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INTRODUCCION

Los aislados proteinicos vegetales pueden ser usados como complementos para enmascarar
caracteristicas deseadas en productos lacteos, los problemas de autenticacion de especies
con el proposito de prevenir simulaciones existen en todas sus areas, y ahi se han tenido
muchas aproximaciones analiticas para la deteccion de adulteraciones. Actualmente algunos
productores en la industria lactea se valen del uso de almidones, colorantes, saborizantes,
grasas y complementos proteicos entre otros ingredientes para mejorar el sabor y textura de
los productos lacteos, sin embargo algunos de estos también se emplean como adulterantes
para poder cumplir con los requisitos establecidos para su comercio segun la Norma Oficial
Mexicana NOM-155-SCFI-2003. Micro Kjeldahl, Cromatografia Liquida y Electroforesis
Capilar son algunas de las técnicas que en esta norma se decretan como métodos de prueba

para su cumplimiento (1).

La venta fraudulenta en la industria de alimentos de productos de baja calidad ha provocado
con el apoyo de la biotecnologia moderna el empleo de métodos basados en reconocimiento
de DNA para proteger al consumidor (2). La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) es
indudablemente la técnica genética mas comun usada para rastrear el origen de las especies
contenidas en los alimentos (3). El proposito de la PCR es sintetizar millones de copias de

un fragmento selecto de la molécula de DNA especifica de la especie de interés (4).

En los ultimos afios las industrias de alimentos han desarrollado productos lacteos que
contienen grasas vegetales y caseinato de sodio. Como resultado de su incremento en costo,
se han hecho intentos para usar proteina aislada para reemplazar la proteina lactea en tales
productos (5). Es por eso que es necesario el planteamiento de un protocolo para la
identificacion de Soya y Trigo en los productos que las puedan contener como agentes
adulterantes que son agregados a su formula con el propésito de cubrir caracteristicas

deseadas, tal es el caso de la Soya y el Trigo en leches y quesos.



PROBLEMA

Los aislados proteinicos vegetales pueden ser usados como complementos para enmascarar

la falta de caracteristicas deseadas en productos lacteos.

HIPOTESIS

Si los extractos y aislados proteicos que se utilizan en algunos productos lacteos no son
100% puros, entonces se encontrara en ellos presencia de DNA disponible de Soya y/o Trigo

para ser amplificado por PCR en leches y quesos que los puedan contener.

OBJETIVO GENERAL

Desarrollar un protocolo para detectar posibles adulteraciones con Soya (Glycine max) y/o
Trigo (Triticum aestivum) en leches y quesos comerciales en México aplicando el método de

la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR).

OBJETIVOS PARTICULARES

Obijetivo Particular 1.- Extraer y cuantificar el DNA de extractos de proteina de soya y trigo
para obtener las soluciones control a analizar por PCR para la identificacion de la posible
adulteracion.

Objetivo Particular 2.- Analizar la secuencia del mtDNA de la soya y el trigo para
seleccionar los “PRIMERS” que delimitaran las zonas de interés.

Obijetivo Particular 3.- Comparacion de los “PRIMERS” disefiados contra otras secuencias
gendmicas para evaluar su especificidad.

Obijetivo Particular 4.- Aplicacion del protocolo para detectar la presencia de soya y trigo en
distintos tipos de leches y quesos comerciales en México.

Obijetivo Particular 5.- Evaluacion y analisis de los resultados obtenidos.



CAPITULO I. ANTECEDENTES

1.- LECHE Y QUESO

1.1.1  Definicion por norma

Leche:

Leche pasteurizada. “La que ha sido sometida al proceso de pasteurizacion, estandarizada o
no”. Pasteurizacion es el tratamiento térmico al que se somete la leche, formula lactea o el
producto lacteo combinado, consistente en una relacion de temperatura y tiempo que
garantice la destruccion de organismos patdgenos y la inactivacion de algunas enzimas de

los alimentos (6).

Leche ultrapasteurizada. “La que ha sido sometida al proceso de ultrapasteurizacion,
estandarizada o no”. Ultrapasteurizacion es el proceso que incluye el tratamiento térmico al
que se somete la leche, formula lactea y producto lacteo combinado, consistente en una

relacion de temperatura y tiempo que garantice la esterilidad comercial y envasado aseptico.

(6).

Denominaciones comerciales de gueso tipo manchego vy panela:

Queso tipo manchego. Es el producto que se obtiene a partir de leche pasteurizada entera de
vaca, sometida a procesos de coagulacion, cortado, desuerado, fermentado, salado, prensado y
madurado, durante un periodo minimo de 7 dias a temperatura y humedad controladas; sin que

se hayan empleado en su elaboracion grasas o proteinas no provenientes de la leche (7).

Queso tipo Panela. “Es un queso fresco elaborado con leche natural de vaca, pasteurizada, no

acidificada y que puede ser entera o parcialmente descremada” (8).
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1.1.2 Composicion quimica de la leche requerida por norma

Tabla 1. Especificaciones de leche pasteurizada, ultrapasteurizada y microfiltrada ultra

Parcialmente

Especificaciones Entera Descremada
descremada
Densidad a 15°C, ] ] )
1,029 min. 1,029 min. 1,031 min.
g/ml
) _ 28 max.
Grasa butirica g/L 30 min. ) 5 max.
6 min.
Acidez (expresada
1,3 min. 1,3 min. 1,3 min.
como
) ) 1,7 méx. 1,7 min. 1,7 min.
acido lactico) g/L
Sélidos no grasos de
la 83 min. 83 min. 83 min.
leche, g/L

Punto crioscopico °C

Entre -0,510 (-0,530)

Entre -0,510 (-0,530)

Entre -0,510 (-0,530)

CH) y -0,536 y -0,536 y -0,536
(-0,560) (-0,560) (-0,560)
Lactosa g/l 43 min. 43 min. 43 min.
50 max. 50 max. 50 max.

Proteinas propias de
la 30 min. 30 min. 30 min.

leche g/L

Caseina g/L 21 min. 21 min. 21 min.

Nota: La leche ultrapasteurizada y microfiltrada ultra debe tener un punto crioscépico de
entre -0,499°C (-0,520 °Horvet) y -0,529°C ( -0,550 °Horvet).

Nota: En leche, la relacion caseina proteina debe ser al menos de70% (masa/masa).
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Composicion requerida segin la Norma Oficial Mexicana NOM-155-SCFI-2003, Leche,
formula lactea y producto lacteo combinado-Denominaciones, especificaciones

fisicoquimicas, informacién comercial y métodos de prueba. Pagina 11 (6).!

1.1.3 Adulteracién

Se define a este término remitiendo a alteracion y falsificacion. El fraude por adulteracion es
cuando el producto alimenticio sufre una transformacion voluntaria por parte de un agente
economico del sector, de manera que las cualidades intrinsecas del producto se hallan
modificadas. El interés de este tipo de fraude reside en el bajo costo de uno o varios

ingredientes del producto (10).

En el caso de la leche hablamos de adulteracion cuando la naturaleza o composicion de la
leche, formula lactea y producto lacteo combinado, no corresponda a aquellas con las que se
denomine, etiquete, anuncie, suministre o cuando no corresponda a las especificaciones
establecidas en esta norma oficial mexicana, o cuando la leche, féormula lactea y producto
lacteo combinado, hayan sido objeto de tratamiento que disimule su alteracion o encubran
defectos en su proceso o en la calidad sanitaria de las materias primas utilizadas (6).

1.1.3.1 Tipos de Adulteracion

Las adulteraciones se dividen principalmente en 2 tipos:

1.- Por contaminacién: se fija la adulteracion de manera no intencional, son
sustancias prohibidas pero presentes en tal cantidad que rebasan el nivel fijado por via
reglamentaria (10).

! LLos quesos manchego y panela no tienen tabla de composicién quimica en la norma NOM-121-SSA1-1994

(9).
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2.- Intencional: cuando, entre los ingredientes de un producto, se sustituye una
especie vegetal o animal por otra. Se puede contemplar bajo el angulo de fraude por

sustitucion si es que este no modifica las propiedades organolépticas del producto (10).

1.1.3.2 Adulteracion en leches y quesos

Los estandares de composicion de la mayoria de los productos de leche requiere que estos
contengan exclusivamente proteinas lacteas, pero los bajos precios de algunas proteinas
vegetales las hacen atractivas para perpetrar en fraudes (11); este es el caso para leches
liquidas y en polvo asi como en algunos tipos de quesos. En la Tabla 1 se muestran las

especificaciones requeridas por norma para la leche.

La proteina de soya es probablemente el reemplazante vegetal mas utilizado como proteina
no lactea. Cereales como el trigo y el chicharo al igual que la soya tienen las caracteristicas
y el precio anhelado por los productores de alimentos para ser usados como reemplazantes
proteicos que ademas en algunos casos confieren caracteristicas deseadas en productos de

leches y quesos (11).

1.1.4 Determinacion de la adulteracion

1.1.4.1 Método de separacién de las proteinas de la leche y determinacion de la

adulteracion

El monitoreo de la adulteracion de la leche se puede realizar separando las diferentes
proteinas presentes en el suero y la grasa. EI método que se puede usar exitosamente para
este tipo de prueba es la técnica de Electroforesis Capilar. Esta técnica se aplica para

cualquier tipo de adulteracion proteica aunque técnicas antecedentes a esta que aplican el
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mismo principio de estudio pueden presentar resultados de igual manera que la

electroforesis capilar (6).

Fundamento:
El perfil de proteinas obtenido por Electroforesis Capilar es caracteristico del origen de la
leche. Generando tal perfil, se puede determinar si existe una adulteracién y cual es el origen
y la proporcion de ésta. Esta técnica permite la separacion simultanea de las proteinas del
suero (lactoalbdmina y lactoglobulina). Comparando los perfiles estandares de leche de vaca
con los perfiles de muestras desconocidas y perfiles de productos adulterantes posibles se
determina el tipo de adulteracion. La adulteracién se determina en proporcion del
adulterante utilizando curvas estandares generadas con muestras artificiales en diferentes

proporciones de los posibles adulterantes® (6).

1.2 GENERALIDADES DE LA PCR
1.2.1 Antecedentes de la Reaccion en Cadena de la Polimerasa

Los origenes de la PCR tal cual se conoce hoy en dia surge de investigaciones importantes
realizadas a principios de 1980 en “Cetus Corporation” en California. En el verano de 1983
Kari Mullis tuvo la idea original para el PCR mientras viajaba en su auto. Esta idea exigio
ser el origen de la PCR moderna que es usada alrededor del mundo, hoy en dia esta forma
parte de la fundacion de las mas importantes patentes de PCR. En 1993 gan0 el premio
nobel de Quimica (12).

El concepto original para PCR, como muchas otras buenas ideas, era una fusion de varios
componentes que ya estaban en existencia como: sintesis de longitudes cortas de DNA

(oligonucledtidos) y el uso de estos para dirigir el blanco especifico en la sintesis de las

2 Por esto es necesario la implantacién de protocolos de identificacion de especies que faciliten la lectura de los
resultados.
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nuevas copias de DNA usando DNA polimerasa que para estos dias ya era la herramienta
mas usada de entre el repertorio de técnicas de investigacion de los bidlogos moleculares de
aquel tiempo. La novedad en el concepto de Mullis es que estaba usando la yuxtaposicion
de dos oligonucledtidos, complementando a las cuerdas opuestas del DNA, para
especificamente amplificar la region entre ellos y lograrlo de forma repetitiva y asi el
producto de uno de los ciclos de la actividad de la polimerasa se va agregando a la
informacion de las plantillas del siguiente ciclo y asi sucesivamente generando de esta
manera en poco tiempo miles de copias del DNA selecto (diana) de la molécula de DNA
especifica de la especie, que muestre diferencias en la secuencia de nucleétidos. (4 y 12).

En la Figura 1 se muestran las etapas de esta reaccion.

La DNA polimerasa originalmente usada para PCR fue extraida de la bacteria Escherichia
coli. Aunque esta enzima habia sido una valiosa herramienta para una gama amplia de
aplicaciones y habia permitido un gran avance en la tecnologia de la secuenciacion del DNA
en aquella década, tenia desventajas distintas en PCR. Para PCR, la reaccion debe ser
calentada para poder desnaturalizar la cadena de DNA después de cada ciclo de sintesis.
Desafortunadamente, calentando, también se inactiva irreversiblemente la Escherichia coli
DNA polimerasa, y por consiguiente las alicuotas frescas de la enzima tenian que ser
agregadas manualmente al principio de cada ciclo. Lo que aqui se requeria era una DNA que
permaneciera estable durante la desnaturalizacion del DNA alrededor de los 95°C. La
solucion fue encontrada cuando la bacteria Thermophilus aquaticus se aislé del ambiente en
donde sobrevivia y prolifer6 a temperaturas sumamente altas, fue asi como se obtuvo una

DNA que no era inactivada rapidamente a altas temperaturas (12).

A veces, incluso con estas mejoras, la técnica de PCR seguia siendo lenta y laboriosa ya que
requeria de transferencias totalmente manuales entre bafios de agua a diferentes
temperaturas. El primer Termociclador “Mr Cycle” que replicaba los cambios de
temperatura requeridos para la reaccién de PCR sin necesitar de la transferencia manual fue

desarrollado por Cetus para facilitar la adicion de la polimerasa termolabil fresca. Después
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de la purificacion de la Tag polimerasa, Cetus y Perkin — Elmert introdujerén los

termocicladores de DNA cerrados que son usados hoy en dia (12).

1.2.2 Descripcion

Aln cuando existe un gran numero de métodos para la clonacion y secuenciacion de DNA,
el PCR es el método mas viejo en teoria y el mas versatil en practica. Es un método simple,
rapido, flexible, al que pueden aplicarse un gran nimero de variaciones que dependen del
propdsito al que se aplica (13). Ver Figura 1.

La PCR 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 (13).

El tiempo, la temperatura y el nimero de ciclos son factores determinantes en los resultados
de PCR (17).

