aaa
tnt cat tet gan ggg aca ntt gtt nal tac aaa tnlt cca tel
cag clg lalt nll ann nce gen cge ene LLL atl tea alg naa
ttg agg gen ctt clt eng ttg ten ten nea aan naa ana ngg
atl ttt cce ctl Lle acl aln nta Lnl nne nal tin nll tal
tnn can c¢ng cna cng ale ntn nte cll nen ace nel cec
Lttt nac tet clt nel tne nll tnl U 15826

) Para la trucha arco iris, secuenciada con el primer R: (599 nt reportados)
15400 cte tle tal nnn nnt nnn nna ggn nnn nnn nlg cnn
get tel aaa glg cee cac cat ggn cla gag geg tgg ana cgg
aga nnt cce tea aal ten nng aan tag gge gee lee lac
gla ggg tac age lga lng gag nen Llgl aalt tac agt gegn nce
lea gaa lga lal Llg lec lea cgg gag gan gna gee lLac laa
gge aglt lan nan agl gag aal aaa agl cca acl ccg ala tlc
cag gitt tel ttg lag agg lac gag cecg lag taa agl ccl cgg
geg ata lgl aln laa ala cng ala aaa aag aaa gal gecl ccg
Llg gea tgg atg Lt cna alg ant cnn ceg laa cln aca tel
cgg cca gal glg gee aac aga gga gaa anl int tlg aaa tgl
cng agg tal agt gea lgn cce cce cca nee cgg ntn ana
all tgg gna gel aaa cal acg cel agl Lan llg aag cca aan
nnn nalt cac ant gen ent att ana agg ltege Ltlg gen ngl
cna cla glg ccl nat tag cna aen nne citn nge nne tnt

ncee celn ene tne tee tta cle gla ntg nn 15884

La secuenciacion del DNA amplificado y purificado para trucha, muestra una serie

de n's, que representan nucleétidos que no pudieron ser leidos por el

secuenciador,

por lo que pueden simbolizar cualquier

nucledtido en esta

representacion, sin embargo, en la realidad para cada sitio existe un nucledtido

especifico que, por el momento, se desconoce. Este resultado complicé en cierto

grado el desarrollo del protocolo RFLP. Para solucionarlo, fue necesario recortar la

zona para el anélisis de sitios de restriccion, en funcién a la secuencia de trucha
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arco iris. La regién seleccionada, carente de n's es la siguiente (72 nt), el
electroferograma correspondiente al fragmento se presenta en la figura 4.9.

15616 cg gag cal ctt tet ttt tta tet gta Lttt ata tac ata
tlg cce gag gac LLt aal acg glt cgt acc tet a 15687

260 T 80 290 300 a0 Iz0
COGABC ATET T = ATE TG Ta TAT AT ACAT ATTSCCCO AGD ACTT TAATACODOT TCO TACETCETA

IO aBal WAL 0 I

Figura 4.9 Electroferograma de la secuenciacion automatica. Fragmento
correspondiente a la seleccion para trucha arco iris

M aNMord Vi VA M A L\

En funcién a dicha secuencia, la correspondiente para salmén del atldntico es la
siguiente secuencia, el electroferograma correspondiente a este fragmento se
presenta en la figura 4.10.

14636 cgg agc atc ttt ctt tit tat ctg tat tia tal aca cal
cge ccg agg acl tta tta tgg tte cta Llet ata 14707

130 140 150 is0 170 180 190
CGOADBCATCT TCT CT TA c G A ATATACACATCOCCCOADGD AT TT AT AT G OT cc ~ c A a

A _r.,;_h andl |
A ';;J"f'\l ﬂlw il

Figura 4.10 Electroferograma de la secuenciacion automatica. Fragmento
correspondiente a la seleccién para salmén del Atlantico

Es en estas zonas donde se llevo a cabo el posterior analisis de sitios de restriccion
para la seleccion de endonucleasa especifica.

4.6.2 Analisis de sitios de restriccion

El andlisis de los sitios de restriccion para ambas secuencias se llevé a cabo en
ChromasPro, este programa involucra alrededor de 250 enzimas de restriccion. La
figura 4.11,a muestra el mapa de restriccion dado, analizado con todas las
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enzimas de restriccion, para salmon del Atlantico, mientras que b) muestra el mapa

de restriccion para trucha arco iris.

