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RESUMEN

Hoy en dia, en México se comercializan un gran nimero de alimentos en cuya composicion se
encuentran organismos genéticamente modificados (OGM), conocidos también como
transgénicos. En los Gltimos afios se ha desatado una gran polémica sobre este tema, debido a
la falta de informacion sobre los organismos transgénicos, la mayoria de los consumidores
creen gque son malos para la salud, sin embargo, no existe ningin resultado obtenido por
métodos cientificos que demuestre que los transgénicos que actualmente se encuentran en el
mercado, sean peligrosos para la salud del consumidor. En cualquier caso, el consumidor tiene
derecho de ser informado de forma completa a través del etiquetado, para poder decidir

deliberadamente si quiere 0 no consumir alimentos transgénicos.

El jitomate es un cultivo muy importante para México, pues representa su principal producto
de exportacion; tan solo basta mencionar que este cultivo supera por si solo a todos los demas
casos de éxito de exportaciones como lo son: aguacates, citricos, mangos y platanos. Siendo lo
anterior la razon principal para la produccion de jitomate transgenico. Por ello en el presente
trabajo se realiz6 un estudio a jitomate en estado fresco y a productos derivados del mismo,
con la finalidad de detectar en ellos, la presencia de las secuencias del virus del mosaico de la
coliflor (CaMv) y el terminador de la nopalina sintetasa (T-NOS), utilizadas por la ingenieria
genética para la insercion de genes, que en el caso del jitomate le confieren ciertas
caracteristicas que originalmente no posee, como son la resistencia a plagas y a situaciones

climéticas adversas.

De manera general, el proyecto aborda temas como son los antecedentes del jitomate, la
ingenieria genética aplicada a los métodos mas comunmente utilizados para la produccion de

OGM, asi como el papel de la biologia molecular para la deteccién de estos organismos.

Finalmente se presentan los resultados obtenidos, por medio de los cuales se logro confirmar
la presencia de organismos genéticamente modificados tanto en jitomate fresco como en

productos derivados.

Los resultados fueron obtenidos gracias a la técnica de la reaccion en cadena de la polimerasa,

la cual permite identificar secuencias de DNA especificas mediante la amplificacion de un

Xi



fragmento de DNA, con lo que se pudo comprobar que en México se estan consumiendo
alimentos transgénicos sin que el consumidor decida si prefiere 0 no adquirirlos, ya que estos

No se reportan en su etiqueta.
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INTRODUCCION

La biotecnologia incluye cualquier técnica que utilice organismos vivos o partes de los
organismos para fabricar o modificar productos, con lo que se pueden mejorar plantas,
animales o bien desarrollar microorganismos para usos especificos (Rodriguez Villanueva,
2008). La manipulacion genética de las plantas en beneficio del hombre es parte de la
biotecnologia (Gafo, 2001). En 2010 aproximadamente el 10% de lasuperficie de
cultivo total mundial fue plantado con organismos genéticamente modificados (OGM)
(Pengue, 2000). Aunque la mayoria de los OGM comerciales, pertenecen a las cuatro
especies: soja, maiz, algodony colza, hay otras 20 especies mas. La Organizacién de las
Naciones Unidas calcula que para el afio 2050 la poblacion mundial serd de 16 mil millones de
habitantes, por lo crece la preocupacion debido a todos los problemas medioambientales y el
impacto de éstos sobre los sistemas productivos por lo que la ingenieria genética ha
contribuido generando organismos genéticamente modificados. (Badui, 2006). Todos
estos factores contribuyen ala creciente complejidad dela deteccion yla correcta
identificacion de material derivado de OGM. Los organismos genéticamente modificados se
definen como organismos "en los que se ha alterado el material genético de una manera
que no ocurre en el apareamientoy / o recombinacion natural” (European.Commission,
2001). A partir de los primeros desarrollos de la ingenieria genética, la sociedad cientifica
ha manifestado su preocupacion por esta nueva tecnologia (Berg et al., 2004). Casi todos los
OGM desarrollados hasta el momento han sido modificados mediante la insercion de ADN
extra (BCH, 2011; CERA, 2012; COMPASS, 2012). Una modificacion genética es, por lo
tanto, siempre detectable a nivel del ADN (Frizzi, 2010). El cultivo de jitomate ocupa un lugar
importante entre las hortalizas en el mundo y es un producto muy apetecido. Ademas es una

importante materia prima para la industria de transformacion.

El control sanitario es necesario para limitar la incidencia de plagas y enfermedades, estas
pueden variar notoriamente segun el clima, suelo, variedades y regiones de produccion. A
estas dos razones principales se atribuye el hecho de realizar modificaciones genéticas a dicho

cultivo.
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El presente estudio se realizd porque hoy en dia existe la comercializacion de cultivos
transgénicos no autorizados, por lo que resulta de gran interés estudiar e identificar este tipo de
irregularidades. Sin embargo, la informacion sobre los desarrollos, pruebas de campo,
autorizaciones, el cultivo, el comercio y las observaciones hechas en los laboratorios oficiales
de control de OGM en los diferentes paises de todo el mundo es a menudo limitada, ésta falta
de informacion, inevitablemente, hace que sea dificil detectar e identificar los OGM,

especialmente los no autorizados.
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Ingenieria en Alimentos

CAPITULO I. ANTECEDENTES

1. GENERALIDADES DEL JITOMATE Y SUS PRODUCTOS DERIVADOS

1.1. Antecedentes del jitomate

El jitomate fue introducido en Europa en el siglo XVI. Al principio se cultivaba como planta
ornamental, por sus flores amarillas y sus bayas rojas o amarillas. A partir de 1900, se

extendio el cultivo como alimento humano (Montes, 1992).

Su nombre procede del ndhuatl xictli, ombligo y tomatl, tomate, que significa tomate de
ombligo. Pertenece a la familia Solanaceae, a la especie Lycopersicon esculentum, y su

nombre cientifico es Solanum lycopersicum (SAGARPA, 2010).

El jitomate es una planta dicotiledénea que se agrupa dentro de las hortalizas, plantas
herbaceas con drganos o tejidos comestibles para la alimentacion humana y que son fuente
importante de vitaminas, minerales y proteinas (Rodriguez, 2001). La clasificacién de los
alimentos de este grupo tan amplio es complicada, dada la gran variedad de hortalizas
utilizadas para consumo humano, y teniendo en cuenta que se pueden utilizar distintas partes
de las diferentes especies vegetales. EI Codigo Alimentario Espafiol (C.A.E.) establece la

clasificacion de las hortalizas en tres apartados:

e Desde el punto de vista botanico; por la parte de la planta a la que pertenecen: frutos,
bulbos, coles, hojas y tallos tiernos, inflorescencias, legumbres verdes, raices y tallos
jévenes.

e Por su forma de presentacién al consumidor: segun el tratamiento tecnolégico al que
hayan sido sometidas.

e Por su calidad comercial: las que determine la reglamentacion correspondiente.