1.2.3 Fundamentos

El fundamento se basa en la sintesis de millones de copias de un fragmento especifico de
DNA determinado por el apareamiento de dos moléculas cebadoras sintéticas (cebadores 6
“PRIMERS”) que son pequefias secuencias de nucledtidos sintéticos escogidos con
secuencias complementarias a los finales opuestos de las cadenas simples del fragmento de
DNA seleccionado, estos dirigen la sintesis de millones de copias del fragmento objetivo
(4), la sintesis y copia del fragmento de DNA sucede por la reaccion de un DNA (que resulta
de la desnaturalizacién de la cadena doble original), formando una nueva cadena doble que
posteriormente sera sujeto de desnaturalizacién y plantilla de nuevas moléculas de DNA
(14).
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La importancia para la reaccion de replicacion es que esta es manejada por una molécula-
polimerasa estable al calor que lee una plantilla de DNA en la direccion 3° — 5’ y que
sintetiza una nueva plantilla complementaria en la direccion 5° — 3’, usando

desoxinucledtidos trifosfatos libres (ANTP’s = nucle6tidos base) como ladrillos (15).

1.2.4 Etapas de la reaccion durante la PCR

Esta reaccion no es precisamente una técnica, sino mas bien una metodologia en la que se
aplican tres conceptos fundamentales: 1.- Desnaturalizacion de la cadena doble de DNA, 2.-
Hibridacién de la hebra sencilla con oligonucledtidos y 3.- Replicacion de las hebras
sencillas de DNA por la accién de una DNA polimerasa a partir del oligonucleétido

mencionado (14). En la Figura 1 se aprecian las etapas de la PCR.

Templado de DNA

,l‘;lll L LU UL LD LB R |
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Se desnaturalizan las cadenas ;0 | ‘
WI T T 7T T ik ' . Serepiteel
e | T cilclado el ‘
L]
’ numero de
Reasociacion de los primers veces
deceado
il by v TR erne e I
:I 1 H

fl;'!-'!;.’lfllil Ll b b min

WP e sn e e i i n :F
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TN e [T N R T

Sintesis de la nueva cadena

Figura 1.-Etapas de la PCR® (16).

® Dicha reaccién tiene una amplificacion exponencial, es decir de una primera copia después de 30 ciclos
durante la PCR llega a tener aproximadamente 1 millén de copias (14).
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1.2.4.1 Desnaturalizacion

La separacion de las hebras simples de la molécula de DNA se consigue por la ruptura de los
puentes de hidrdgeno entre pares de bases y se complementa con la eliminacion de las
interacciones hidrofébicas entre bases. Las dos hebras del DNA se separan y pasan a una
conformacidn al azar sin que se altere la estructura primaria, pues no hay ruptura de enlaces

covalentes (17).

Se trata de una etapa critica ya que es muy importante que el DNA molde se desnaturalice
completamente. Para lograrlo de manera adecuada se recomiendan temperaturas de 94°C de
30 segundos a 1 minuto. Si tiene alto contenido de Guanina (G) + Citosina (C) puede

aumentar la temperatura debido al mayor numero de puentes de Hidrogeno (18).

La desnaturalizacion puede llevarse a cabo por efectos 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 temperatura de fusion (Tm) de la region de DNA que

se desea amplificar (19).

1.2.4.2 Hibridacion

Se llama asi debido a que en esta etapa las hebras sencillas se unen a los oligonucleétidos
sintéticos. Esta etapa se asemeja en gran medida a la hibridacién de DNA, aunque en este
caso, el DNA se une a un hebra corta (menor a 30) de los “PRIMERS” frontal y reverso que

serviran para iniciar la reaccion.
La hibridacion es también denominada etapa de templado, debido a la disminucion de

temperatura que permite la reasociacion de hebras sencillas con los oligonucleo6tidos

sintéticos tras la desnaturalizacion térmica; en inglés “annealing” (17).
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En esta etapa la temperatura y el tiempo van a depender de tres factores relacionados con los

ologonucledtidos: la composicion de bases, el tamarfio y la concentracion.

En la préctica la temperatura de hibridacién puede oscilar entre 45 y 65°C, durante un
tiempo comprendido entre 30 segundos y 1 minuto. Un aumento de temperatura o de tiempo
favorece la especificidad ya que disminuye las uniones incorrectas de los iniciadores con la

hebra molde. Si el “PRIMER” es menor a 20pb, la Tm se calcula basandose en la Formula 1:
Tm=4(G+C)+2(A+T) 1)

Siendo Guanina (G), Citosina (C), Timina(T) y Adenina (A) el nimero de cada una de las

bases que forman cada uno de los oligos (18).

La temperatura de “annealing” Tm, se relaciona directamente con la desnaturalizacion y
depende del contenido de 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 que la interaccion en C=G es mas fuerte que A=T. Esto implica que para que
suceda la desnaturalizacion la Tm deba ser rebasada y todas las interacciones logren

romperse y viceversa, la temperatura de hibridacion debe ser menor que Tm (14).

Es recomendable que la Tm sea la misma para ambos “PRIMERS”, de lo contrario se

aconseja disponer de una T° intermedia de entre las dos calculadas.

Esta etapa requiere de un enfriamiento rapido por debajo de la Tm de los oligonucleétidos

para que las hebras puedan unirse por completo de forma que suceda la hibridacion (17).
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1.2.4.3 Polimerizacion (elongacion, extension 6 replicacion)

Esta es la etapa de la amplificacion propiamente dicha, aqui la DNA polimerasa se encarga
de elongar los oligonucleétidos de acuerdo con la hebra sencilla de DNA que en este caso
sirve de molde para generar una nueva cadena doble de DNA. El sustrato de la enzima son
los dNTP’s (17).

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. En esta etapa la 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 cada “PRIMER” (15).

Al finalizar esta etapa se obtienen nuevamente cadenas dobles, pero duplicando a las que
existian al principio de la desnaturalizacién. En un primer ciclo las cadenas nuevas no tienen

un tamario especial, sin embargo este se ira afinando conforme los ciclos progresen (13).

En la mayoria de las reacciones, la etapa de extension se realiza a 72°C. Teoricamente esta
temperatura puede variar entre 70 y 72°C. El tiempo de extension depende del tamafio de la

amplificacion. Se puede estimar el tiempo de 1 minuto para elongar 1Kb (19).

Las tres etapas mencionadas se repiten ciclicamente. Complementariamente a cada etapa se
afiade una inicial y una final. La primera implica elevar la temperatura a un nivel superior a
la etapa de desnaturalizacién, logrando la inactivacién de proteasas y nucleasas de la
muestra y, al mismo tiempo, es posible asegurar una completa desnaturalizacion del DNA
inicial. La etapa final consiste ademas en la prolongacion de la Gltima elongacion a fin de
permitir que se completen todos los fragmentos. EI nimero de ciclos puede variar en un
rango de 20 a 40 ciclos (17).
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Figura 2. Representacion del mecanismo ciclico de PCR (20).

1.2.5 Componentes que se requieren para llevar a cabo una PCR

DNA

Taq polimerasa

Amortiguador (Buffer)

dNTP’s

MgCl,

“PRIMERS” Frontal y Reverso especificos de cada especie

IS A

1251 DNA

La adicion de DNA a la reaccion implica su previa extraccion de la célula, producto o tejido

de la especie de interés, asi como su previa solubilizacion en agua. En teoria, si se utilizan
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las condiciones Optimas en relacion con los “PRIMERS”, el nimero de ciclos adecuado, la
concentracion del resto de componentes y el volumen de la reaccion recomendados, de
manera que la reaccion trabaje al maximo, entonces debe ser suficiente la adicion de una
sola cadena simple de DNA al inicio de la reaccién para una amplificacion exitosa, ademas
de que se requiere de una concentracion del DNA adecuada (de 1.8 pg/pL a 1.9 pg/uL)
para el éxito del amplificado durante la PCR (21). Si la concentracion de DNA es menor a
la requerida; es probable que no se visualice una banda clara en el gel de agarosa, por otro
lado, si la concentracion es muy alta, la DNA polimerasa probablemente no podréa actuar
sobre las cadenas desnaturalizadas de DNA (14). Ver tema 2.3.1 que describe la extraccion
de DNA.

Diferentes fuentes pueden proporcionar material para tener una amplificacion exitosa del
DNA. Los requisitos principales son que el DNA debe de estar intacto por encima de la
longitud a amplificar. Esto puede significar que solo fragmentos cortos van a poder ser
amplificados de fuentes en donde el DNA ya esta degradado. En algunos casos el fallo de
una PCR se puede recuperar usando una alta dilucion de la fuente de DNA, probablemente
porque los inhibidores tambien estan diluidos dentro de nuestra fuente. Esto es esencial para

asegurar la correcta desnaturalizacion de la plantilla antes de empezar la PCR (22).

1.25.2 Taqg Polimerasa

En los afios 70 se desarrollaron los métodos que permitieron de manera simple y
relativamente rapida la determinacion de secuencias nucleotidicas de cualquier fragmento de
DNA. Existen diferentes tipos de DNA polimerasa que llevan a cabo la replicacion del
DNA. Se pueden clasificar en:

Termolabiles: T° 6ptima de 37 — 42°C. Se desnaturalizan con el calor.

Termoestables: T° optima de 74°C (como la Tag polimerasa)
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La polimerasa que se utiliza es la Taq Polimerasa, que es una enzima termoestable aislada
de Termus aquatiqus (Taqg), una bacteria que soporta altas temperaturas. La Taq polimerasa
ha simplificado enormemente la técnica de la PCR ya que ha permitido su automatizacion

(para el desarrollo del termociclador) (18, 23).

Debido a que las etapas de la reaccion involucran temperaturas variables, se requiere de una
enzima termoestable que, de igual manera soporte temperaturas cercanas a los 100°C. Esta
caracteristica es la que le permite a la enzima actuar durante varios ciclos sin desactivarse
aungue existe una gran variedad de enzimas, la enzima mas empleada es la Tag polimerasa
(24). Ver tema 2.1.

Las polimerasas termoestables como la Taq polimerasa, carecen de actividad 3’—5’
exonucleasa, lo que las hace menos seguras a la hora de comparar las fidelidades. Por ello se
deben tener las siguientes consideraciones para que su actividad aumente y asi poder tener

un optimo funcionamiento de la enzima y una PCR exitosa:

e No usar un alto nimero de ciclos, ya que la tasa de error es proporcional al nimero
de éstos.

e La concentracion de los dNTP’s debe ser igual para los cuatro (se describen en el
tema 2.5.4 pp 20) y debe ser la méas baja posible para poder conseguir la cantidad de
DNA necesario.

e Disminuir en lo posible el tiempo en cada etapa.

e La concentracion de Mg?* en la reaccion debe oscilar entre 0.5 y 2.5uM. Se trata de

un idn necesario, pero su exceso hace que disminuya la especificidad del PCR (23).

La 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
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de un error por cada 5000 nucledtidos incorporados); de ahi que en ocasiones se sustituya
por otras DNA polimerasa termoestables. Asi pues, aunque la Taqg polimerasa fue la primera
enzima termoestable aislada, en estudios mas vastos de PCR (por ejemplo cuando se
requiere de mayor fidelidad, la longitud de la plantilla a amplificar es mayor de 1 Kb o
cuando se desea clonar RNA mitocondrial con PCR inversa), la Tag polimerasa ha
demostrado ciertas desventajas con respecto a otras enzimas que ya estan disponibles y que
presentan aplicaciones de DNA polimerasa termoestables, dicha descripcion incluye hasta

10 enzimas distintas de la Taq polimerasa (19, 17).

1.2.5.3 Amortiguador (Buffer)

Se han publicado para PCR el uso de muchas soluciones amortiguadoras también conocidas
como solucién de lisis que contiene Tris a una concentracion de 10mM (pH 8.4), 50mM de
KCI, 1.5mM MgCl,, 0.01% gelatinay 0.01% (22).

1.2.5.4 Desoxinucleétidos Trifosfatos (ANTP’s)

Son nucleotidos 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.

Los dNTP"s son 4 y se enlistan a continuacion:
a) Desoxi Adenosin Trifosfato (AATP’s)
b) Desoxi Tiamisin Trifosfato (dTTP’s)
c) Desoxi Guanosin Trifosfato (dGTP’s)
d) Desoxi Citosin Trifosfato (dCTPs)
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El dNTP precursor se puede obtener del secado por congelacion o como neutralizacion de
soluciones acuosas. Son estables a -20°C por algunos meses en cualquier configuracion,
pero los agentes secados por congelacion pueden requerir de una neutralizacion por KOH

antes de su uso (22).

Se deben afiadir a la solucion de la reaccion en concentraciones iguales que normalmente
oscila entre los 20 y los 200uM. No se debe variar ninguno de ellos de manera
independiente. Pueden captar Mg, por lo que las concentraciones de ambos componentes
deben guardar siempre la misma relacién. Se aconseja que la concentracion de Mg** sea de

0.5— 1.0 uM veces superior a la concentracion de ANTP’s (18).

1.2.5.5 Cloruro de Magnesio (MgCl,)

La concentracion de el Co-factor esencial, MgCl,, puede tener un particular y profundo

efecto en la especificidad y el rendimiento de la PCR (15).

e La concentracién del Mg* afecta a la reaccién diferencialmente a altas o bajas
concentraciones (hasta 3mM) e influye en términos de especificidad y rendimiento
de la reaccién de amplificacion.

e El Mg® forma complejos solubles con los dNTP’s construyendo bloques para hacer
que ellos sean reconocidos como sustratos por la enzima.

e La concentracion de Mg®* libres es determinada por la presencia y concentracion de
agentes quelantes como los acidos etilendiaminotetracéticos (EDTA), los
pirofosfatos libres y los dNTP’s (15).

La concentracion de Magnesio puede influenciar en:
e Desnaturalizacion de los “PRIMERS”
e Disociacion de la hebras con la temperatura

e Especificidad del producto
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e Formacion de dimeros de “PRIMER”
e Actividad/fidelidad de la enzima (15).

1.2.5.6 “PRIMERS” especificos

Los “PRIMERS” oligonucledtidos son generalmente sintetizados en el rango de 18-30
bases, asi es también posible amplificar bajos complejos de DNA con “PRIMERS” mas
cortos. Las secuencias de “PRIMERS” deben ser similares al contenido de G+C, minima
estructura secundaria (misma complementariedad) y baja complementariedad para cada una
de las demas, peculiarmente en la region 3’. Se ha encontrado que “PRIMERS” largos de 24
a 30 bases trabajan bien durante la etapa de “ANNEALING” de 60°C y maés, y tienden a ser
maés robustos en PCR de muestras dificiles. La seleccion del programa de PCR es viable
(Software epicentro) que aunque es bastante crudo, provee de algo de ayuda con el disefio de
“PRIMERS”. Quiza el analisis de la secuencia de DNA podria desarrollar programas mas

sofisticados para este propdsito (22). Ver Figura 2.