SfaNI
Nla IV

. [Jl l\ |[J e

Ava |
a) Salmdn del Atlantico
SfaNl Mse |
» l T | .
20 40 60
Ava | Rsal

b) Trucha arco iris

Figura 4.11 Mapas de restriccion para ambas secuencias, region de 72
pb

Ambos mapas de restriccion son sumamente parecidos, sin embargo, ambos
difieren en algunas enzimas puesto que, mientras Nla IV corta al salmén en el sitio
62 de la region, no corta en ningln sitio de la misma regién en trucha arco iris, por
el contrario, Msel corta en el sitio 53 de la regidn en trucha arco iris sin encontrar el

sitio en salmon del atlantico, asi como Rsa | en el sitio 65.

Al analizar estas enzimas con mas detalle, se encontré que, para la enzima Nla IV,
haria 3 cortes a lo largo de toda la secuencia de Salmén del Atlantico amplificada
por PCR (figura 4.11,a) produciendo cuatro fragmentos de 48, 111, 181 y 242 pb.

Por otro lado, no corta en sitio alguno la secuencia de la trucha arco iris.

La enzima Rsa |, que sdlo encontré un sitio de restriccion en el fragmento
seleccionado para trucha arco iris se analizd en el mismo software para las
secuencias completas amplificadas y se encontré que dicha enzima es capaz de
encontrar varios sitios de restriccion en las secuencias de ambas especies (figura
4.12). Asi, sin embargo, produciria perfiles distintos en su aplicacion pues, mientras
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que en salmoén produciria tres fragmentos de 34, 295 y 314 pb (posicion de los
sitios de restriccion: 219 y 348), en trucha produciria tres fragmentos de 129, 219
y 234 pb (posicion de los sitios de restriccion: 314 y 346).

Nia IV Nia IV Rsal

: b I
100 2‘130\ 3&,\4&,

a) Salmon del atlantico Rsal Nia IV

Rsa | Msel

h | | | s
100 200 00 400

b) Trucha arco iris Msel Rsal

Figura 4.12 Mapas de restriccién para enzimas de interés, region
amplificada completa

Por otro lado, el caso de Msel se presenta ventajoso, pues tal enzima no halla
ningdn sitio de restriccion en la secuencia de Salmoén del Atlantico (figura 4.12, a)
mientras que en trucha arco iris encuentra sélo dos sitios, el primero en el sitio 287

y el segundo en el sitio 353, lo que originaria tres fragmentos de 66, 275 y 302 pb.

Tales resultados muestran que la utilizacion de la enzima Msel se muestra mas
conveniente para la diferenciacion de ambas especies, especialmente debido a que
es capaz de fraccionar Gnicamente a la secuencia de trucha y no asi en salmén, lo
que implica que, al llevar a cabo de modo experimental el RFLP con Msel, cualquier
amplificado de PCR se identificara como auténtico de salmon siempre que el
fragmento permanezca intacto después de la aplicacién de la enzima en las
condiciones adecuadas, si por el contrario, se detectan fragmentos de menor
tamarnio en un gel de electroforesis, el resultado claramente indicaria que la especie

no es auténtica (figura 4.13).
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Marcador Salmén del
de peso Atléntico Trucha

molecular arco iris
de 1 Kb | l

541 pb
v 302 pb
e
] i 275 pb
—1_,—— * pb

Figura 4.13 Perfil electroforético del RFLP planteado con Msel para
muestras de salmdn del Atlantico y trucha arco iris

a8

Las tres enzimas analizadas, por tanto, se muestran idéneas pues, mientras que
Mse | y Nla IV implican la fragmentacion de sélo una de las dos especies en
cuestion, la enzima Rsa | mostraria un perfil considerablemente diferible para
ambas especies, puesto que cortaria a las dos especies en distintos sitios. Por otro
lado, si bien es cierto que los geles de agarosa son adecuados para identificar
fragmentos de 50 a 20,000 pb la resolucion del DNA se reduce en los extremos de
dicho rango, asi, los geles de poliacrilamida son adecuados para diferenciar bandas
hasta por 1 base en longitud, y se recomiendan cuando se desean examinar
bandas de 5 a 500 pb. La utilizacién de policarilamida en lugar de agarosa
facilitaria para reconocer con certeza el perfil electroforético resultante de un RFLP,
sobre todo en el caso de la utilizacion de Rsa |, aunque esta situacion también

implica el uso de un marcador de peso molecular de tamanos menores. [40]
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Conclusiones

La autentificacion de alimentos a partir de pruebas que implican el analisis de
alimentos a nivel genomico se ha hecho posible utilizando como herramienta
principal la reaccion en cadena de la polimerasa. Aun cuando el método principal
esta basado en la deteccion de fragmentos de DNA amplificados por PCR mediante
el disefio y seleccion de primers especificos, cabe la complementacién con un
analisis de polimorfismos de restriccion con endonucleasa, que puede identificar

resultados inespecificos desde la aplicacion de la PCR.