Ingenieria en Alimentos

La planta de jitomate es de porte erecto o semierecto, arbustivo y de cultivo tipo anual; cuyo
fruto es una baya ovalada, redonda o periforme, de tamarfio variado. Es originario de América
del Sur, de la region andina, particularmente de Per(, Ecuador, Bolivia y Chile. Sin embargo,

su domesticacion fue llevada a cabo en México (SAGARPA, 2010).

Se cultiva en las zonas templadas y calidas. Existen notables diferencias en cuanto a los
sistemas y técnicas culturales empleadas por los horticultores, segun la finalidad del producto,
se puede diferenciar el cultivo del jitomate para fines de consumo fresco y el cultivo de
jitomate industrial para la elaboracion de otros alimentos. De acuerdo con esta finalidad se
usan distintas variedades. Sus técnicas de cultivo también difieren. Ocasionalmente, se usan
variedades de jitomate industrial en la produccién de jitomate para el consumo fresco
(Mondofiedo, 2000).

La existencia de zonas productoras diferentes justifica la necesidad de ensayar variedades
aceptables y técnicas de cultivo adaptadas al suelo, clima y ademas requisitos de crecimiento.
El control sanitario es necesario para limitar la incidencia de plagas y enfermedades. Estas
pueden variar notoriamente segin clima, suelo, variedades y regiones de produccion
(Mondofiedo, 2000).

Los estudios sobre métodos de cosecha, clasificacion y empaque son basicos para lograr un
mercado y comercializacion benéficos. Lo anterior es valido también para conquistar
mercados lejanos. La produccién de jitomate para el consumo fresco requiere una
comercializacion inmediata y continua. La produccién de jitomate industrial se hace casi
siempre bajo contrato entre productor y procesador. EI comprador suele estipular la fecha de
siembra y la variedad que desea. El también acostumbra suministrar los insumos para el
cultivo (Nuez, 2001).

El cultivo de jitomate es de gran importancia, ya que representa para nuestro pais una fuente
importante de divisas, al ser ubicado como el tercer pais exportador en el mundo. Para
México, representa 41% del total de las exportaciones agricolas, de las cuales 22% son
exclusivamente jitomates (Moor, 2004). En el afio 2000, la exportacion de jitomate generd a

México divisas por un monto de 462.6 millones de délares (INEGI, 2002).
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Las siguientes razones destacan la importancia mundial del jitomate:

e Su variedad de uso para el consumo fresco.

e Su variedad de uso como ingrediente principal en jugos, pastas, bebidas y otros
concentrados.

e Su sabor universalmente apreciado, ya que existen mas de 120 recetas culinarias.

e Su valor nutritivo, porque contiene relativamente altos niveles de vitamina Ay C.

e Su alto valor comercial por unidad de superficie cultivada (Mondofiedo, 2000;
SAGARPA, 2000).

1.1.2. Clasificacion

1.1.2.1. Clasificacion botanica

Botanicamente, el jitomate se clasifica como Solanum lycopersicum. Este género pertenece a
la familia de las solanaceas. Dicha familia abarca varias especies de importancia econémica.
Los géneros mas importantes de las solanaceas son: el jitomate, la berenjena, el pimientén, los
ajies y el tomillo, o tomate de cascara. También la papa y el tabaco pertenecen a esta familia.
Debido a la hibridacion y seleccion entre las especies de Lycopersicum, existen varios tipos.
Del jitomate Solanum lycopersicum se reconocen, por ejemplo, los siguientes tipos botanicos
(Mondofiedo, 2000).

e Comune: Jitomate comun.

e Grandifolium: Jitomate hoja de papa.
e Validum: Jitomate erecto, arbustivo.
e Cerasiforme: Jitomate cereza.

e Pyriforme: Jitomate pera.

1.1.2.2. Clasificacion agronémica

Segun el habito de crecimiento, se pueden distinguir dos tipos distintos: determinados e

indeterminados. La planta determinada es de tipo arbustivo, de porte bajo, pequefio y de



Ingenieria en Alimentos

produccion precoz. Se caracteriza por la formacion de las inflorescencias en el extremo del
apice (Mondofiedo, 2000).

El jitomate de tipo indeterminado crece hasta alturas de dos metros, 0 mas, segun el empalado
que se aplique. EIl crecimiento vegetativo es continuo y de acuerdo a la velocidad de su
desarrollo. La inflorescencia no es apical sino lateral. Este tipo de jitomate tiene tallos axilares
de gran desarrollo. Segun las técnicas culturales, se eliminan todos o se dejan algunos
(Mondofiedo, 2000).

Para la produccion mecanizada se prefieren las variedades de tipo determinativo, que son
bajos o arbustivos (Mondofiedo, 2000).

1.1.2.3. Clasificacion del fruto

Existen tres maneras de clasificar el jitomate, segun su forma, madurez y color. De acuerdo a
su forma, existen cinco tipos, del mas pequefio al mas grande: cherry, saladette, tipo pera, bola
estandar y bola grande (SAGARPA, 2010).

Los jitomates se clasifican por su grado de madurez, el nimero de dias entre que es plantado y
su cosecha. De madurez temprana se cosechan después de 55 a 65 dias. De mediana
maduracion se consideran de 66 a 80 dias, los de mayor maduracion requieren mas de 80 dias.
De la misma manera, pueden clasificarse en funcion de su color. Existen verde lima, rosa,
amarillo, dorado, naranja y rojo (SAGARPA, 2010).

Principales tipos de jitomate comercializado:

Cherry (Cereza). Se produce en plantas de crecimiento indeterminado. Es pequefio y de piel
delgada. Se agrupan en ramilletes de 15 a mas de 50 frutos. Tiene sabor dulce. Existen de
color rojo y amarillo.

Saladette (Roma). Variedad italiana para conserva de jitomate pelado, fruto pequefio bi o
trilocular, forma de pera, tamafio homogéneo de los frutos.