Los efectos de la redundancia y la desigualdad de la eficiencia de los “PRIMERS”

confirman o no su amplificacion durante la PCR (4).

Cuando se refiere al uso de “PRIMERS” especificos de las especies, se espera que estos
generen solo un producto en la presencia de DNA a partir de las especies dadas, bajo las
condiciones estrictas e idoneas para la reaccion. La informacion de la secuencia completa
permite predecir el tamafio del producto, de modo que la identificacion se confirma si el
amplificado se ve del tamafio apropiado en un gel, es decir, la presencia del producto de

PCR es considerado como prueba de su identidad* (4).

* Dicha identidad puede ser confirmada con un gel de agarosa en electroforesis y un transiluminador UV
utilizando el DNA de la especie en cuestion y el DNA de especies lejanas 6 cercanas. También se pueden usar
programas bioinformaticos en donde se escriben las secuencias de “PRIMERS” y la computadora los compara
con su base de datos. Ver tema 3.1.3.
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1.2.6 Técnicas para la evaluacion de la PCR.

El producto de un PCR debe de ser un fragmento o fragmentos de DNA de una longitud
definida. La forma mas facil de comprobar esto es cargando una fraccion del producto de la
reaccion usando un marcador de peso molecular apropiado en un gel de agarosa de 0.8 — 4%
con bromuro de etidio. El producto debe ser visible en un transiluminador ultravioleta.
Productos pequefios de DNA (“PRIMERS” — dimeros) y a veces los mismos “PRIMERS”
pueden ser vistos como bandas bastante difusas y cerradas al frente principal del gel, pero el
producto podria aparecer como una banda fantasma del tamafio esperado. La presencia de
bandas adicionales pueden ser debidas a preparaciones no especificas, que ocurren por una
variedad de razones, o por la presencia de algunos productos externos, que pueden ocurrir si

el “PRIMER?” est4 presente en cantidades molares desiguales ® (22). Ver Imagen 21.

1.2.6.1 Electroforesis

La electroforesis es una técnica analitica de separacion de macromoléculas. La separacion
tiene lugar debido a la diferente movilidad que presentan las macromoléculas cargadas
cuando son sometidas a la influencia de un campo eléctrico como consecuencia de su
relacion carga/masa. Los acidos nucleicos cargados negativamente, debido a la presencia de
grupos fosfato en su estructura son separados de acuerdo a la carga y peso molecular de cada
tipo de moléculas presentes. La naturaleza del enlace fosfodiéster de las cadenas
polionucleotidicas condiciona la carga de un acido nucleico que es aproximadamente igual

al numero de grupos fosfato (25).

*Enla Figura 3. Se pueden apreciar tres amplificaciones de la misma especie tras la PCR y su analisis en un
gel de Agarosa y su 27electroforesis horizontal que es capaz de separar fragmentos que no pueden ser
separados por otros procedimientos.
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La electroforesis en gel de Agarosa se realiza en contenedores horizontales y requiere de dos
elementos indispensables: la fase mavil y la fase estacionaria. La fase movil es el medio
amortiguador que permite la movilidad de las moléculas cargadas hacia los electrodos
correspondientes cuando se genera un campo eléctrico. La fase estacionaria o soporte, es un
polimero de naturaleza gelatinosa (agarosa) que da un tamafio de poro homogéneo y que se
haya sumergido y embebido en la fase movil (26) como se muestra en la Figura 3, en donde
se observa la verificacion de productos de PCR en un gel de agarosa usando “PRIMERS”

especificos para 3 muestras de una misma especie.

Perfil de una muestra amplificada en gel de Agarosa

Marcador de peso Muestras amplificadas
molecular

Figura 3. Perfil de muestras amplificadas en un gel de Agarosa.

Es necesario que todos los componentes de la mezcla a separar se encuentren cargados de
igual forma, de manera que al hacer el dep6sito de la muestra sobre el soporte de uno de los
polos, se dirijan todas hacia el polo contrario, separdndose unos de otros en funcién de la
distinta velocidad de migracion, el desplazamiento de los componentes depende de: la carga
de la sustancia, el voltaje creado y el coeficiente de friccion entre el soporte y la sustancia
depositado en el mismo (27).
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La tincion con Bromuro de Etidio por ser una sonda fluorescente tras su iluminacion con luz
UV, es un medio generalizado de deteccion de fragmentos de DNA, la sonda se intercala
entre la doble hélice del DNA y emite luz. Es por ello que se usa como marcador del DNA
para ver presencia y concentracion. Se tiene que manejar con precaucion ya que es

carcinogénico, teratogénico y mutagénico® (28, 29).

1.3 APLICACIONES BIOTECNOLOGICAS DE PCR Y DNA MITOCONDRIAL

1.3.1 Métodos para la identificacion de especies

En afios recientes, se ha puesto mucha atencion hacia la comprension de las bases del DNA,
cada dato obtenido ha sido fiable, sensible y rapido por muchos aspectos para obtener
avances en la autenticacion de alimentos. Entre ellos se encuentra la Reaccion en Cadena de
la Polimerasa (PCR) que es indudablemente la técnica genética mas comun usada para el

rastreo de especies de origen alimentario (30).

En el caso de la leche, se sabe que tiene un gran numero de células sométicas que contienen
DNA gendmico conveniente para su amplificacién por PCR (31). También se sabe que las
células somaticas presentes en la leche persisten durante su fabricacién y proceso de
maduracion. Los protocolos reportan, que una extraccion del DNA gendmico obtenido
inmediatamente después de la elaboracion del queso se puede usar como una plantilla de
DNA para ser amplificacion por PCR, pero necesita de mucho cuidado comparada con las
plantillas descritas por otros alimentos como lo son la carne 6 el pescado cuyo DNA no se
degrada tan rapido como pasa con el DNA del queso que corre el riesgo de no replicarse
durante la PCR si es que contiene en el alguna plantilla que sea de nuestro interés (32). En
caso de que los productos hayan sido adulterados con otra especie ya sea por adicion o0
sustitucion parcial o total esta se puede encontrar en la plantilla del DNA del producto por

medio de la amplificacion por PCR usando los “PRIMERS” apropiados y 29electroforesis.

® Ver tema 2.5 en donde se detallan imagenes y pasos de una evaluacién de PCR.
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Algunos métodos enfocados a el sondeo de caracteristicas especificas de las especies son los

analisis por proteinas y ultimamente el analisis de DNA.

1.3.1.1 Meétodos basados en proteinas

Las proteinas han sido usadas como marcadores de especies, no solo para la identificacion
de especies de consumo humano, si no también para propdsitos taxonémicos. La separacion
de proteinas hidrosolubles por 30electroforesis de agarosa o almidén podrian ser usadas para
este proposito (como lo recomienda la norma para leches y productos lacteos). Las técnicas
de 30electroforesis han ido mejorando con el desarrollo del enfoque isoeléctrico y la alta
resolucion de las proteinas hidrosolubles las cuales permiten la diferenciacion de especies
(33). Sin embargo, en procesos a altas temperaturas las proteinas comienzan a
desnaturalizarse progresivamente y por lo tanto se tiene mayor dificultad para extraerse y las
bandas de las proteinas en la electroforesis son casi imperceptibles o se pierden

caracterizando estructuras finas (34).

La determinacion de proteinas por micro Kjeldhal es otro de los métodos recomendados por
norma, y se basa en la descomposicién de los compuestos de nitrogeno organico por

ebullicion con acido sulfarico (6).

Otro método para cuantificar proteinas es el de inmunoensayo, que se ha aplicado con éxito
para detectar la adulteracion de leche (35). La mayoria de los inmunoensayos utilizan
anticuerpos gue se activan en contra de las proteinas abundantes de la leche como lo son las

caseinas y las lactoglobulinas (36).
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1.3.1.1.2 Ventajas y desventajas de las técnicas basadas en proteinas

La electroforesis en geles de poliacrilamida (SDS-PAGE) es la técnica electroforética mas
comun usada para estudiar las proteinas de soya, y esta tiene la ventaja de no afectar los
resultados por el procesamiento de los alimentos en estudio, especificamente el tratamiento
al calor. A veces, los resultados son muy dificiles de cuantificar y la técnica consume

bastante tiempo (11).

En el andlisis de alimentos, el ensayo de enzimas inmunosorbentes (ELISA), es la forma de
inmunoensayos mas usada por que reduce el costo en equipos sofisticados y es facil de usar,
es rapida y de pronta automatizacion. Se han reportado un nimero de inmunoensayos de

enzimas para la autenticacion de especies en leche y queso (3).

En general las ventajas y desventajas que presentan las técnicas basadas en proteinas son:

Ventajas:
® La rapidez del analisis de las muestras
® El bajo costo de los reactivos
® Amplia disponibilidad de datos para muchas especies

Desventajas:
X No es posible en ocasiones analizar muestras sometidas a tratamientos térmicos

intensos

>

El analisis de los perfiles electroforéticos es bastante complejo

X Las muestras deben de estar en buenas condiciones

x

El contenido de proteinas y tipo son especificas del tejido que se estudie (37, 38).
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1.3.2 Técnicas basadas en acidos nucleicos

Entre las mas recientes técnicas usadas para controlar las caracteristicas de calidad y
autenticidad de los alimentos esta la Reaccién en Cadena de la Polimerasa, que es un técnica

genética cominmente conocida como “huella digital del DNA” (39).

1.3.2.1 Ventajasy Desventajas de la PCR

Ventajas:
®» Se requiere de muy poca cantidad de muestra (.125g)

® Se pueden analizar muestras conservadas en mal estado por mucho tiempo

® Es posible analizar muestras sometidas a intensos procesos térmicos

® EI DNA es el mismo en todos los tipos de células de un organismo

® Permite la amplificacion y el analisis de fragmentos de DNA seleccionados en un
tiempo relativamente corto

®» El DNA es mas estable que las proteinas, y contiene mas variabilidad genética y
ademas no contiene intrones (37,40).

Desventajas:
X El andlisis es relativamente costoso

X Esuna técnica un poco mas compleja y requiere de personal especializado (37,40).
1.3.3 DNA Mitocondrial.
1.3.3.1 Mitocondria
La mitocondria, ausente en los procariotas, es un organulo limitado por una pared de doble
membrana. A partir de la fosforilacion del Adenodin Difosfato (ADP), transforma la energia

liberada por el catabolismo aerobio de distintos nutrientes en ATP, reaccion durante la cual

se produce H,O y CO,. Produce la mayor parte de la energia necesaria para el desarrollo
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normal de las distintas funciones celulares. Otro organulo, el peroxisoma, también produce
energia por catabolismo oxidativo, pero en forma de calor. La mitocondria interviene junto

con el REL, en la sintesis de esteroides y de fosfolipidos (41).

El tamafio de las mitocondrias es variable. En la mayor parte de las células, adquieren la
forma de pequefios bastones de entre 0.5 y 1pm de didmetro, pudiendo alcanzar una longitud
maxima de 7um. Sin embargo el tamafio y también el nimero dependen de la actividad de la
célula. Con frecuencia las mitocondrias se distribuyen de manera uniforme en el citoplasma;
sin embargo su distribucion puede no ser uniforme y en algunas células depende de las

necesidades energéticas locales (41).

1.3.3.2 mtDNA

El mtADN (DNA mitocondrial) puede observarse con microscopia electrénica. Es circular
y tiene la forma de una curva cerrada. Su longitud es de 16kb en la especie humana. El
mtDNA representa entre el 1 y el 5% del ADN celular total. EI genoma mitocondrial es

funcionalmente diferente al nuclear (41).

El genoma mitocondrial consiste de una doble cadena de DNA circular en la que se
encuentra la codificacion de akgunas subunidades que participan en la produccion de
energia y en el transporte de electrones que se encuentra en la mitocondria (cadena
respiratoria y fosforilacion oxidativa). Con pocas excepciones, todas las especies eucariotas
tienen mitocondria. EI genoma mitocondrial de los animales y de las plantas es conocido por
desarrollarse a diferentes velocidades. El tipico mtDNA de los animales tiene una elevada
tasa de mutacién y una excepcional economia organizacional, con pocos segmentos no-
codificables. En contraste, los genomas mitocondriales tienen en las plantas un largo e
importante segmento no codificable y una baja acumulacion de diversidad. La aceleracion
evolutiva del mtDNA (y también de ciertas especies fungi y protistas) implica la importancia

en la variacion de la secuencia, que se podria encontrar en especies relativamente cercanas
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como un rasgo caracteristico en los procedimientos para la identificacion de especies.
Ademas, en muchas especies, el mtDNA es inherentemente imparentable sin la
recombinacién, un efecto de la ayuda que simplifica la interpretacion de resultados. El
mtDNA es también facil de recuperar de bajas cantidades y/o muestras de DNA degradadas
desde que este se presenta en muchas copias por célula, previendo de una clara ventaja sobre

los métodos basados en el genoma nuclear (42).

La limitacion mas importante del uso de la informacion del mtDNA en la definicion de
especies es la supuesta incidencia del gen macho-predispuesto a fluir entre especies (en

casos en donde el mtDNA es heredado maternamente) (42).