La autenticacion de salmones basada en el disefio de primers especificos de las
especies para su utilizacion en el sistema de la reaccion en cadena de la
polimerasa, ha requerido el analisis de la secuencia de dichos primers desde
diversos puntos de vista, tanto desde sus caracteristicas y conformacién, como
desde su semejanza con otras especies, la cual tedéricamente debiera ser lo mas
restringida posible de acuerdo con los resultados arrojados por el objetivo
particular 1. En este sentido y de acuerdo con el objetivo particular 2, los
resultados experimentales para los primers analizados y propuestos han
demostrado que una alta especificidad no siempre es lo mas conveniente pues
pueden llegar a amplificar especies inconvenientes, mientras que excluyen la
amplificacion de especies de importancia especifica, como se presentd con la
segunda pareja de primers, con la inclusion de las truchas analizadas y la exclusion
de los salmones. Sin embargo, primers cuya identidad se presentd para un mayor
ndmero de especies piscicolas, se mostraron altamente convenientes por incluir

diversas especies de salmones y excluir al menos una de las truchas.

Haciendo referencia al tercero y cuarto objetivos particulares, la metodologia de
autentificacion de especies de salmones propuesta, cuya base es la utilizacién de
los primers seleccionados y disenados en el presente trabajo ha resultado ser (til
para la identificacion de adulteraciones en productos procesados, principalmente

en los productos ahumados, y no, de manera precisa, para los productos enlatados
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que se someten a procesos térmicos mucho mas duros, alin cuando se ha
demostrado que la técnica es confiable cuando el proceso ha durado menos de 10

minutos a 121°C.

Los productos que han mostrado banda de amplificacién por el método propuesto,
no pueden considerarse 100% auténticos, puesto que la trucha arco iris sigue
siendo diana de amplificacion por PCR con los primers seleccionados, sin embargo,
dando resultado al objetivo particular 5, se ha propuesto la utilizacion de una
enzima de restriccion que corte a una de las hebras de DNA por la existencia de
polimorfismos entre una y otra secuencia, utilizando como base al salmoén del

Atlantico, que es la especie de salmon mas importante en nuestro pais.

Dado que la amplificacion se ha dirigido en el DNA mitocondrial a la region
codificante del gen cyt b, se ha demostrado que tanto este DNA como la region
elegida han sido objeto confiable para llevar a cabo este tipo de analisis pues,
como se ha apuntado anteriormente, el DNA mitocondrial presenta importantes
ventajas sobre el DNA nuclear, principalmente por el alto ndmero de copias y la
ausencia de regiones no codificantes (intrones), mientras que la region del gen cyt
b permite la definicion de especies, por las valiosas diferencias inter especificas y,
al mismo tiempo, por ser una region conservada intraespecificamente, lo cual toma

gran importancia en el disefno de primers y RFLP.

Con el presente trabajo experimental se ha constatado la utilidad del analisis del
DNA mitocondrial para identificar y diferenciar especies en nuestro pais, lo cual no
s6lo es significativo como propuesta para la autentificacién de salmén en productos
gue se ofrecen en México, sino que, tras conocer las ventajas que presenta la
utilizacion del DNA mitocondrial y los métodos que permiten analizarlo, este estudio
puede ser utilizado como base para el planteamiento de nuevos proyectos de

autentificacion de alimentos.

La realizacion de este proyecto, que implica la adaptacion de una técnica (PCR)
para el planteamiento y desarrollo de un protocolo completo, proporciona un

material de gran utilidad para revelar la autenticidad de salmones frescos y de
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productos procesados cuya etiqueta declara que contienen salmon. Dicho material
puede ser ampliamente aprovechado por la cadena productora de salmén, en su
totalidad, puesto que los filetes, carentes de las caracteristicas morfologicas del
pez que provienen, pueden ser confundidos con otro tipo de pescados de menor
valor nutritivo o cuya composicion quimica puede no ser la mas adecuada para el
procesamiento al que desean someterse. Asi pues, puede utilizarse como
herramienta de auditoria por parte de las empresas procesadoras de salmén hacia

sus proveedores de materia prima y distribuidores de salmén procesado.
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ANEXO 1#

Anexo1: Electroferogramas de la secuenclaciéon
automatica

1. Salmén del Atlantico en direccién S. Fragmento de 448 nucleétidos (Software de
lectura: ChromasPro version 1.13)
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ANEXO 1#

2. Trucha arco iris en direccion S. Fragmento de 643 nucleétidos. (Software de
lectura: ChromasPro version 1.13).
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