Pera. Utilizado cada vez menos, en la industria conservera para jitomate pelado.
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Beef. Fruto de gran tamafio y baja consistencia. Produccién precoz y agrupada. Otras
variedades importantes son: Marmande, vemone, moneymaker, muchamiel, Pometa tardio,
San Marzano, cocktail, ramillete, liso, entre otros (SAGARPA, 2010).

1.1.2.4. Morfologia del jitomate

El jitomate es de estructura herbacea como todas las hortalizas. Morfologicamente, pueden

distinguirse las siguientes partes y de la planta (Figura 1):

(1) Una planta de jitomate del tipo indeterminado con flores y frutos al mismo tiempo.

(2) La raiz principal se desarrolla rapidamente a profundidades mayores de un metro. Sin
embargo, con el sistema de trasplante, el sistema radicular tiende a ser fibroso con muchas
raices laterales hasta de 40 cm de profundidad.

(3) El tallo es herbaceo, pero algo lignificado en las plantas viejas. La base del tallo principal
tiende a formar raices adventicias.

(4) La hoja esta formada por varios pares de hojuelas. La superficie es pubescente. Los pelos
glandulares se rompen en la poda, manchando las manos del operario.

(5) En las axilas de las hojas estan las yemas que producen chupones o tallos laterales.

(6) En el cogollo nace el racimo que contiene hasta 40 flores. Las flores son bisexuales y se
polinizan, principalmente, por medio del viento.

(7) El pedunculo de la flor tiene un nudo de abscision que facilita la recoleccion cuando el
fruto esta maduro.

(8) EIl receptaculo de la flor. Entre el pedinculo y el receptaculo existe otra seccion de
abscision que facilita la recoleccion del fruto.

9) De tres a 10 sépalos rodean la parte interna de la flor.

(10) Los seis pétalos forman la corola.

(11) Las anteras producen el polen.

(12) El estigma recibe el polen.

(13) El estilo sirve de conexion con el ovario.

(14) En el ovario se produce la fecundacion.
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(15) Jiomate del tipo determinado, a las tres semanas de trasplante.
(16) La misma planta a las siete semanas del trasplante. Los tallos laterales terminan en una

floracién apical (Mondofiedo, 2000).

Figura 1. Morfologia del jitomate (Mondofiedo, 2000).

El fruto del jitomate puede clasificarse botanicamente segun el color de la piel, forma del fruto
y la cantidad de celdas o carpelos. Algunos detalles del racimo, de las caracteristicas de la

forma del fruto y de la estructura interna del mismo son los siguientes (Figura 2):

(1) Desarrollo sucesivo de las flores y frutos. En un solo racimo puede haber, al mismo
tiempo, flores en floracion y frutos en pleno desarrollo. Las flores finales ya no se desarrollan

mas cuando el racimo esta suficientemente cargado de acuerdo con el vigor del crecimiento.
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(2) Fruto de tipo redondo.

(3) Fruto de tipo elongado.

(4) Fruto de tipo acorazonado.

(5) Fruto de tipo pera.

(6) Ovulo o pared donde se desarrollan las semillas.

(7) Pericarpio. Este consiste en una carnosidad externa cubierta con la piel o cascara. La
cascara o piel puede ser rosada, roja o amarilla. El color cambia de acuerdo con el estado de
madurez. La mayoria de las variedades tienen una piel amarilla y son de carne roja.

(8) La placenta. Esta es la parte central del fruto. Entre el pericarpio y la placenta se
encuentran las paredes del ovario y las semillas.

(9) Los léculos o celdas. Son los compartimientos que contienen la semilla. La cantidad de
celdas tiende a tener mejor consistencia. Por ello, son mas apreciados y adecuados para el
consumo fresco.

(10) La semilla. Su forma es plana y ovalada, mide entre uno y cinco mm segin la variedad y
grado de desecado. Estd rodeada por una capa mucilaginosa. La cascara es peluda.
(Mondofiedo, 2000).

Figura 2. Fisiologia del jitomate (Mondoiiedo, 2000).
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1.1.2.5. Fisiologia del jitomate

Los procesos fisiologicos de crecimiento y desarrollo del jitomate dependen de las condiciones
del clima, del suelo y de las caracteristicas genéticas de la variedad. Del momento de la
siembra hasta la emergencia transcurren entre seis y 12 dias (Mondofiedo, 2000).

La temperatura 6ptima del suelo, para una rapida germinacion, es de 20° a 25°C. Desde la
emergencia hasta el momento de trasplante ocurren entre 30 y 70 dias. El tiempo que las
plantas permanecen en el semillero depende de la variedad de jitomate, de las técnicas de
cultivo y de los requisitos de crecimiento. Se obtiene la primera cosecha de una variedad
precoz a los 70 dias después del trasplante. De una variedad tardia, bajo condiciones de
crecimiento lento, se obtiene la primera cosecha a los 100 dias después del trasplante
(Mondofiedo, 2000).

Durante el desarrollo se guia la planta y se efectian diferentes podas para asegurar una
produccion de alto volumen y de buena calidad. El tomate es neutro en cuanto a la duracion de
luz por dia. Por lo tanto, florece a su debido tiempo de acuerdo con la edad y el desarrollo que
tiene. Las temperaturas bajas y un crecimiento exuberante retardan la floracion y provocan
flores de dificil fecundacion (Mondofiedo, 2000).

La coloracién del fruto se debe a la acumulacion de pigmentos. La temperatura éptima durante
la maduracién del fruto es de 18° a 24°C. La exposicion del fruto al sol puede provocar un
blanqgueo o0 quemazon de la piel. Por esta razén, se requiere suficiente follaje para la

proteccidn de los frutos y favorecer una coloracién pareja (Mondofiedo, 2000).