En la figura 4 puede verse el esquema de un mtDNA, con todas sus regiones diferenciadas
que representan los genes (43). Consta de un solo cromosoma, dotado de una molécula
cerrada circular de dos hebras de DNA enrolladas entre si. Su tamafio es pequefio,
aproximadamente 8000 veces menor que el tamafio medio del DNA de un cromosoma
nuclear. Con aproximadamente un tamafio de 16 569 pares de bases (pb) (44). Este DNA
codifica 37 genes que corresponden a los ARN ribosémicos (rARN) componentes de los
ribosomas mitocondriales (rRNA 12S y 16S), 22 ARN de transferencia (tARN), empleados
en la transduccion de los ARN mensajeros (ARNm), y 13 proteinas componentes de los
complejos respiratorios de la mitocondria (sistema OXPHOS). Estos complejos estan
formados por una serie de polipéptidos codificados tanto por el ADN nuclear como por el
mitocondrial. De modo que el complejo I (NADH: ubiquinona Oxido-reductasa) esta
formado por unos 40 polipéptidos de los cuales siete estdn codificados por el ADN
mitocondrial (ND 1, 2, 3, 4L, 5, 6); el complejo Il (succinato: uniquinona éxido-reductasa)
contiene 4 polipéptidos todos ellos de origen nuclear; el complejo Il (ubiquinol: citocromo
¢ 6xido-reductasa) tiene unos 10 polipéptidos con solamente uno de ellos, el apocitocromo b
(Cytb), de origen mitocondrial (ATPase 6 y 8) (45).
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[ECytwochrome b [l Complex 4 I rRHAs

Fig 4. Regiones del mt DNA humano (44)

1333 Cytb

El citocromo b mitocondrial es la Unica subunidad de la ubiquinol: citocromo ¢ reductasa
(complejo bcy) que estd codificado en el ADN mitocondrial. El citocromo b contiene 2
grupos hemo en doble coordinacién con histidina que estan directamente involucrados en la
transferencia de electrones desde el ubiquitinol a los otros citocromos de la cadena
respiratoria (46). EI Citocromo b es el Unico del Complejo de proteinas Il que codifica por

el genoma mitocondrial” (47).

” Para este trabajo de investigacion los “PRIMERS” se seleccionaron del cyt b del trigo y una parte de cyt by
otra de cox 6 para soya.
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CAPITULO Il. METODOLOGIA EXPERIMENTAL Y PLANTEAMIENTO DEL
PROTOCOLO PARA LA DETECCION DE SOYA Y TRIGO EN QUESO Y EN LECHE
LIQUIDAY EN POLVO
Metodologia experimental

2.1 Cuadro Metodoldgico
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Problema: Los aislados proteinicos vegetales son empleados como complementos para
enmascarar la falta de caracteristicas deseadas en algunos productos lacteos.

Hipotesis: Si los extractos y aislados proteicos que se utilizan en algunos productos lacteos no son 100% puros, entonces se encontrara en ellos
presencia de DNA residual de los extractos proteinicos de origen no lacteo como pueden ser proteinas de Soya o Trigo para ser amplificado

por método de la Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR) en leches v auesos aue los puedan contener.

quesos comerciales en México aplicando el PCR.

Objetivo general: Desarrollar un protocolo con PCR para detectar posibles adulteraciones con distintas especies (Soya: Glycine max) y/o Trigo: Triticum aestivum) en leches y

|

Act. Preliminares:
Busqueda bibliogréafica
y  hemerogréfica de
articulos  relacionados
con el tema de interés.

O.P.1: Extraer y
cuantificar el DNA de
extractos de proteinas de
soya y trigo para obtener
las soluciones control a
analizar por PCR para la
identificacion de la
posible adulteracion.

O.P.2.-Analizar la
secuencia del mtDNA
para seleccionar los
“PRIMERS” que
delimitaran las zonas de
interés.

0O.P.3.-Comparacién de
los “PRIMERS”
disefiados contra otras
secuencias  gendmicas
para evaluar su
especificidad.

\ 4

1.-Extraccion del DNA
de las especies de
interés.

1.-Obtencion de la
secuencia de mtDNA.

\ 4

\ 4

2.-Solubilizacion del
DNA.

2.-Lectura de la zona
del gen de interés.

.

A 4

3.-Determinacion de la
concentracion de DNA
por espectrofotometria.

3.-Disefio del par de
“PRIMERS” especificos
para soyay trigo.

|

4.-Preparacion de las
muestras  del  DNA
aislado para su andlisis
por PCR.

1.-Aplicar PCR para la
comparacion de la
secuencia genémica.

O.P.4.-Aplicaciéon  del
protocolo para detectar
la presencia de soya y
trigo en algunos tipos
de leches y quesos
comerciales en México
seleccionados

aleatoriamente.

O.P.5.-Evaluacion
analisis de
resultados obtenidos.

y
los

1.-Extraccion de DNA.

A 4

2.-Evaluacion de la
PCR por electroforesis.

2.-Aplicacion de PCR.

3.-Evaluacion de la
PCR por electroféresis.

A

A
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2.1.1 Descripcion del cuadro metodologico

Problema
“Los aislados proteinicos vegetales son empleados como complementos para enmascarar la falta
de caracteristicas deseadas en algunos productos lacteos”.

Hipotesis

“Si los extractos y aislados proteicos que se utilizan en algunos productos lacteos no son 100%
puros, entonces se encontrara en ellos presencia de DNA residual de los extractos proteinicos de
origen no lacteo como pueden ser proteinas de Soya o Trigo para ser amplificado por método de

la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) en leches y quesos que los puedan contener”.

El objetivo general del presente trabajo de investigacion fue disefiar un protocolo para detectar la
posible presencia de especies vegetales (soya y trigo) en productos comerciales que por su
naturaleza no los deberian de contener, pero que sin embargo, la avanzada tecnologia de
alimentos y el desarrollo de productos de bajo costo que son usados para simular ciertas
caracteristicas no deseables en algunos lacteos que se sabe son adulterados con el fin de cubrir
otros fraudes para el rendimiento del producto o bien para dar caracteristicas o sabores
requeridos que le permitan al producto procesado cumplir con las especificaciones quimicas y

fisicoquimicas que establece su respectiva norma.

Objetivo general

“Desarrollar un protocolo con PCR para detectar posibles adulteraciones con distintas especies
(Soya: Glycine max) y/o Trigo: Triticum aestivum) en leches y quesos comerciales en México
aplicando el PCR”.

Objetivo Particular 1

" Extraer y cuantificar el DNA de los extractos de proteinas de soya y trigo para obtener las

soluciones control a analizar por PCR para la identificacién de la posible adulteracion.

38



El método de extraccion es el de Fenol-Cloroformo-Alcohol Isoamilico, el DNA extraido se
precipita con etanol frio y se solubiliza con agua ultra desionizada o bidestilada y se mide su
concentracion en ng/ul con un espectrofotometro que evalla la absorvancia a 260nm vy la

convierte a ng/pl. Ver tema 2.3.
Obijetivo Particular 2

. Analizar la secuencia del mtDNA para seleccionar los “PRIMERS” que delimitaran las

zonas de interés.

Las secuencias del mtDNA completas se pueden encontrar en paginas bioinformaticas en donde
se selecciona una region y rango de interés para delimitar sus “PRIMERS” frontal y reverso. Su
disefio gira de acuerdo a las especificaciones que sefiala la Tabla 2. Ver tema 3.1.2.1 en donde se

desarrolla el método para el disefio de “PRIMERS”.

Tabla 2. Disefio de “PRIMERS”: propiedades de los Oligonucledtidos que influencian la
eficiencia de amplificacion. POPPING, B. “The aplication of biotechnological methods in
authenticity testing”. Journal of biotechnology. 98. (2002) 107-112. (48).

‘ Propiedad ‘ Disefio 6ptimo
Composicidn de las El contenido de G + C debe de estar entre un 40 y 60% en la secuencia. Las cuatro bases
deben de estar distribuidas a lo largo de la secuencia.

bases

Longitud La secuencia del “PRIMER” complementario a la plantilla de DNA debe ser de 20 a 40
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 nucledtidos.

Secuencias No deben presentarse secuencias repetidas en la secuencia invertida (secuencia

repetidas y 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
complementarias a _ ] _ o
horquilla las cuales si son estables bajo las condiciones de PCR. Pueden afectar la

sI-mismas hibridacion (annealing) del oligonucleétido con su plantilla.

Complementariedad | Las secuencias terminales en 3’ de un “PRIMER” no deben ser capaces de unirse a

entre los miembros cualquier secuenciadel extremo del otro “PRIMER” debido a que los “PRIMERS” se

presentan en altas concentraciones en PCR aun teniendo una débil complementariedad
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de un par de entre ellos permite la formacion de hibridos y consecuentemente, la sintesis y la
“PRIMERS” amplificacion de dimeros de “PRIMERS”. Si se forman prematuramente en el PCR,
pueden competir por la DNA polimerasa, “PRIMERS” y nucleotidos, por lo que pueden

afectar el amplificado dentro de la plantilla de DNA.

Temperatura de La Tm calculada para ambos miembros del par de “PRIMERS” no debe diferir en 5° o
fusion ™ 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.

Terminacidén en 3’ 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 AAGC 6 AAGC 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”.

Localizacién en Dependiendo del proposito del experimento, la localizacidn de los sitios de amplificacion

sitios de puede estar encerrado por la localizacién de mutaciones, sitios de restriccion, secuencias

. g ., codificantes o microsatelites.
amplificacion

Objetivo Particular 3

. Comparacion de los “PRIMERS” disefiados contra otras secuencias genomicas para
evaluar su especificidad.

Para lograr definir su especificidad se emplean programas bioinformaticas o PCR y gel de

electroforesis. Ver tema 3.1.3.

Obijetivo Particular 4
" Aplicacidn del protocolo para detectar la presencia de soya y trigo en algunos tipos de
leches y quesos comerciales en México seleccionados aleatoriamente.

Extraccion del DNA de los productos comerciales y aplicacion de PCR. Ver temas: 2.3.2, 25y
3.1.4
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Objetivo Particular 5

. Evaluacion y analisis de los resultados obtenidos. Ver 3.3

2.2 Materialesy equipos

2.2.1 Muestras requeridas

4 Muestras de proteina aislada de soya y de trigo
% Harinas de soya y trigo
“# Productos comerciales de Leche en polvo y liquida para el “analisis de leches”

# Productos comerciales de quesos tipo panela y manchego para el “analisis de quesos”

222 Reactivos

**Extraccion de DNA
= Etanol frio
® Mezcla Fenol-Cloroformo-Alcohol Isoamilico, en proporcion 25:24:1
® Enzima proteasa a concentracion 20 mg/mL
® Solucion de lisis (Tris base 50mM, pH=8, EDTA 0.1 M, SDS 0.5%)

® H,O desionizada o bidestilada con pH=7

**PCR
® H,O0 libre de nucleasas
# PCR Master Mix (50 unidades de Taq DNA Polimerasa, 400uM de cada ANTP y 3 uM de
MgCly)
= “PRIMERS” Frontal y Reverso disueltos en agua bidestilada.

**Electroforesis
® Agarosa en polvo

41



¥

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

¥

Bromuro de Etidio en concentracion 10mg/mL

Marcador de peso molecular de 100pb DNA ladder

¥

H

Tinte cargador azul/naranja 6X

2.2.3 Equipos

**Extraccion de DNA
Balanza Analitica Electronica Symmetry Cole-Parmer modelo PR 410
Mezclador Vortex Apollo modelo SO100
Centrifuga Mini Spin plus Eppendorf modelo F-45-12-11
Bafo seco modelo DB-006
Espectofotdmetro Nano Drop modelo ND-1000
Purificador de Agua millipore modelo CDUFB1001
Micropipetas

Autoclave

**PCR y electroforesis
Mezclador con control de temperatura Termomixer compact 2x F1.6A
Termociclador Apollo modelo ATC 401
Termociclador Perkin EImer Gen Amp PCR System 2400
Microcentrifuga Wiggen Hauser modelo MC6400
Horno de microondas Servi plus Mabe modelo X01000MDSS
Céamara de electroforesis horizontal Apollo Modelo 75.710
Funente de poder Bio Rad Power Pac 1000
Transiluminador ultravioleta

Equipo de fotografia para luz UV



2.3 Métodos
2.3.1 Extraccion de DNA

Extraccion de DNA. Protocolo modificado al descrito por Sambrook, J. (2001)°%.

Extraccion con Fenol-Cloroformo-Alcohol-lIsoamilico

Disgregacion de la muestra

1.- Pesar 0.125g de muestra en un tubo Eppendorf etiquetado

Imagen 1. Muestras etiquetadas para extraccion de DNA

2.-Adicionar 1250uL de solucion de lisis segun lo descrito en 2.2.2.

A

Imagen 2. Adicién de solucidn de lisis con micropipeta

3.-Mezclar con vortex hasta que se logre una homogenizacién apropiada.

8 EI DNA es sumamente susceptible a dafio por unas enzimas llamadas las DNAasas, las cuales se pueden encontrar
en muchos lugares de contacto como las manos, el equipo, las soluciones, etc. Es por ello que el area de trabajo
donde se maneja este material, asi como la persona que lo va a manejar debe tener una limpieza apropiada, usar bata
y guantes y al regresar al area de trabajo cambiarse los guantes, todo debe de ser estéril y preferiblemente desechable
(19).
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Imagen 3. Mezclador vortex
4.-Adicionar 7uL de enzima proteinasa K previamente concentrada a 20mg/ml
5.-Incubar las muestras a 50°C en bafio seco por 2 horas

Y [Vl
B | ]
I

Imagen 4. Bafio seco
6.-Desactivar la enzima manteniendo la temperatura a 60°C por lo menos 1 hora.

Extraccion de proteinas y polisacaridos.

1.-Adicionar al tubo que contiene la muestra 250uL de la mezcla Fenol-Cloroformo-Alcohol-
Isoamilico

2.-Mezclar el tubo varias veces suavemente

3.-Centrifugar a 10,000 rpm por 10 min a temperatura ambiente
\

Nal

-,

a0

N o

Imagen 5. Centrifuga Mini Spin
4.-Separar las fases, recuperar la fase acuosa superior que contiene el DNA. Evitar recuperar

cualquiera de las otras fases.
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Imagen 6. Separacion de fases 1y 2.

5.-Trasladar la fase recuperada a 2 tubos eppendorf nuevos.

Imagen 7. Autoclave para esterilizar el material (puntas y tubos eppendorf)

*Precipitacion del DNA
1.-Adicionar 1500uL de Etanol frio a la fase recuperada
2.-Mezclar suavemente
3.-Centrifugar a 10,000 rpm por 10 min a temperatura ambiente
4.- EI DNA debe visualizarse pegado al tubo como un precipitado compacto. Decantar el Etanol y

dejar secar el DNA en barfio seco a 31°C

Imagen 8. Precipitacion de DNA
5.- Una vez eliminado el Etanol, se adiciona 100uL de H,O bidestilada para resuspender el DNA

y agitar suavemente el tubo®.

® Cuando la disolucién presenta particulas insolubles, se reintenta la extraccién de proteinas y polisacéridos con
Fenol-Cloroformo-Alcohol-Isoamilico y se vuelve a lavar con Etanol, se recomienda no hacer mas de 3 lavados ya
que se dafia demasiado el DNA y se corre el riesgo de que no amplifique; no siempre se observa el DNA como una
mancha blanca pero eso no significa que no se encuentre en el tubo.
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2.3.1.1 Cuantificacion de DNA

CUANTIFICACION POR MEDICION DE ABSORBANCIA A 260 nm

Se utiliza como prueba de contaminacion de una preparacion de DNA con proteinas. La lectura a

260 nm permite el calculo de la concentracion de acidos nucleicos en la muestra. Una unidad de
densidad optica corresponde a aproximadamente 50ug/mL de DNA de doble hebra. La relacion
entre las lecturas a 260/280nm 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 contaminacién significativa con fenol o

proteinas, la relacion 260/280nm sera menor de 1.8 (13, 49).

El equipo utilizado para esta lectura fue el NanoDroop ND-100, que usa tecnologia de fibra
Optica y tension superficial, la muestra se coloca en un punto entre dos superficies dpticas que
definen la longitud en orientacién vertical. Durante ciclo de medicién toma dos lecturas primero
a Imm y después a 0.2mm (50). Este equipo y su software de trabajo proporciona con 2L de
muestra la absorvancia a 260nm el cociente 260/280 y ademas calcula la concentracion de DNA
en ng/uL.

1.-Para cargar el equipo limpiar y adicionar 2uL de H,O libre de nucleasas al lector del
espectofotometro y bajar el brazo cuidadosamente. Seleccionar en el programa NanoDroop el

icono correspondiente a acidos Nucléicos (Nucleic Aci) y cargar 2uL de H,O libre de nucleasas.

Lector

Imagen 9. Espectofotometro NanoDroop

2.-Limpiar el lector y adicionar nuevamente 2ul. de H,O libre de nucleasas para calibrar el

equipo y seleccionar en el monitor el botén de Blanco (blank).
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3.-Para tomar la lectura de nuestra muestra limpiar y adicionar 2uL escribir el nombre de la

muestra y seleccionar el botén de medir (Measure) del mend de opciones.

Imagen 10. Lectura de datos

Los datos se visualizan en pantalla.

2.3.1.2 Amplificacion de DNA (Preparacion de la reaccion)

La preparacion de las muestras para la reaccion se prepara de acuerdo con el protocolo que

precisa Promega kit de PCR.

Los “PRIMERS” que se usaron para este proyecto se mandaron a hacer a un laboratorio de
“Invitrogen”, se solubilizaron a una concentracion final de 250uM con H,O bidestilada y se
dejaron en un Termomixer compact a 350 rpm por un espacio de 3 horas a 37°C, finalmente se

diluyeron a una relacién 1:10 con H,O bidestilada.

Imagen 11. Mezclador con control de temperatura Termomixer
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PCR 25uL

1.-
Tabla 3. Componentes de la PCR, preparacion de la reaccion
Master Mix 12.5uL
Primer F SuL
Primer R Sul
DNA 1-5uL
H.O libre La necesaria
de para completar
nucleasas 25 ul

2.- Preparar segun lo especificado en la tabla 3 un tubo con todas las cantidades requeridas segun
el nimero de muestras (exepto el DNA), mezclar con un pulso en la microcentrifuga y repartir
equitativamente entre el nimero de tubos para cada muestra.

4.-Agregar a cada tubo su correspondiente de DNA y etiquetar

5.-Mezclar en micro centrifuga y llevar al termociclador

6.-Programar el termociclador

Imagen 12. Termociclador Perkin Elmer Gen Amp Imagen 13. Termociclador Apollo

2.4 Programacion del termociclador

Se programa segun la temperatura media de los cebadores (“PRIMERS”) y la enzima del “Master
Mix”, los tiempos y niimeros de ciclo son segun la referencia bibliografica base o los resultados
obtenidos segun la experimentacion.
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Programa para soya:

95°C | 95°C___ i
/‘3min 0.30 :
72°C ' 72°C
0.40 . 3.00
65°C E
0.30 i 4°C
' 5
Programa disefiado para Trigo:
95°C| 95°C __ |
/ 3min| 0.30 :
72°C ' 72°C
0.40 : 3.00
58°C :
0.30 4°C
' 6

Figuras 5y 6. Esquematizacion de los programas utilizados en el termociclador

2.5 Evaluacion de PCR
2.5.1 Preparacion del gel de Agarosa

Preparacién del gel de agarosa vy electroforesis

La concentracion del gel depende del tamafio de la amplificacion, cantidades pequefias se

preparan a concentraciones elevadas de agarosa y viceversa.

1.-Se prepara un gel de agarosa al 2% con TAE 1X y se calienta en microondas hasta que sea
una solucion transparente, dejar enfriar lo suficiente antes de realizar el siguiente paso.
2.-Agregar una gota de Bromuro de Etidio

3.-Sellar perfectamente la caja para el gel y colocar el peine. Vaciar la solucién cuidadosamente y

con cuidado de no formar burbujas, una vez llena la caja dejar solidificar el gel.
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4.-Colocar el gel en la caja para electroforesis y cubrir con TAE 1X

2.5.2 Cargay corrida del gel de agarosa por Electroforesis Horizontal
1.- En un trozo de parafilm adicionar por nimero de muestras + marcador + blanco'®:
Tabla 4. Cantidades para cargar el gel de electroforesis
3uL de Bromuro de Etidio
3uL de blue Orange

SuL de marcador de peso molecular (solo para El primer carril)

Sul de muestra

El tiempo que se deja correr el gel, depende del tamafio de banda de los “PRIMERS” utilizados.

En la imagen 14 se muestra el marcador de peso molecular de DNA (100bp DNA ladder marca
Promega) de 100 pares de bases que se utiliz6 como referencia en todos los geles.

(51)
Imagen 14. 100pb DNA ladder

10 Es mejor colocar en el parafilm la cantidad de Bromuro de Etidio y Blue Orange necesarios por muestra y después
por separado adicionar el DNA.
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2.- Cargar el gel poniendo 3pL de Bromuro de Etidio, 3puL de Blue orange y 5uL del maracdor

de peso molecular solo para el primer carril y 5uL de muestra en el resto de los pocillos.

,
B . .

"..oo

Imagen 15. Bromuro de Etidio y blue orange en parafilm

El Bromuro de Etidio es un colorante fluorescente altamente téxico esencial para la tincién de
DNA en el gel. Esta molécula se intercala entre las bases apiladas del DNA creando una union
del tipo Van der Waals con las bases de la cadena. Después de la insercion dentro de la hélice, el
colorante permanece perpendicular al eje helicoidal teniendo contacto con la base superior e
inferior. La posicion arreglada de la molécula y su proximidad a las bases causa que el colorante

exhiba un campo fluorescente (52).

Este componente es el buffer de carga del gel, que se mezcla con las muestras antes de cargarlas.
Tiene 3 propdsitos: 1) incrementar la densidad de la muestra, 2) Asegurar que el DNA descienda
uniformemente dentro del pocillo y 3)Afadir color a la muestra, con lo que se simplifica el
proceso de carga. Este compuesto contiene colorantes que migran hacia el anodo en un campo

eléctrico (52).

Pocillos

Imagen 16. Caja de electroforesis con el gel de agarosa dentro

3.-Tapar y conectar los electrodos (- +)

4.- Programar la fuente de poder a 90V y correr

Imagen 17. Electroforesis corriendo

51



Imagen 18. Fuente de poder

2.5.3 Fotografia del gel

1.-Sacar y escurrir bien el gel de la caja de electroforesis con cuidado de no romperlo.

2.-Colocar el gel cuidadosamente dentro del transiluminador, cerrar la puerta y encender el

equipo.

3.-Enfocar el gel y tomar la fotografia.

Imagen 19. Camara y transiluminador UV

Camara

" fotografica

Transiluminador
uv
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CAPITULO I111. DISCUSION Y ANALISIS DE LOS RESULTADOS

3.1 Resultados por objetivo

3.1.1 Objetivo particular 1. Extraccion y cuantificacion del DNA de proteina aislada de

soyay trigo

En la siguiente tabla se aprecian los resultaos obtenidos en el nanodroop para el célculo de la
concentracion de DNA en los extractos proteicos de soya (PAS) y trigo (PT).

Tabla 5. Extraccion de DNA de proteina aislada de soya

Nombre de la muestra
PAS 260/280= 1.96
Ng/uL |= 60.2

Tabla 6. Extraccion de DNA de proteina de Trigo (gluten)

Nombre de la muestra
PT 260/280| = 1.84
Ng/uL |= 149.6

Con los resultados de la concentracién de acidos nucléicos en las proteinas aisladas de soya y de
trigo (segun lo especificado en el tema 2.3.1) se comprueba que dichos extractos posiblemente
usados como adulterantes en leches y quesos procesados, no son 100% puros, pues en ellos
encontramos trazas de DNA de soya y trigo que pudiera ser localizado en leches y quesos
comerciales, sabiendo que la PCR detecta DNA y no proteinas. De esta manera se logro
confirmar la hipotesis propuesta, que permitid seguir con el proyecto de deteccion de
adulteracion con especies vegetales en productos comerciales de quesos y leches liquidas y en

polvo.
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3.1.2 Objetivo particular 2
3.1.2.1 Seleccion y disefio de “PRIMERS”

Para la soya se decidio utilizar la pareja de “PRIMERS” propuesta por Kanasawa Akira y
colaboradores (referencia 53) que se han modificado para trabajos de investigacidén anteriores
como el Trabajo de tesis de licenciatura de Carbonell Guadarrama Nancy (referencia 34).

La secuencia de estos “PRIMERS” hibrida en regiones del gen cox2 y atp6 del DNA
mitocondrial y permite obtener una amplificado de 305 pares de base (pb) que se muestran a

continuacion:

® PRIMERS Frontal y Reverso de soya
Soy F
5 AGCGGGTAGAGTAATTGGTC 3’
Soy R
5 CAAGGAGCAATCGTGAGGAATAG 3

Estos cebadores se mandaron a hacer a un laboratorio de INVITROGEN.

En la Figura 7 se muestra parte de la secuencia del DNA mitocondrial del trigo (Triticum
aestivum), que corresponde al gen del Citocromo b (Cyt b). La zona sombreada de azul
corresponde a la secuencia seleccionada para amplificar, y en rojo estan marcados los PRIMERS

frontal y reverso que se disefiaron para este proyecto.

® PRIMERS Frontal y Reverso de Trigo

Region Cyt b

Posicion del PRIMER frontal: 63341-63360 [}
Posicion del PRIMER reverso: 63980-63961 ||
Tamafo= 640pb
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Fig. 7. Disefio de “PRIMERS”

63121 gotatggooca asaggatccyg gbhgogatgay toctoatcogt gtaatattbtt ggaattcocto
631581 ttocaactog tocoggaatg ggogbttatgy casagaacas gaagaaanay acadasggas
63241 tttgteocaat agtaacaaat ggbgoctoca caggbtgaca tocgatcocaa cotagbagtba
63301 agosatcogo caaaagoaac caaaatatte cttggtgaat

63361 goacatacat ttctttaaaa aasaggtaasay coaagagaga tatasaaact ggbgotattg
63421 cggotacaco tocogobttg tocaggtatac tgogasgaat gooatggate ggbaggaaat
634581 accattococgy cacaatatga ggoggggbgy goatcggatt agoaggtata taattgbogog
63541 gatgococococasa aacatbagga gosssssaass tocasatgga assssagata goagaagota
63601 cocogacctac aagatccttt acatassaat sagggtasgs agoastttta tocatctoag
63661 aatgtacacc caatggatta tttgatcoat attgatgoss tgoggooaga tgasagaagac
563721 tggogootac tammataagy gggagtaaat gatggagact asaaasaacgs tthaaggbog
63781 cattgtocas QUagaaaccs CoCCaaagos aagtoactat ggtatctoct actactggta
53541 Cggogotags TLaagoLtghia attactgihty CLoCCcaasa gotcatchga coocaagoodg
53901 grtacgtatcc Tataaaagot ghoacaatos ttaataggasa tatgacaact cogagacaco
63961 NI EEEEE ©t=taactocy catgatatag accacgasas atatgasggr
54021 gaaccacaat gagaaacata CcLLgoccoat tagoatgoat ataacggage saccagooos
4051 cttomacatc Lotcataaty tgitotacgs tgLbtgasage tagatccaca Toaggtgrgh
54141 gatgoatags TLasqaaaacy ocagtcacta LoLgaatgac taaacsaata cotgotaacg
54201 gaccgaaccs cCaccaataa ctaagattgs Loggoottoy ataatctatc aaatgotoggh
64261 taagtgtgga JLatataggt CLgottaagas gagagasatcd LLOUttoott atagtocattt

Trig F
5 CGGTCGAAAACTTGAACTAC 3
TrigR
5 CAGTCCTAGGGAATTTGTTC 3’
Calculo de Tm: Tm= (4x[G+C])+(2x[A+T])°C
Donde G,C,Ay T es el niamero de nucle6tidos de cada tipo en el primer.
Tm:
F=58°C
R =58°C

El célculo de la Tm para cada “PRIMER” segun la formula No 1 fué de 58°C que es apropiado
para la PCR.

Ya que idealmente la Tm debe de ser la misma para ambos “PRIMERS” 'y solo hay 3

hibridaciones que se encuentran en el centro, entonces el disefio es correcto y no debe de haber

ningun problema para su amplificacién con especies de trigo.
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3.1.3 Objetivo particular 3

Especificidad de “PRIMERS” de Soya.

En la Figura 8 se muestra el resultado de la amplificacion utilizando los “PRIMERS” y el

programa de amplificacion para soya.

a— '

Fig. 8. Especificidad de los “PRIMERS” de Soya

B=Blanco, 1=Leche de soya, 2=Harina de soya, 3=Proteina aislada de soya, 4=Pollo, 5=Trucha,
6=Maiz

Como se observa hay una amplificacion intensa en las muestras de leche de soya, harina de soya
y proteina aislada de soya, lo que muestra la eficacia de la técnica para diferentes procesamientos
de la especie de interés. Asi mismo demostramos que no amplifican especies diferentes, pues no
amplificd en nada ninguna de las 3 especies filogenéticamente lejanas a las que se les adicionaron
“PRIMERS” de soya. (Se utilizé el termociclador Perkin EImer Gen Amp).