1.1.3. Propiedades sensoriales

En general, la preferencia del consumidor medio por un tipo de hortaliza u otro dependera con
mayor probabilidad de su sabor, aroma y olor que del conocimiento de sus cualidades
nutritivas. El gusto y aroma contribuyen al sabor y ambas cualidades estan tan relacionadas
que resulta dificil distinguirlas o definirlas. Todas ellas tienen origen quimico, ya que estan

causadas por la presencia en las hortalizas de compuestos especificos; sin embargo, no
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siempre es posible afirmar con seguridad porqué una hortaliza debe tener el gusto, aroma y
sabor caracteristicos que se asocian a ella (Sharma, 2003).

e Textura

La textura es una cualidad sensorial muy importante en el jitomate, hasta el punto de que una
textura firme se considera indice de frescura y factor determinante de su aceptabilidad,
principalmente cuando esta hortaliza est4 destinada a ser consumida en crudo. La marchitez,
por el contrario, se considera caracteristica de falta de frescura. Ello hace necesario un
extremado cuidado después de la recoleccion para mantener la textura original del producto a
través de los canales de distribucion y venta. Esto resulta especialmente dificil en los vegetales
que tienen un gran contenido en agua, como el jitomate y la papa, los cuales requieren una
humedad relativa muy alta para mantener la turgencia de la estructura celular, con el grave
inconveniente que esto supone por favorecer el desarrollo de hongos. La estructura celular
también se altera por accion del calor, lo que aconseja el mantenimiento de las hortalizas en
lugares frescos (Beltiz, 2004; Sharma, 2003).

e Sabory Aroma

Las hortalizas, en general, no tienen olores y sabores tan agradables y marcados como las
frutas. Los compuestos responsables de ellos son, esencialmente, ésteres, cetonas, alcoholes y
aldehidos. Muchos de los olores menos atractivos y especificos de algunas hortalizas se deben
a compuestos de azufre, en el caso de las hortalizas crudas e integras, estos compuestos de olor

desagradable estan unidos al azlcar y, de esa manera, se hacen inodoros.

El sabor acido de algunas hortalizas se debe a la presencia de sustancias de esta naturaleza,

como por ejemplo el acido oxalico en los jitomates (Beltiz, 2004; Sharma, 2003).
e Color

El color constituye una de las cualidades sensoriales mas apreciables a simple vista. Este
parametro varia bastante de unas a otras y en él tienen gran importancia, sobre todo, tres tipos

de compuestos, que forman parte de su composicién quimica:
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¢ Las clorofilas. Pigmento méas abundante en las hortalizas de hojas y responsable
de los colores verdes.

% Los carotenoides, carotenos y xantofilas proporcionan los colores amarillo,
anaranjado Yy rojo; y las antocianinas pertenecientes al grupo de los flovonoides
proporcionan los colores rojo, purpura y azulado.

¢ Las betalainas, menos frecuentes, proporcionan colores violetas y amarillos
(Beltiz, 2004; Sharma, 2003).

1.1.4. Composicion y valor nutritivo

Desde el punto de vista quimico, las hortalizas son ricas en agua, pobres en carbohidratos,
proteinas y lipidos, por lo que son alimentos de escasa importancia desde el punto de vista
energético. Sin embargo, tienen gran interés por su contenido en micronutrientes: vitaminas y
minerales. No obstante, su composicion quimica varia significativamente segun el tipo y la

procedencia (Fox, 2002).

Tabla 1. Componentes principales de 100g de porcion comestible de jitomate.

COMPONENTE CONTENIDO EN GRAMOS (g)
Agua 94.2
Proteina 1.0
Grasa 0.2
Hidratos de carbono 3.0
Acidos organicos 0.5
Fibra 1.8
Sales minerales 0.6

Fuente: (Souci-Fachmann-Kraut, 2001)

10
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En cuanto a las vitaminas, es especialmente interesante el aporte d vitamina C,
fundamentalmente de las coles, espinacas, pimiento y perejil, y de vitamina A, de las
hortalizas que tienen un color acusado, como por ejemplo el jitomate, zanahoria entre otras. Su
principal valor nutritivo deriva de su contenido en micronutrientes (vitaminas y minerales) y
en hidratos de carbono complejos dificiles de digerir (fibra de la dieta), que aunque tienen muy
poco valor nutritivo, son importantes para la funcion intestinal (Fox, 2002).

1.1.5. Plagas y enfermedades

Existen muchas plagas y enfermedades que atacan el cultivo del tomate. La severidad de éstas

varia segun el clima y la region (Figura 3) (Mondofiedo, 2000).
e Plagas

Las méas comunes son:

¢+ Mosca blanca. Transmite el virus del rizado amarillo del jitomate conocido como:
“virus de la cuchara”.

% Trips. Transmite el virus del bronceado del jitomate.

% Pulgén. Forman colonias y se distribuyen mediante las hembras aladas,
principalmente en primavera y otofio.

¢+ Minadores de hoja. Sus larvas se desarrollan dentro de la hoja, ocasionando las
galerias o minas.

% Polilla del jitomate. Ataca a los brotes y los frutos.

% Arafia roja. Son acaros que producen manchas amarillentas en las hojas
(Mondofiedo, 2000; SAGARPA, 2010).

e Enfermedades

Las enfermedades mas comunes son:

11
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+ Oidiopsis. Son manchas amarillas que secan la hoja y la desprenden.

+ Podredumbre gris. Produce lesiones pardas en hojas y flores. Los frutos se ponen
blandos y grises.

% Mildiu. Aparecen manchas irregulares y aceitosas en las hojas, en el tallo son
manchas pardas que lo circundan. También ataca los frutos inmaduros.

% Fusarium oxysporum. Comienza con la caida de las hojas superiores. Las

inferiores amarillean y terminan por morirse. En un corte transversal del tallo, se

observa un oscurecimiento de los vasos (Mondofiedo, 2000; SAGARPA, 2010).

Contra cada plaga existen insecticidas para eliminar el insecto y asi reducir los dafios. Los
insecticidas llevan instrucciones de su aplicacion, dosis y datos de precaucion (Figura 3)
(Mondofiedo, 2000).

Figura 3. Daios causados por plagas en el jitomate (Mondoiedo, 2000).

Como norma, el cultivador efectlia un programa de control preventivo. Este consiste en lo
siguiente:

e Tratamiento del suelo con un insecticida, segun la plaga prevalente en la regién. Para
ello, se utiliza entre otros el clordano y el triclorfon antes del trasplante.
e Aspersion semanal con un insecticida sistémico hasta iniciarse la maduracion. Existen

el monocrotofos, metoato, parathion, demeton, metonil y muchos mas.

12
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e Aspersion semanal con un insecticida de contacto o sistétmico de corta duracion a
partir de iniciarse la maduracion. Entre otros existen el endosulfan, carbaryl y
triclorfon.

e Con el fin de evitar residuos tdxicos en los frutos, se deben respetar y seguir fielmente
las instrucciones sefialadas en la etiqueta de los avances (Mondofiedo, 2000).

1.1.6. Cadena productiva del jitomate

La cadena productiva del jitomate enumera los procesos o actividades por los que transita el
producto antes de llegar al mercado de consumo final, sea como producto fresco o procesado.
Se distinguen las fases de produccion primaria, procesamiento industrial y distribucion
(SAGARPA, 2010).

e Fase primaria
Plantacion. EI método principal es el de alméacigo, consiste en sembrar las semillas en un

lugar para después trasplantarlas al sitio destinado para su crecimiento.