Especificidad de “PRIMERS” de Trigo.

Con el programa bioinformatico Blast (54), se procedid a averiguar el porcentaje de identidad de

las secuencias de los “PRIMERS” seleccionados para el trigo.
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Imagen 20. Especificidad de los “PRIMERS” de Trigo (54)

Como se puede apreciar se obtuvo el mejor porcentaje de identidad (82%) para las secuencias con
mtDNA de la especié de interés para 2 variedades de trigo y de 74-77% para Arabidopsis thalana,
Beta vulgaris y Carica papaya que son especies que por ningin motivo se podrian confundir con
trigo ya que su probabilidad de estar contenidas en leches y quesos es muchisimo menor a la de

las demas especies vegetales en cuestion, en este caso soya Y trigo.

3.1.4 Objetivo particular 4

Aplicacion del protocolo a productos comerciales en México de leches en polvo y liquida y

quesos manchego y panela. Extraccion de DNA del producto, PCR y electroforesis.
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La seleccion de las muestras comerciales se realizd de manera aleatoria en diferentes centros de
distribucion. Por el costo de la técnica se realiz6 solo una determinacion a cada muestra, siempre

utilizando los controles positivos como referencia.

En la imagen 21 se muestran algunas de las marcas de los productos seleccionados, y en la tabla 8
se presentan los valores de la concentracion de DNA (ng/plL) vy la relacion 260/280 obtenida de

la extraccion de DNA y medida en el Nanodroop.

Imagen 21. Productos analizados
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Tabla 7. Resultados de la extraccion de DNA

Producto
M1
M2
M3
P1
P2
P3
L1
L2
L3
L4
L5
L6
L7
L8
L9
L10

L11

Lnl
Ln2
Ln3
Ln4
La5
La6
La7
La8

Marca
Chalet
Buen pastor
Chipilo
Los volcanes
Chilchota
Blue house
Lala
Liconsa
Al dia
Nutrileche
Parmalat
Golden Hills
Alpura
Lala light
Monarca
Fortileche
Nestlé Fitness
con cereales
Promil Gold
SMA sin lactosa
Nido
Nan
MacLeche
Liconsa
Aasha

Alpura

260,280
1.68
1.64
1.71
1.59
1.65
1.59
1.61
1.56
1.59
1.59
1.59
1.6
1.87
1.64
1.61
1.68

1.48

1.62
1.47
1.68
1.14
1.35
1.48
1.39
1.03

ng/pL
57.1
62.9
187
153.6
114.2
114.2
39.5
72.9
54.9
55.3
64.8
63.2
129.4
114.8
85.5
166.1

64.1

53.1
46.6
146.5
83.9
174.3
80.1
61.1
96.3
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M= queso manchego, P= queso panela, L=leche liquida, Ln y La= leche en polvo para nifio 6

adulto.

Presencia de soya en quesos.

En la figura 9 se muestra el amplificado obtenido utilizando los “PRIMERS” 'y programa de
PCR para detectar soya. Como se aprecia varios quesos muestran presencia de la banda de 305pb,
que corresponde a la soya, como lo se observa en el carril C+ que es el control positivo usado
(DNA de leche de soya)*.

Fig 9 Resultados de deteccidn de presencia de soya en quesos:

200 B M1 M2 M3 Pl P2 P3 C+

B=Blanco, M1=Chalet, M2=Buen pastor, M3=Chipilo, P1=Los volcanes, P2=Chilchota,
P3=Blue house

En este primer resultado se obtuvo que en 4 de 6 (quesos M2, M3, P1 y P2) productos
comerciales analizados hay presencia de soya, siendo para este caso que el queso cualquiera que
sea su tipo no deberia de contener otra especie totalmente ajena a los componentes necesarios
para su elaboracion y que sobretodo estén reportados en la etiqueta, ademas de que en la mayoria
de estos productos ni siquiera se reporta como ingrediente 0 como una adicion de proteinas
vegetales a la formulacion del producto, con lo que se justificaria de algin modo la presencia de

soya en quesos comerciales.

1 En el primer carril de todas las fotografias se encuentra el marcador de peso molecular, que es nuestra referencia
para el tamafio de banda de nuestros “PRIMERS” utilizados para cada especie, los nimeros indicados a la derecha
indican el tamafio de cada banda y la linea roja sefiala el tamafio esperado por especie.
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Como la PCR es sumamente especifica es necesario para ella la adicion de solamente 1uL de
DNA segun los resultados obtenidos (en la mayoria de los casos); sin embargo, en la PCR para
quesos se adicionaron 5 pL en vez de 1 puL quedaron algunas dudas en si los productos M1y P3
en realidad no contenian soya o en si la contenian y no habia amplificado, para despejar esta
incdgnita se prepard otra PCR a 1uL de DNA en donde no amplificé soya en ninguno de los dos

productos durante su segundo analisis, dicha fotografia se reporta en anexos.

Presencia de Soya en leche de vaca.

En la figura 10 se observan 2 amplificados, el primero para L1 y el segundo para L5. Esta
presencia aparentemente no es en la misma cantidad que en el caso de los quesos, sin embargo
esto no justifica de ninguna manera su presencia ya que son productos que se venden como leche
y no como formula lactea, ademas de que en sus ingredientes dicen contener proteinas propias de
la leche que de alguna forma se podrian intentar sustituir con proteinas vegetales para cubrir
otras adulteraciones provocadas para obtener mas rendimiento del producto y su y sobretodo
cumplir con los requisitos nutrimentales que se deben de reportar segun la NOM-155-SCFI-
2003.

Fig 10 Resultados de deteccion de presencia de soya en leche de vaca:

1500- wimsnmmd
1000- . s
900-

L1 L2 L3 L4 L L6 L7 L8 Lo L10 L1l C+

w

L1=Lala, L2=Liconsa, L3=Al dia, L4=Nutrileche, L5=Parmalat, L6=Golden Hills, L7=
Alpura, L8=Lala light, L9=Monarca, L10=Fortileche, L11=Nestle Fitness con cereales.

La PCR para estos productos se prepardé a 25uL de reaccion adicionando 1puL de DNA de

muestra, el termociclador utilizado fue el Perkin ElImer Gen Amp.
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Presencia de Soya en leche en polvo.
En la figura 11 se observan los resultados de la amplificacion utilizando los “PRIMERS” y
programa de PCR especifico para soya en productos comerciales de leche en polvo. Como se

aprecia en la figura, no se obtuvo ningin amplificado en las muestras de “productos estudiados.

Fig 11 Resultados de deteccion de presencia de soya en leche en polvo para n= nifio y a= adulto:

1500-

1000-
200-
800-
700-
600-
500-
400-
300-

200- Lnl Ln2 Ln3 Ln4 Las La6 La7 La8 C+

Ln1=Promil Gold, Ln2=SMA sin lactosa, Ln3=Nido, Ln4=Nan, La5=MacLeche, La6=Liconsa,
La7=Aasha, La8=Alpura

Para el caso de los productos de leche en polvo analizados, a pesar de que la bibliografia sefiala
que se ha encontrado adulteracion con soya en leches en polvo el analisis en estas muestras no

refleja su presencia.

Presencia de Trigo en quesos.
La figura 12 muestra los resultados obtenidos de la PCR utilizando los “PRIMERS” y programa
especificos de trigo. Como se aprecia, Unicamente el control positivo mostro la banda de 640pb

esperada, y no fue asi para ninguna de las muestras estudiadas.

Fig 12 Resultados de deteccion de presencia de trigo en quesos:

1500- o —
1000-

900-

800-

700- :
500- der i (e

B M1 M2 M3 Pl P2 P3 C+
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B=Blanco, M1=Chalet, M2=Buen pastor, M3=Chipilo, P1=Los volcanes, P2=Chilchota,
P3=Blue house.

Esto indica que no hay presencia de trigo en estos quesos estudiados.

Presencia de trigo en leche de vaca.
De igual forma que en el caso anterior, en la figura 13 se observa Unicamente el amplificado de

640pb solamente en el control positivo y no asi en las muestras de leche de vaca estudiadas.

Fig 13 Resultados de deteccidn de presencia de trigo en leche de vaca:

1500-

1000-
900-
800-
700-

600-
500- Ll . L3 L4 L5 L6 L7 L8 L9 L10 L1

Ll1=Lala, L2=Liconsa ,L3=Al dia, L4=Nutrileche, L5=Parmalat, L6=Golden Hills, L7=
Alpura, L8=Lala light, L9=Monarca, L10=Fortileche, L11=Néstle Fitness con cereales.

Presencia de trigo en leche en polvo
En la figura 13 se observa Unicamente el amplificado de 640pb para el control positivo y no asi

en las muestras de leche de vaca estudiadas.

Fig 14 Resultados de deteccidn de presencia de trigo en leche en polvo para n = nifio y a = adulto:

1500-  w—

600. —

400- Lnl Ln2 Ln3 Lnd Las La6 La7 La8 C+
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Ln1=Promil Gold, Ln2=SMA sin lactosa, Ln3=Nido, Ln4=Nan, La5=MacLeche, La6=Liconsa,
La7=Aasha, La8=Alpura

La PCR para quesos y leches liquidas y en polvo se prepar6 a 25uL de reaccion con 5uL de DNA
para todos los casos, aqui el control positivo (C+) fue de 1uL de DNA de harina de Trigo y los
“PRIMERS” disefiados para esta especie tienen un tamafio de banda que amplifica a 640pb como

lo indica la linea roja apuntando hacia el control positivo en todas las fotografias de resultados.

En las tres figuras de electroforesis para la visualizacion del resultado de PCR para quesos y
leches liguidas y en polvo no se visualiza presencia de trigo en ninguno de los 25 productos
analizados, por lo tanto podemos descartar el uso de esta especie para la adulteracion de los

productos lacteos estudiados.

3.2 Discusion

La evolucion de la biotecnologia ha buscado tener resultados méas precisos cuando de especies se
trata, la Reaccion en Cadena de la Polimerasa es una técnica de diagndéstico, cuyo objetivo es
obtener un gran ndmero de copias de un DNA especifico (4); dicha técnica resulta de suma
utilidad para la deteccidon de sustitucion o adulteracion de alimentos, entre otros aspectos que

agradecen su especificidad como lo muestran los resultados obtenidos en este trabajo.

Se ha sefialado que a pesar de la buena nutricion y las propiedades funcionales de la proteina de
soya, autoridades de muchos paises no dan su autorizacion legal para el uso de proteinas ajenas a
la leche como suplementos de la leche bovina. De hecho el contenido proteico de algunos
productos se puede dar sin indicar el tipo de proteina, es el mismo caso para la proteina de trigo
en donde el bajo costo de estos productos le permite a la industria lechera emplearlos como
agentes adulterantes segun lo reportan investigaciones anteriores. Esta adulteracion se presenta
pues el valor de la leche esta relacionado con la calidad proteica, y es posible pensar que en la
industria lactea este tipo de aislados proteicos se emplean para cumplir con los niveles requeridos

para estos componentes segin la composicion quimica y nutrimental requerida.
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Se ha encontrado que algunos productos lacteos son adulterados con extractos y aislados
proteicos de soya y de trigo para lograr, como se menciona en el parrafo anterior, enmascarar la

calidad de la leche y el queso, que fueron los productos estudiados para esta investigacion.

El riesgo al adulterar con proteinas de soya o de trigo es que estas especies son consideradas
como alérgenos secundarios, por lo tanto estar contenidas en los alimentos puede ser un riesgo
importante a consumidores intolerantes a estas especies, por lo tanto, hay dos aspectos
importantes a destacar, primero, la adicién de sustancias ajenas a la proteina propia de la leche, y
segundo que estas sustancias agregadas pueden causar dafios 6 molestias a personas intolerantes a

la soya y al trigo, especificamente al gluten.

Es més barato para la industria lactea el uso de proteina de Chicharo, que de igual manera no esta
permitida pero que sin embargo por su bajo costo es la que mas se usa segun lo reportan algunas

averiguaciones.

Este estudio se enfoc6 a la deteccion de soya y trigo por ser considerados alérgenos,
independientemente de que el chicharo no entre dentro de esta clasificacién, afiadirlo en la
formulacién de la leche y el queso tampoco estd permitido ademas de que para este estudio no
encontraron referencias bibliograficas que respalden esta informacion. Sin embargo seria
interesante disefiar un protocolo similar al propuesto en este trabajo, que permita detectar la
presencia de extractos proteicos de chicharo en productos lacteos. (En Anexos se proponen

algunos pares de “PRIMERS” propuestos para llevar a cabo dicho estudio).

De todos los productos analizados solo se tomo una muestra al azar en el mercado, no se
experimento por triplicado, ya que el propdsito de este trabajo fue en un principio desarrollar un
protocolo que permita la deteccion de soya Yy de trigo, considerados alérgenos y que son
agregados para enmascarar otras adulteraciones para el rendimiento del producto y para cumplir
con las especificaciones requeridas por norma; este estudio no tuvo como objetivo demostrar la
presencia de estas especies en los productos, es por eso que no se realizé ninguna prueba por
triplicado ni se elabord una curva de calibracion para el andlisis de los resultados obtenidos.
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El problema y la hipotesis planteados en este proyecto de investigacion se dieron respuesta con la
experimentacion, primero para poder iniciar con el proyecto se tuvo que confirmar la existencia
de DNA en extractos proteicos de soya y de trigo empleados en la industria de alimentos, para
esto, se utilizd el método de extraccion de DNA descrito, una vez confirmado lo anterior, se
prosiguio con el proyecto en donde se pudo comprobar la presencia de DNA de soya en algunos
productos a los cuales se les adiciond probablemente este tipo de extracto proteico para
enmascarar caracteristicas deseadas, cubrir otras adulteraciones 6 cumplir con las

especificaciones requeridas por norma para su comercializacién en México (1).

Ya que se demostrd que los aislados proteicos en el mercado para la industria, no son realmente
puros, pues no debieran contener DNA disponible para su hibridacion durante la PCR, se
confirmo la robusta y atenta sensibilidad de este método que ha guiado al desarrollo de mdaltiples
protocolos que a su vez explotan los diferentes aspectos y atributos de esta metodologia,
permitiendo asi la identificacion de mas de una especie en una sola extraccion de DNA e incluso
en una sola PCR. Por lo tanto, el protocolo para la deteccién de soya y trigo planteado y
propuesto en este proyecto de investigacion confirma su validez para proyectos de investigacion
similares, ya que se ratifica su enorme utilidad y provecho para la deteccidn de estas especies y
asi confirmar o descartar adulteraciones en productos alimenticios, aunque para cada alimento es
necesario corroborar el buen funcionamiento del protocolo, ya que las diversas matrices que estos

presentan pueden requerir pequefias modificaciones en el protocolo.

Cabe mencionar que la adicion de 1pL 6 5uL de DNA depende de la concentracion final de DNA
obtenida de la extraccion y es decision del experimentador la cantidad a agregar, a pesar de que
se ha demostrado que este tipo de reacciones no requieren de méas de 1uL de DNA, en este
estudio se encontré que pueden ser necesarios 5L de DNA, pero que sin embargo la cantidad no
garantiza su amplificado durante la PCR; la cantidad recomendada para realizar una
amplificacion por PCR va de 40 a 100 ng/ul (26).

A pesar de que la bibliografia sefiala que se ha encontrado adulteracion con soya en leches en

polvo, el andlisis en las muestras estudiadas no refleja su presencia en el presente estudio por
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PCR, sin embargo se recomienda trabajar con otros métodos de extraccion de DNA, o bien,
experimentar con técnicas de electroforesis de entre las que se encuentran electroforesis capilar
con dodecil sulfato sodico 6 SDS-CE por sus siglas en ingles, Electroforesis por Urea
poliacrilamida, y ensayos por inmunoabsorcion ligado a enzimas 6 ELISA que son los métodos
reportados por investigaciones anteriores y que han experimentado para la deteccién de proteina

de soya en leches en polvo segun lo reportado en las fuentes: 10, 36, 52 y 55.

Dichos métodos se han venido empleado no solo para deteccion de proteinas en leche en polvo, si
no también para una gran variedad de productos alimenticios en donde se busca la presencia de
proteinas ajenas a las naturales y que pudieran o no causar algun tipo de dafio al consumidor dado

su grado alérgico.

Los resultados para leche en polvo presentados en este estudio, hasta no ser comparados con
otros que demuestren lo contrario, los presentamos como validos para la amplificacion de DNA
de soya y de trigo, ya que se trabajé con parametros y condiciones distintas para comprobar sus
resultados. En virtud de que se realizd la prueba de PCR para leche en polvo encaminada a
confirmar la presencia de Bos taurus (para confirmar la especie a la que pertenece la materia
prima de la muestra), se emplearon los “PRIMERS” especificos para ello y se obtuvo un
resultado positivo para las muestras estudiadas en las que se tenian dudas acerca de la
degradacion de su DNA obteniendo un amplificado de 256 pb, como se muestra en anexos, esto

confirma que los resultados son validos.

La PCR es un método que sigue evolucionando y que ha venido ganando terreno en el campo de
la investigacion, las respuestas obtenidas de numerosas investigaciones reflejan y respaldan su
validez frente a otros métodos que si bien han venido dando buenos resultados en los altimos
afios y que pudieran ser menos costosos en cuanto a equipos y materiales utilizados, solamente

detectan proteinas y la PCR en cambio detecta DNA.
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CONCLUSIONES

El protocolo disefiado para la deteccion de Soya y Trigo por PCR funciona para localizar y
detectar la presencia de estas dos especies en leches y quesos, segin lo experimentado en la
presente tesis de investigacion. Sus éxito depende de las condiciones en que se desarrolle el

protocolo, desde la correcta extraccién de DNA hasta la delicada preparacion de las muestras.

En este estudio se encontraron 6 productos adulterados con soya, 2 para leche y 4 para quesos, de
los cuales ninguno justifica su adicion ni lo reporta en etiqueta como lo marca la NOM-051-
SCFI-1994 de etiquetado. Para cada corrida experimental, antes se hicieron pruebas piloto a
distintas condiciones y a partir de los resultados obtenidos en estas se fueron definiendo los
parametros necesarios para su ensayo final en donde se establecié desde la cantidad de DNA
hasta la concentracién del gel de agarosa y el marcador de peso molecular a utilizar. Por lo tanto
los resultados obtenidos en su mayoria son definitivos ya que varios se confirmaron para
descartar dudas y otros por falta de recursos y material no se pudieron someter a otras

condiciones de experimentacion para la confirmacion de sus resultados.

Una de las incognitas méas destacadas de la presente tesis fue el dafio sufrido en el DNA con el
método de extraccién empleado, ya que su absorbancia y concentracion no eran las ideales para
tener mejores resultados por que presentaban niveles de proteina ligeramente elevados y posibles
residuos de fenol-cloroformo-alcohol-isoamilico que no se pudieron lavar totalmente con el
etanol durante la purificacion del DNA. Para este caso se procedio a correr una PCR utilizando
“PRIMERS” de Bos taurus para que se definiera si las muestras amplificaban para vaca (que
debiera ser nuestra especie natural 6 Unica) y asi de alguna manera se descartara el dafio del DNA
por el fenol cloroformo si es que las muestras no amplificaban ni siquiera para esta especie. Los
resultados y sus condiciones se presentan en anexos Yy en ellos se confirmé la buena “calidad” del
DNA de las muestras ya que todas amplificaron para Bos taurus sin excepcion, mostrando asi la

eficacia del método tanto de extraccion como de identificacion de DNA.
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En el caso de la ausencia de trigo en los productos estudiados segun los resultados alojados por la
PCR, no se repitié su prueba a condiciones distintas ya que las fotografias obtenidas fueron muy
limpias comparadas con las de soya por lo que se suprimié cualquier otra evaluacion que

intentara descubrir la presencia de trigo en los productos evaluados.

En todas las PCR realizadas se prepar6 un “Blanco” que nunca amplifico, solamente las figuras 9
y 12 lo muestran para comprobar que las muestras no presentaran contaminacion. En el resto de
las fotografias no se reporta por el nimero insuficiente de pocillos del peine para la cdmara de
electroforesis y para que el resultado mostrara las muestras en una sola linea, en el caso de las
leches liquidas cuyo nimero era mayor a las del resto las fotografias reportadas se editaron para

que se presentaran igual a las del resto.

Es importante siempre para no desperdiciar material, hacer pruebas piloto que nos permitan como
investigadores establecer las condiciones Optimas en las que se tendrian resultados mas claros y

asi desechar cualquier duda de su claridad.

En cuanto al material y a la forma de trabajo es importante sefialar que el area y los equipos y
utensilios de trabajo deben de estar esterilizados, ademas de que el “Blanco” nunca debe de
amplificar porque de lo contrario se asegura contaminacion en las muestras o un disefio

incorrecto de “PRIMERS” 6 mal manejo de reactivos. Por lo tanto los resultados pudieran no ser

certeros.

En estos protocolos de PCR, la extraccion del DNA es en ocasiones el aspecto que causa un poco
maés de dificultad en cuanto de pureza se trata, sobre todo en lo que respecta a los alimentos en
virtud a la presencia de aditivos que pudieran afectar la extraccion o la composicion muy diversa
de ellos, es por ello que seria importante para confirmar todos nuestros resultados, utilizar nuevos
protocolos de PCR directa, que no precisan de la extraccion previa de DNA, sino que la muestra
se toma directamente del alimento en cuestion, esto ha sido recientemente probado en el

laboratorio para muestras de queso y leche liquida.
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De esta manera se demuestra que PCR es un método que sigue evolucionandoy que en  su
camino desecha los inconvenientes que se le presentan como es el caso de la pureza del DNA o
de la dificil extraccion de este. Afortunadamente la PCR directa pudiera evitar durante la

investigacion tanto tiempo como el uso de reactivos de costo elevado durante la investigacion.

La conclusion evidente es que siguiendo una experimentacion detallada, en todos los aspectos
necesarios se obtendran o no replicaciones de DNA al llevar a cabo una Reaccién en Cadena de
la Polimerasa, que permite a los usuarios de éste método, una forma transparente, precisa y
eficiente en la valoracion de sus resultados para la deteccion de especies ajenas en productos que
no las debieran contener, y que ademas este método accede a la oportunidad para la construccion
e implementacion a nuevas aplicaciones, lo que constituye un estimulo para la propuesta de mas

protocolos que saquen ventaja de toda su excelencia y perfeccion en la busqueda de incognitas.

Siendo la PCR una técnica “muy potente” que permite detectar hasta una fraccion muy pequefia
de DNA para replicarla millones de veces, no deja de ser un método innovador y a su vez costoso
pero que sin embargo su especificidad es de mucha utilidad en las investigaciones, no solo en la
tecnologia de alimentos, si no también en otras areas muy ajenas a esta, como lo son la
microbiologia, la medicina para la deteccién de mutaciones genéticas, pruebas de paternidad,
deteccion de agentes infecciosos, creacion de mutaciones, y en la identificacion de DNA en
medicina forense, ademas de que es la técnica empleada para detectar el virus de la influenza
porcina A-H1N1, solo por mencionar algunas aplicaciones. La propuesta de este trabajo permite
identificar el origen de una adulteracion por via genética, por lo que se trata de un aporte
metodoldgico que puede ser empleado en una gran cantidad de alimentos y productos en los que
se quiera detectar este tipo adulteraciones proteicas que presenten riesgos importantes al
consumidor y que ademas sean sustancias no reportadas en el etiquetado del producto, ya que no

deben de estar presentes proteinas ajenas a las propias de la leche.

70



BIBLIOGRAFIA

(1) MONDRAGON, G. Mundo lacteo y carnico. 2005, 3, pp 18-19.

(2) BERT, P.; KILNWICK, R.; POCKLINGTON. “The application of biotechnological
methods in authenticity testing”. Eurofins Scientific. Journal of Biotechnology (2002)
107-112.

(3) LOPEZ, C.; GONZALEZ, I|.; FAJARDO, V.. HERNANDEZ, P.; GARCIA, T
MARTIN, R. “Application of an indirect ELISA and a PCR technique for detection of
cows’ milk in sheep’s and goats’ milk cheeses”. International Dairy Journal. 17 (2007)
87-93.

(4) LOCKELY y BARDSLEY. “DNA Based Methods for food authentication”. Trends in
food science and Technology. 11 (2000) 67-77.

(5) SNYDER; KWON. “Soybean Utilisation”. Van Nostrand Reinhold, Amsterdam 1987

(6) NOM-155-SCFI-2003. Leche, formula lactea y producto lacteo combinado
Denominaciones, especificaciones fisicoquimicas, informacion comercial y métodos de
prueba.

(7) NMX-F-462-1984. Alimentos Lacteos-Queso Tipo Manchego.

(8) SAGARPA. Subsecretaria de Desarrollo Rural

(9) NOM-121-SSA1-1994, bienes y servicios. Quesos frescos, madurados y procesados,
especificaciones sanitarias.

(10) DUCAUZE, Christian J. “Fraudes alimentarios, legislacion y metodologia analitica”
Acrivia Esparia 2006.

(11) LOPEZ, T.; GARCIA R.; A. MANSO, M.; LOPEZ F.; Rosina. “Detection of the
presence of soya protein in Milk powder by sodium dodecy sulfate capillary
electrophoresis”. Journal of Cromatography. 1999. A, 836.

(12) ROSAS MARTINEZ Monica Roxana. Tesis de licenciatura Estudio de la autenticacion e
identificacion entre especies de pulpo y calamar en productos crudos y procesados al
amplificar regiones especificas del DNA mitocondrial por medio de la Reaccion en
Cadena de la Polimerasa (PCR) Cuautitlan lzcalli México 2008.

(13) MEYER, R., CANDRIAN, U. “PCR- based DNA analisis for the identification and
caracterization of food components”. Lebensmitter-Wissenchaft and technology. (1996) 1-
9, 29.

71


http://usinfo.state.gov/journalas/sites/0502/ijes/label.htm

(14) PUERTAS, M. J. Métodos del estudio del DNA. Genética: Fundamentos y perspectivas.

Ed. Interamericana. Mc Graw Hill. 1992.

(15) SAMBROOK J.; FRITICH E.P.; MANISTIS T. Molecular cloning. Ed.Centennial. Tomo

2, USA19809.

(16) www.biotech.bioetica.org/images

(17) LUQUE, H. Biologia celular e ingenieria genética. Harcourt, Madrid Espafia 2001.

(18) http://www.sciencemagazine.com

(19)

(20)
(21)

(22)

(23)
(24)

(25)
(26)

(27)

(28)
(29)

(30)

SAMBROOK, J. y ROSSEL, D. Molecular Cloning. A laboratory Manual. EVA, Cold
Spring. Garbor Laboratory Press. 2001.

universe-review.ca/R11-16-DNAsequencing.htm

CARRERA, E. “Salmon and trout analysis by PCR — RFLP for identify authentication”.
Journal of food science. (64) 3 (1999).

McPHERSON, M. J.; QUIERE P. and TAYLOR G.R. PCR A Practical Approach. England
1992,

J.H. Otto A. Towle.. Biologia moderna. México Mc Graw-Hill. 1995.

RINZLER, C. A. “The New complement Book of Food. A Nutritional, medical and
culinary guide”. Facts On File, Inc. New York, 1999.

WHITE, A.P. Principios de bioquimica. Mc Graw Hill, México 1982,

KINGOMBE, CeA; ISIGIDI BIN, Sar; THI LUE, Elizabeth; SCHLOSSER, Heidi;
HOWARD, Denise; KUHN, Monika; JEMMI, Thomas. “A PCR based test for species-
specific determination of heat treatment conditions of animal meals as an effective
prophylactic method for bovine spongiform encephalopathy” Meat Science (2001) 57.
CALVO, J. ZARAGOZA, H; and OSTA, R. “Technical note: A quick and more sensitive
method to identify pork in processed an unprocessed food by PCR amplification of a new
specific DNA fragment” Journal Animal Science (2001) 79.

FREIFELDER, D.; Técnicas de bioquimica y biologia molecular. Reverte, Espafia 2003
CONCEPCION, J.; PUERTA, B.; URENA, P.; Practicas de biologia molecular. Pontificia
Universidad Javeriana, Colombia 2005.

DALMASSO, A.; FONTANELLA, E Piatti, PCIVERA; ROSATIO, S., T., & BOTTERO,
M. T ”A multiplex PCR assay for the identification of animal species in feedstuffs”.
Molecular and Cellular proves (2004) 18.