Fetirrigacion. En los cultivos protegidos de jitomate el aporte de agua y gran parte de los

nutrientes se realiza de forma generalizada mediante riego por goteo.

Recoleccion. La minima madurez para cosecha se define en términos de la estructura interna

del fruto.

Seleccion. Se realiza la limpieza y seleccion aplicando los criterios de color, tamafio, textura y

peso.

Empacado. Se realizara en cajas de madera o de carton cuyo llenado sera entre 18 y 20 kg
para evitar dafiar el fruto. EI proceso més conveniente de empaque es intercalar un tendido de
tomate y un entrepaiio (SAGARPA, 2010).

13
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e Fase Industrial

Los productos industrializados tienen una larga vida Util y pueden almacenarse sin necesidad
de frio. El jitomate procesado incluye una gran variedad de productos, entre los que destacan:

jitomate en conserva, jugo y concentrado en dos variantes, puré y pasta (SAGARPA, 2010).

1.1.6.1. Proceso de elaboracion de conservas de jitomate

La conservacion de los alimentos tiene como objetivo interrumpir los procesos naturales de
deterioro, quimicos y microbiol6gicos, que si se permite su progreso determinaran la
alteracion del producto. En la conservacion de los alimentos mediante el calor, el objetivo
primordial consiste en asegurar la estabilidad microbioldgica del producto. Esta suele
alcanzarse introduciendo el alimento en un recipiente que sera cerrado herméticamente y se
sometera a un proceso térmico que destruira o inactivara todos los microorganismos presentes
en el producto capaces de originar intoxicacion alimentaria o alteracion, mientras permanece
en condiciones normales de almacenamiento. Otra modalidad es el envasado aséptico, donde
el recipiente y el alimento pueden ser calentados por separado, llenando posteriormente el

recipiente que sera cerrado en condiciones de asepsia (Sharma, 2003).

El enlatado es un método de preservacion en el que un alimento y su envase se llevan a la
esterilidad comercial por medio de la aplicacion de calor, ya sea solo 0 en combinacion con el
pH y actividad de agua u otros agentes quimicos. Los alimentos procesados y envasados
asepticamente, comercialmente estériles, son considerados enlatados a pesar de que se pueden
emplear una gran variedad de envases diferentes a las latas de metal (Fellows, 2004; Sharma,
2003).

El proceso de enlatado o elaboracion de conservas depende de una serie de operaciones
técnicas que se deben efectuar en forma cuidadosa y exacta para garantizar la seguridad del
alimento. La preocupacion principal en salud publica es la formacion de la toxina botulinica
en los alimentos enlatados de baja acidez (aquellos con un pH superior o igual a 4.6). Esta

toxina es producida por un microorganismo resistente al calor llamado Clostridium botulinum.

14
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La enfermedad producida por la toxina se conoce como “botulismo” (Fellows, 2004; Sharma,
2003).

Etapas de la elaboracion de conservas de jitomate

La elaboracion de alimentos vegetales enlatados consta de varias etapas que pueden resumirse

de la forma siguiente:

a) Recoleccion y transporte de la materia prima.

b) Operaciones previas: lavado, limpieza, inspeccidn, clasificacion, transporte interior,
pelado y troceado del jitomate.

c) Escaldado: funciones y sistemas de escaldado.

d) Llenado de botes.

e) Adicién del liquido de gobierno.

f) Cierre de envases.

g) Tratamiento térmico.

h) Enfriamiento y secado.

i) Operaciones complementarias (Fellows, 2004; Sharma, 2003).

Hay ocasiones, como en el enlatado, donde el alimento (generalmente liquido), sufre un
tratamiento térmico antes del llenado de los botes, con lo cual el resto de las operaciones se

deberén de realizar en condiciones asépticas (Sielaff, 2000).

La obtencion de conservas vegetales seguras, desde el punto de vista higiénico y sanitario,
depende de una correcta aplicacion de calor o de cualquier otro método en grado necesario
para asegurar la esterilidad comercial del producto, ademés del uso de cierres de envases que
prevengan la posible re-entrada de microorganismos y el uso de procedimientos de manejo de

envases que protejan la integridad de los envases procesados (Rees, 19994).
a) Recoleccidn y transporte de la materia prima:

Para la obtencion de un protocolo de calidad es necesario que las materias primas estén en su
optimo estado de maduracion y que las variedades elegidas sean las adecuadas para el

procesado al cual seran sometidas (Fellows, 2004; Sharma, 2003).

15
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La recoleccion manual de las materias primas permite elegir sélo aquellos vegetales en su
punto 6ptimo de maduracién, pero la rentabilidad econdmica se ve muy mermada, por lo cual
actualmente la recoleccion suele ser mecanizada. Este proceso conlleva otra serie de
inconvenientes como lesiones mecanicas provocadas a muchos vegetales y la incorporacion de

materia extrafia (Fellows, 2004; Sharma, 2003).

En el transporte de vegetales desde la zona de recoleccion/distribucion a la industria se suele
aplicar frio, ya sea con aire a bajas temperaturas, inmersion en agua fria, uso de hielo triturado

o camiones refrigerados (Fellows, 2004; Sharma, 2003).
b) Operaciones previas:

Consiste en todas aquellas operaciones que sufre el producto antes del escaldado, tales como:

e Lavadoy limpieza del producto.

Su fin es eliminar del producto los restos de materia extrafia, hojas, ramas e incluso mohos,
que hayan podido incorporarse a la materia prima durante la recoleccién y transporte de la
misma. Es distinta en frutas y hortalizas. En el caso de las hortalizas se suele usar un tambor
rotatorio perforado y ligeramente inclinado donde se incorpora agua. Particularmente, los
jitomates se duchan con agua a presion para arrastrar los posibles mohos que puedan tener en
su superficie (Fellows, 2004; Sharma, 2003).

e Inspeccion del producto.

Suele ser visual, el producto avanza por una banda transportadora y los operarios situados en
ambos lados, eliminan aquellos productos que estén defectuosos. Esta banda transportadora en
algunos casos lleva rodillos que hacen girar el producto para observarlo en su totalidad
(Fellows, 2004; Sharma, 2003).

e Clasificacidn o seleccién del producto.

Las materias primas se separan en funcion a determinadas caracteristicas propias de cada una,

como son el tamafio, peso, forma, etc. La clasificacién supone una serie de ventajas como son:
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- Posteriormente aplicar sistemas mecanizados de pelado, deshuesado y blanqueado.

- Uniformizar todos aquellos procesos donde haya una transferencia de calor
(esterilizacion, deshidratacion y congelacion).

- Un mejor control del peso de los envases.

- Hacer productos homogeéneos y uniformes que sean més atractivos para el consumidor
(Sharma, 2003).

Este proceso, generalmente, es mecanizado para el jitomate en particular, se utilizan bandas
transportadoras con rodillos que se van separando cada vez mas, lo que provoca que el

producto vaya cayendo en funcién de su calibre (Sharma, 2003).

e Transporte interior.

Las materias primas pueden ser trasladadas por el interior de la fabrica de modo horizontal
utilizando bandas transportadoras o rodillos. Para el movimiento vertical suelen usarse

tornillos sin-fin o transportadores de cuello de cisne (Sharma, 2003).

e Pelado de las materias primas.

En €l se separa la corteza externa del vegetal. Es importante que el pelado se realice de la
forma mas adecuada para cada producto, de tal forma que no se modifiquen sus propiedades

sensoriales y su valor nutricional (Sharma, 2003).

Basicamente existen cinco tipos de pelado: mecéanico, térmico, quimico, enzimatico y con

infrarrojos; sin embargo, el mas utilizado es:

¢+ Pelado enzimatico. Consiste en sumergir inicialmente el producto en CaCl, (cloruro
de calcio) a una concentracién de [20%] durante 30 segundos y, después, es congelado
a una temperatura de -20°C e inmediatamente descongelado a 45°C, con esto se
consigue la ruptura de la estructura celular de la piel, que libera enzimas pécticos que
actlan sobre las pectinas separandose de la piel. Se utiliza mucho en jitomates porgque,
a diferencia del pelado térmico, presenta la ventaja de no verse afectados ni el color ni

el sabor del producto y ademas el rendimiento es muy alto (Sielaff, 2000).
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c) Escaldado de las materias primas:

Es un tratamiento tecnolégico, al cual se someten gran cantidad de vegetales, consiste en un
golpe térmico a una temperatura de 85°-90°C, seguido de un golpe de frio a 15°-18°C que
tiene como finalidad principal la inhibicion de reacciones enzimaticas y algunas otras no
enzimaticas que pueden tener un efecto adverso sobre la calidad y el valor nutritivo del
producto (Sielaff, 2000).

Los sistemas de escaldado més utilizados en la industria del jitomate son:

e Con agua. El producto es desplazado en una banda transportadora y se sumerge en un
bafio a una temperatura préxima a 85°-90°C y, posteriormente, en otro bafio con agua a
18°C. La velocidad de la cinta determinara el tiempo de permanencia del producto en
cada bafo (Sielaff, 2000).

e Con vapor. Ya sea de modo continuo o discontinuo, el calor es transmitido por vapor
al producto. Presenta la ventaja de generar menos efluentes y arrastrar menos solutos

(vitaminas y minerales) que el sistema de escaldado con agua (Sielaff, 2000).

Tras el calentamiento se realiza un enfriamiento rapido para evitar que el ablandamiento sea
excesivo. Este enfriamiento puede hacerse con agua o aire, siendo el ultimo el mas caro
(Sielaff, 2000).

Tanto al agua de calentamiento como a la de enfriamiento, se le suele afiadir [0.1%] de &cido
citrico para evitar el pardeamiento u oxidacién de las partes cortadas anteriormente, por este
motivo debe transcurrir el menor tiempo posible entre el cortado y el escaldado del alimento
(Sielaff, 2000).

d) Llenado de botes:

Debe realizarse lo més rapido posible para evitar posibles contaminaciones del producto que
hagan que el tratamiento térmico disefiado sea insuficiente. Es un proceso muy importante

desde tres puntos de vista diferentes (Sharma, 2003):
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e Importancia econdmica. Un excesivo llenado del envase supone una peérdida
injustificada del producto (Sharma, 2003).

e Importancia legal. Un llenado del envase inferior al declarado en la etiqueta supone
un fraude para el consumidor (Sharma, 2003).

e Importancia técnica. Un llenado excesivo dard lugar a grandes presiones durante el
calentamiento al dilatarse el contenido, afectando a la eficacia de la transferencia de
calor (Sharma, 2003).

e) Adicion del liquido de gobierno:

El liquido de gobierno se utiliza con dos finalidades principales: la disminucién del pH de las
conservas y, a la vez, la funcién de antioxidante. Su composicion depende totalmente del tipo
de producto, en las conservas de jitomate se utiliza una salmuera (agua y sal), afiadiéndose en
la mayoria de las ocasiones acido citrico E-330 que tiene una funcion antioxidante. El liquido

de gobierno debe ser adicionado en caliente, a unos 80°C (Sharma, 2003).
f) Cierre de envases:

Se puede llevar a cabo de forma muy diferente, dependiendo del envase utilizado (metal,
vidrio, envases plasticos con tapa de metal o de vidrio, envases plasticos con tapa sellada al
calor...). En cualquier caso, el cerrado se debe realizar de tal forma que evite la entrada de
microorganismos y mantenga la esterilidad comercial del contenido después del procesado
(Sharma, 2003).

g) Tratamiento térmico:

El objetivo primordial del tratamiento térmico es la destruccion de los microorganismos
capaces de multiplicarse en el producto a la temperatura prevista de distribucion o de poner en
peligro la salud del consumidor. Sin embargo, para determinados productos, las propiedades
organolépticas pueden ser muy importantes también a la hora de establecer la intensidad del
tratamiento térmico. Para un grupo cada vez mayor de productos (en el que se incluyen las

conservas), el tratamiento térmico representa solamente una parte del proceso de conservacién
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y suele aplicarse en combinacion con otros procesos, por ejemplo, el descenso del pH,
contenido de sal o las bajas temperaturas de almacenamiento (Rees, 1994).

El disefio de un tratamiento térmico es especifico para cada producto. Hay que tener en cuenta
dos factores a la hora de disefiarlo: en primer lugar, se debe conocer la resistencia térmica de
los microorganismos del producto en cuestion (es decir, la cantidad de calor requerido para su
destruccion) y en segundo lugar, debe determinarse la velocidad de calentamiento del
producto en su punto méas interno. Después es necesario confirmar el tratamiento mediante

pruebas por inoculacién de envases (Figura 4) (Rees, 1994).