72


http://www.sciencemagazine.com/
http://universe-review.ca/R11-16-DNAsequencing.htm
http://www.pearsoneducation.com/mathews/paginas/guiaestudio

(31)

(32)

(33)
(34)

(35)

(36)

(37)

(38)

(39)

(40)

(41)

AMILLS, M.; FRANCINO, O.; JANSA, & SANCHEZ, M. "Isolation of genomic DNA
from milk samples by using chelex resin.” Journal of Dairy Research. 64 (1997).
GONZALEZ, A.; FERNANDEZ, L. 1; CESPEDES, A. RODRIGUEZ, A,
HERNANDEZ, M. A. “Identification of nile perch (Lates niloticus), grouper (Epinephelus
guaza) and wreck fish (Polyprion americanus) fillets by PCR amplification of the 5S rDNA
gene”. Journal of the AOAC International. 84. (2001).
http://www.biog.unizar.com.hsa/servicios/ap/biomol

CARBONELL GUADARRAMA, Nancy. Tesis de licenciatura Implementacion de una
técnica para la evaluacion de la adulteracion de jamon cocido con proteina de origen no
carnico. Cuautitlan lzcalli México 1995.

ANGUITA G.;. MARTIN R.; GARCIA, T., MORALES, P.; HAZA, A. |.; GONZALEZ,
L.; SANZ, B. & HERNANDEZ, P. E. “A competitive enzyme-linked immunosorbent assay
for detection of bovine milk in ovine and caprine milk and cheese using a monoclonal
antibody against bovine beta-casein”. Journal of Food Protection, 60. (1997).

HURLEY, I. P.,; COLEMAN, R. C.; IRELAND, H. E. &WILLIAMS, J. H. H.
“Measurement of bovine IgG by indirect competitive ELISA as a means of detecting milk
adulteration”. Journal of Dairy Science. 87 (3) (2004).

MATSUNAGA, T.; CHIKUNI, K.; TANABE, R.; MUROYA, S.; SHIBATA, K
YAMADA, J.; SHINMURA, Y. “A quick and sample metod for the identification of meat
species and meat products by PCR assay” Meat Science. 51 (1999).

MONTIEL SOSA, J. F.; RUIZ PESINI, E.; MONTOYA, J.; RONCALES, P.; LOPEZ
PEREZ, M. J.; PEREZ- MARTOS, A. “Direct and Highly Species-Specific Detection of
pork meat and fat in meat products by PCR amplification of mitochondrial DNA”. J Agric
Food Chemestry. 48 (2000)

DENDY A.V.; DOBRASZCZ BORGDAN David .Cereales y productos derivados.
Quimica y tecnologia. Ed Acribia, Espafia 2001. Pp 155.

MEYER, A.; KOCHER, T.D.; BASASIBWAKI, P.; WILSON, A.C, “Monophyletic origin
of Lake Victoria Cichlid fishes suggested by mitochondrial DNA”. Journal of Agricultural
Food Chemestry. (2000) 48.

MARC Maillet. Manual de biologia celular. México 2003.

73


http://www.bioq.unizar.com.hsa/servicios/ap/biomol

(42)

(43)

(44)

(45)

(46)

(47)

(48)

(49)

(50)
(51)

(52)

(53)

(54)
(55)

PEREIRA, F.; CARNEIRO J.; and AMORIN A. “Ildentification of Species with DNA-
Based Technology: Current Progress and Challenges”. Recent Patents on DNA & Gen
Sequences. (2008) 2.

www.sigenlab.com

JAN WILLEM, T. “The mitochondrial genome: structure, transcription, translation and
replication” Biochemica et Biophisica Acta. 1999

GONZALEZ SASTRE F.; GUINOVART J. J. Patologia molecular. Espafia 2003.
GHELLI, A.; CRIMI, M.; ORSINI, S.; GRADONI, L.; ZANNOTTI, M.; LENAZ G.; and
DEGLI ESPOSTI M. “Citochrome b of protozoan mitochondria: relationships between
function and structure”. Biochemical Physology 103B. 2, 1992.

XIAN JUN, S.; MASAO, K.; ATSUSHI, I, TAKAO, N. “PCR-RFLP Analysis of
Cytocrome b (cyt b) inheritance in the wild type strain and laboratory population of
Japanese quail. Japan Department of animal science and technology, Faculty of
Agriculture, Gifu University 1999. (No 64) 13-20.

POPPING, B. “The aplication of biotechnological methods in authenticity testing”. Journal
of biotechnology. 98. (2002) 107-112.

WIDMER, F. Y BEFFA, R. Diccionario de Bioquimica y Biologia Molecular. Acribia
Espafia, 2000. pp247

http://nanodrop.com/Library/CPMB-1st.pdf

http://www.promega.com/figures/popup.asp?partno=g8291&product=benchtop+100bp+dn
a+ladder&fn=0973tc
BENITEZ ESQUIVEL Gina. Tesis “Autenticacion de especies de Salmon en productos

comerciales amplificando regiones especificas del mtDNA, por medio de la Reaccion en
Cadena de la polimersa (PCR) ” .2004.

KANASAWA, A.; ASUMI, T.; SUMIE, K.; TETSUO, M.; JUN, A.; YOSHIYA, S. “Small
interspersed sequences that serve as recombinant sites at the cox2 and atp6 loci in the
mitochondrial genome of soybean are widely distributed in higher plants”. Current
Genomics, 33 (1998).

http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi

DZIUBA, J.; NALECZ, D.; MINKIEWICZ, P.; DZIUBA, B. “Identification and

determination of milk and soybean protein preparations using enzymatic hydrolysis

74


http://www.sigenlab.com/
http://nanodrop.com/Library/CPMB-1st.pdf
http://www.promega.com/figures/popup.asp?partno=g8291&product=benchtop+100bp+dna+ladder&fn=0973tc
http://www.promega.com/figures/popup.asp?partno=g8291&product=benchtop+100bp+dna+ladder&fn=0973tc
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi

(56)

(57)

(58)

(59)

(60)

(61)

(62)

(63)

(64)

(65)

(66)

(67)

(68)

followed by chromatography and chemometrical data analysis”. Analytica Chimica Acta.
521 (2004) 17-24.

SHEFFLER IMMO, E. Mitochondria. USA 1999.

BOTTEROA, M. T.; CIVERAA, T.; NUCERA D., ROSATI, S.; SACCHI, P.; TURI,
R.M.;. “A multiplex polymerase chain reaction for the identification of cows’, goats’ and
sheep’s milk in dairy products”. International Dairy Journal 13 (2003) 277-282.

VILOJEN G. J.; NELAND L. H.; CROWTHER J. R. Molecular Diagnostic PCR
Handbook. Paises Bajos 2005.

LOCKELY, A. K. y BARSDEY, R.G. DNA Based methods for food aunthentication.
Trends in Food science and Technology. (2000) 11.

HEWEDY, M.M. and SMITH, C.J. “Detection of soy milk in pasteurized bovine milk”.
Food Hydrocolloids. Vol.3 no.5 (1989) pp.399-405.

RECIO, |.; AMIGO, L.; LOPEZ FANDIFIO, R. “Assessment of the quality of dairy
products by capillary”. Journal of Chromatography. 697 (1997) 231-242.

BARTLETT, J. M.; STIRLING, D. Methods in molecular biology PCR protocols. U.S
2003.

www.biotech.bioetica.org/images

CARRERA, E. “PCR-RFLP of the Mitochondrial Cytocrome Oxidase Gene: A simple

Method for Discrimination Between Atlantic Salmon (Salmon Salar) and Rainbow Trout

(Oncorhynclus Mykiss)”. Journal of science of food and Agriculture (1999) 79.

MEYER, R. y CANDRIAN, U. “PCR.based DNA Analisis for the identification and
Caracterization of Food Components”. Lebensmittel-Wissenschaft and Technologie, 29, 1-
9, 1996.

HEWEDY, M. M. and SMITH, C.J.. “Detection of soy milk in pasteurized bovine milk”.
Food Hydrocolloids. Vol.3 no.5 (1989) pp.399-405.

DIAZ R.; MARTINEZ B. Redaccion técnica. Instituto Politécnico Nacional. Direccion de
publicaiones Tres Guerras. México 2001.

NMX-F-026-1997. Leche. Denominacion. Especificaciones comerciales y métodos de

prueba.
(69) NORMA Oficial Mexicana NOM-051-SCFI-1994, Especificaciones generales de

etiquetado para alimentos y bebidas no alcohélicas preenvasados.

75


http://www.biotech.bioetica.org/images

ANEXOS

Fig 15.- Resultados para comprobar la calidad de DNA de las mustras L8, Ln4, M1y P3.
A ésta PCR se le adicionaron “PRIMERS” de Bos taurus (65).

Sense 916 (5 GTACTACTAGCAACAGCTTA 3°) 256 bp
Antisense 1171 (5> GCTTGATTCTCTTGGTGTAGAG 3°)

GenBank accession number.

Gel de Agarosa al 2%

Marcador de peso molecular de 100bp

Fotografia para verificar resultados en los que se tenian ligeras sospechas en su amplificacién

para soya. Los “PRIMERS” y las condiciones fueron las mismas a las experimentales reportadas.
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“PRIMERS” propuestos para la elaboracion de un protocolo que permita identificar la presencia

de Chicharo (Pisum sativum) en productos lacteos.

Dichos “PRIMERS” se elaboraron en un programa bioinformatico (BLAST) en internet en donde
se ingresaron los parametros de temperatura propuestos, la secuencia genética para esta especie
se saco del banco genético del mismo programa, que fue de donde también se saco la informacion
para la elaboracion de los “PRIMERS” de trigo que para este caso se disefiaron manualmente

segun lo reportado en el tema 3.1.2.1.

Primer-BLAST

Bl Primer-BLAST: Finding primers specific to your PCR template (using Primer3 and BLAST). more. .. Tip= fc

Reset page Sawe search parameters Retriewve recent results

PCR Template

Enter accession, gi, or FASTA sequence (Arefseqrecord is preferred) sy Clear

catgagcaga TTIJLaTtCCat Tgggcasaarta TagdgrLTtodgat CcaagaTtTttdt TTototgdgadg =
tgoccaaaagc aagcatgaca Toattatgdga cataaagtbcc caaadtatgg aaccocagasa

ataggctggc ccaacttaaa tgggatatga tagcttocttt gtgctotaac attottgcca Forward prir

atacattatc c'.gl:'.gttc‘.tgt tc‘.gggattgt aatc‘.tc‘.gaat gaaaaag’ata ggtc‘.c‘.atg’ag =1 Reverse prir
Or, upload FASTA file

Primer Parameters

Usl'.e I'II'I]I' own forward primer @ Clear
(5"-=3" on plus strand)

Use my own reverse primer ) Clear
(5-=3" on minus strand) =

Min Max
PCR product size
# of primers to return 10

Mim Opt Max Max Tm differe
Primer melting temperatures 57 0 650 720 2

(Tm)
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Primer pair 1

Sequence (53 Strand on template Length Start Stop Tm  GC%
Forward primer CGCCCTGGGCCGTCGCAAGG Plus 20 732 781 65.07 B0.00%
Reverse primer TGGTCCGGCTTTGAATGCGGGTCG Minus 24 977 954 6375 6250%
Product length 246
Primer pair 2

Sequence (5'-=J) Strand on template Length Start Stop Tm  GCh%
Forward primer ACCACCTCGCCCTGGGCCGT Plus 20 725 744 BATL T5.00%
Reverse primer TGGTCCGGCTTTGAATGCGGGTCGA Minus 25 977 953 6455 60.00%
Product length 253
Primer pair 3

Sequence (5= Strand on template Length Start Stop Tm  GC%
Forward primer CACCTCGCCCTGGGCCGTCG Plus 20 727 746 6420 B0.00%
Reverse primer GGTCCGGCTTTGAATGCGGGTCG Minus 23 976 954 6267 65.22%
Product length 250
Primer pair 4

Sequence (5=7) Strand on template Length Start Stop Tm  GC%
Forward primer TCGCCCTGGGCCGTCGCAAG Plus 20 731 750 6415 T5.00%
Reverse primer GGTCCGGCTTTGAATGCGGGTCGA Minus L 976 953 6353 62.50%
Product length 246
Primer pair 5

Sequence (5'-=3) Strand on template Length Start Stop Tm  GC%
Forward primer CGCCAAAGGTGTGCGTTCATGAGCC Plus 25 359 383 6313 60.00%
Reverse primer CCTTGCGACGGCCCAGGGCG Minus 20 751 732 65.07 80.00%
Product length 393
Primer pair 6

Sequence (5'-=3) Strand on template Length Start Stop Tm  GC%
Forward primer CTCGCCCTGGGCCGTCGCAA Plus 20 730 749 6415 T5.00%
Reverse primer ATGGTCCGGCTTTGAATGCGGGTCG Minus 25 976 934 63.68 60.00%

Product length

249
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Primer pair 7

Sequence (5-»3) Strand on template Length Start Stop Tm  GC%
Forward primer AGGTGTGCGTTCATGAGCCCATGCT Plus 2 3656 389 6289 56.00%
Reverse primer ACGGCCCAGGGLGAGGTGGET Minus 20 744 725 6474 T5.00%
Product length 380
Primer pair 8

Sequence (3-»3) Strand on template Length Start Stop Tm  GC%
Forward primer CCACCTCGCCCTGGGCCGTC Plus 20 726 745 6392 80.00%
Reverse primer GGTCCGGCTTTGAATGCGGGTCGAA Minus 25 976 952 6362 60.00%
Product length 251
Primer pair 9

Sequence (5'->3) Strand on template Length Start Stop Tm  GC%
Forward primer GCCAAAGGTGTGCGTTCATGAGCCC Plus 25 360 384 62.89 60.00%
Reverse primer CGACGGCCCAGGGCGAGGTG Minus 20 746 727 64.20 80.00%
Product length 387
Primer pair 10

Sequence (5'-=3) Strand on template Length  Start Stop Tm  GC%
Forward primer TACCACCTCGCCCTGGGCCG Plus 20 T24 743 6271 75.00%
Reverse primer TGGTCCGGCTTTGAATGLGGET Minus 2 977 956 6127 59.09%
Product length 254
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