Resistencia térmica de Datos de calentamiento
los microorganismos del producto

Confirmacion por pruebas
de inoculacion de envases

Figura 4. Diagrama de los pasos empleados en la determinacién de un tratamiento térmico.
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En las conservas vegetales es muy comun la combinacion del pH con el tratamiento térmico,
de tal forma, que cuanto menor sea el pH del producto, menor seré el tratamiento térmico al
cual se ha de someter la conserva. La FDA (Food and Drug Administration), define como
alimento acido o acidificado a aquel producto con un pH final de 4.60 o inferior y una
actividad de agua mayor a 0.85. Por otro lado, los alimentos con un pH superior a 4.60 se
denominan como alimentos de baja acidez (National Food Processors Association, 2001).

Existen muchos métodos para el procesado térmico de las conservas. La mayoria de los
alimentos se colocan en envases, los cuales se cierran herméticamente y se procesan en alguin
tipo de autoclave. Estos se conocen como sistemas de procesado térmico convencional. El
procesado aséptico es un método basado en la esterilizacion del producto y del envase por
separado, los cuales se juntan luego en un ambiente estéril para el llenado y cerrado hermético
(National Food Processors Association, 2001).

h) Enfriamiento y secado:

Los envases pueden enfriarse total o parcialmente en el autoclave. Normalmente es necesario
un enfriamiento a presién donde se mantiene la presion dentro del autoclave mientras los
envases se enfrian lo suficiente para reducir la presion interna a un nivel seguro. Entonces el
envase puede exponerse a la presion atmosférica sin el peligro de abombamiento o

deformacion y ruptura de los sellos (National Food Processors Association, 2001).

Hay que tener en cuenta que el agua usada para el enfriamiento de los envases debe ser
clorada o desinfectada de otra manera para evitar que las posibles infiltraciones durante el

enfriamiento afecten la esterilidad del producto (National Food Processors Association, 2001).
i) Operaciones complementarias:

Incluye operaciones tales como: etiquetado y marcado del producto, transporte interno del
producto, paletizado, embalaje, almacenamiento, distribucién y comercializacion del producto
(Sharma, 2003).
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1.1.7. Entorno Nacional

Durante 2008, en todo México se produjeron 2.26 millones de toneladas de jitomate, siendo el
principal productor el estado de Sinaloa, cuyo rendimiento representé 35% del total nacional,
monto 3.8 veces mayor al obtenido por el segundo lugar, Baja California, con 9%. Siguen en
la lista los estados de Michoacan, San Luis Potosi y Jalisco con 8, 6 y 5%, respectivamente. A
nivel regional, a lo largo del territorio nacional, se distribuye la produccién de jitomate; sin

embargo, la zona productora de mayor importancia es la noroeste (Figura 5)(SAGARPA,

2010).

Participacion en la
Produccion Nacional

Mayor de 10%
62 10%
B 1a5%

[: Menor de 1%

Fuente: SAGARPA, DGAFR con datos de SIAP,

Figura 5. Produccidn de jitomate en México (SAGARPA, 2010).

En la Republica Mexicana, se produce jitomate durante todo el afio. Durante los primeros
meses, en el analisis temporal, es cuando se genera el tope de produccion nacional en el estado
de Sinaloa, que abastece al mercado nacional y la mitad del norteamericano. Por otro lado,

durante el verano, la produccion de los estados del centro y de Baja California, es la que
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abastecen la demanda interna y de exportacion. Finalmente, en los meses de agosto a

diciembre, son otras entidades las que cubren la produccién (Figura 6) (SAGARPA, 2010).

No obstante que el jitomate es un producto que se cosecha a lo largo de todo el afio, es en los

primeros meses del mismo (enero, febrero y marzo) en que se concentra su produccién. Por

otro lado, como se muestra en la Figura 6, su minimo nivel lo tiene durante el verano, en los

meses de junio y julio, presentando un ligero incremento hacia finales del afio (Figura 7)

(SAGARPA, 2010).
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Figura 6. Produccion de jitomate en México a lo largo del afio (SAGARPA, 2010).
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Figura 7. Produccion estacional de jitomate en México (SAGARPA, 2010).

1.2. INGENIERIA GENETICA EN LOS ALIMENTOS

1.2.1. Plantas y alimentos transgénicos

Segun la Comision Europea, los organismos genéticamente modificados (OGM), se definen
como organismos en los que se ha alterado el material genético de una manera que no ocurre

en el apareamiento y/o recombinacién natural (European.Commission, 2001).

Es inadecuado llamar genéticamente modificados Unicamente a aquellos que resultan de la
Ingenieria Genética, para distinguirlos de los organismos modificados en forma convencional.
Queda claro que el hombre empezé a modificar a los organismos vivos desde que se hizo
sedentario y empez06 a practicar la agricultura, por lo que, in strictu sensu, todas las especies

en las que el hombre ha intervenido son genéticamente modificadas (Villalobos, 2008).
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Una situacion similar ocurre con el concepto de transgénicos, para referirse igualmente a los
organismos modificados por medio de la Ingenieria Genética. Rigurosamente hablando, la
transgenia hace referencia a la transferencia de genes, lo que ocurre permanentemente en
condiciones tanto naturales como inducidas. Los fundamentos que sustentan las grandes

diferencias entre individuos convencionales y transgénicos, son tres (Villalobos, 2008):

1. Latransferencia de un gen especifico y no de todo el genoma.

2. La posibilidad de transferir cualquier gen, indistintamente de que éste sea de la misma
especie 0 no.

3. Lareduccidn de los tiempos en la obtencion de una nueva variedad o una raza pura una

vez que se tenga identificado el gen de interés.

Por los argumentos anteriores, es claro que los conceptos organismos genéticamente
modificados y transgénicos (considerados como sindénimos) son erréneos y no ayudan a
entender la diferencia a ciencia cierta. Algunos autores consideran que el concepto
“Genéticamente Mejorado” se adecua mas que el de transgénico. Sin embargo, de adoptarlo,
se caeria en la misma confusidn, pues hoy dia todas las especies utilizadas en la agricultura
son genéticamente mejoradas, independientemente del procedimiento empleado para tal fin.
Otro concepto que se ha empleado es el de plantas con rasgos novedosos (del inglés plants
with novel traits, PNT) que no ha sido un concepto muy utilizado internacionalmente, aun

cuando pudiera ser mas ilustrativo (Villalobos, 2008).

Para los objetivos del presente estudio se utilizara el término de transgénico cuando se refiera
a los individuos modificados empleando la Ingenieria Genética, con objeto de que tanto el
nombre como el producto sean comprendidos y evaluados en su justa dimension, como
resultado de la investigacion cientifica que esta llamada a jugar un papel importante en el

desarrollo de la agricultura, de la sustentabilidad y la seguridad alimentaria (Villalobos, 2008).

1.2.2. Biotecnologia

Como una forma moderna de hacer mejoramiento genético, la Biotecnologia es un conjunto de

herramientas tecnoldgicas que utiliza los mismos principios de la genética convencional y los
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aplica igualmente a los organismos vivos 0 sustancias de esos organismos para hacer o
cosechar un producto, mejorar plantas y animales o desarrollar microorganismos para usos
especificos (Villalobos, 2008).

La Ingenieria Genética es parte de la Biotecnologia Moderna y es el mejoramiento de los
organismos a nivel molecular, la cual, como conjunto de técnicas para modificar el material
genético de un organismo vivo, nace a principios de la década de los setenta con la
manipulacion de la informacion genética en el laboratorio, aplicAndose inicialmente a la
medicina humana y a los microorganismos como modelos de estudio, posteriormente, se fue
empleando en otros organismos vivos como las plantas y animales para la agricultura y la
alimentacion, donde ha tenido un impacto trascendental. No obstante, los origenes de la
Ingenieria Genética y la Biologia Molecular no son eventos aislados de reciente creacion, sino

parte de un pasado remoto (Castafieda, 2004).

1.2.3. Mejora genética en plantas

La necesidad del ser humano de obtener diferentes fuentes que le proporcionen alimentos en
diferentes regiones y ambientes dio lugar al nacimiento y desarrollo de la agricultura. Aun
cuando la “biotecnologia” es un término relativamente reciente, sus origenes se pueden
rastrear en los albores de la civilizacion humana, cuando para subsistir, los campesinos del
neolitico empezaron a modificar su ecosistema al seleccionar de sus cosechas cierto tipo de

semillas para sembrar en el siguiente periodo (Barahona, 2004; Jhonson, 2002).

La Ingenieria Genética es una forma novedosa de mejoramiento genético de plantas y
animales que permite modificar a los organismos vivos en forma muy precisa, involucrando
Unicamente a uno, 0 a un limitado numero de genes y no todo el genoma como ocurre con el
mejoramiento genético convencional, donde se involucran todos los genes tanto deseables
como no deseables. La Ingenieria Genética, sin embargo, tiene el mismo principio que

sustenta la mejora genética convencional ya que, en ambos casos, los genes deseables,
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seleccionados a criterio del hombre, son seleccionados y heredados a la siguiente generacion
(Villalobos, 2008).

En suma la Ingenieria Genética permite la mejora de plantas y animales manipulando
unicamente el gen o los genes especificos, y dejando fuera a aquellos que a juicio del genetista
no portan beneficio a las nuevas razas o variedades. Otra caracteristica que la distingue es que
no necesariamente se limita a los genes de la misma especie como en la mejora convencional,
sino que hace uso de cualquier gen que existe en la naturaleza y que a criterio del cientifico
mejorara a la especie en estudio. Consecuentemente, en muchos casos reduce los tiempos que
tradicionalmente se requieren, empleando los métodos convencionales para liberar
comercialmente una nueva variedad vegetal o una raza pura, tratindose de animales
(Villalobos, 2008).

1.2.4. Cultivos transgénicos

Los adelantos biotecnoldgicos ocurridos en los Gltimos veinticinco afios, en particular los que
han resultado de la aplicacion de la Biotecnologia, la Ingenieria Genética y la Biologia
Molecular, permiten crear nuevas recombinaciones genéticas que no existian en la naturaleza
Y, en consecuencia, producir nuevos organismos, sean plantas, animales y microorganismos
modificados genéticamente, conocidos mas comuinmente como transgénicos (Villalobos,
2008).

Los transgénicos tienen caracteristicas novedosas y han sido creados en forma intencional por
los cientificos, a través de la modificacion genética de plantas, animales y microorganismos
con el fin de conferirles atributos y habilidades que no tenian en condiciones naturales y con la
intencion de aportar un beneficio para la agricultura, la salud humana y la salud animal y el
ambiente, empleando para ello el conocimiento cientifico que ofrecen la Biologia Genética
(Villalobos, 2008).

Gran parte de la inversidbn econOmica para financiar la investigacion cientifica en la

elaboracion, evaluacién y liberacion de los transgénicos proviene del sector privado y, en
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particular, de las empresas multinacionales lideres en la Biotecnologia. Se estima que el gasto
anual de las 10 empresas biotecnolégicas més importantes del mundo es del orden de tres mil
millones de ddlares americanos. Especificamente, cinco empresas transnacionales se dedican a
la produccion de cultivos transgénicos: Novartis, Monsanto, Zeneca, Agroevo y Dupont. Estas
empresas han desarrollado un mercado internacional muy importante y lucrativo a través de la
venta de estos productos en todo el mundo, asi como el cobro de regalias por el derecho de

propiedad de los mismos (Villalobos, 2008).

Los fundamentos técnicos que han permitido el desarrollo de esta nueva revolucion bioldgica
comprenden dos grupos de herramientas tecnologicas que de alguna forma son

independientes: el Cultivo de Tejidos Vegetales y la Ingenieria Genética (Villalobos, 2008).

Cultivo de tejidos vegetales

El Cultivo de Tejidos Vegetales consiste en un grupo de técnicas de laboratorio que aplicadas
bajo condiciones asépticas (in vitro), y con los nutrientes adecuados y reguladores del
crecimiento mezclados cuidadosamente en los medios de cultivo permiten que células, tejidos
y organos, puedan llegar a desarrollar una planta completa. Esta tecnologia se basa en la
totipotencia que tienen las células vegetales para diferenciar una planta completa, a diferencia
de las células animales que no tienen esta capacidad regenerativa (en general, el cultivo de un
tejido animal no regenera un individuo completo). De esta forma, el cultivo de tejidos permite
producir plantas completas a partir de células previamente transformadas genéticamente v,

bajo condiciones in vitro, obtener plantas transgénicas (Perera, 2002).
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Figura 8. Tipos de manipulacidn y cultivos in vitro de sistemas vegetales (Perera, 2002).

En la Figura 8 se aprecian los pasos que se siguen para generar un organismo con
caracteristicas nuevas, ademas se observa que son diversos los métodos que se pueden ocupar
para este fin, por lo que a continuacion se explica brevemente lo que la Ingenieria Genética ha
logrado hasta la actualidad.

e Cultivo de tejidos y obtencién de callos: Consiste en el crecimiento indefinido de
pequefias piezas de tejido, denominadas explantes, aisladas de un organismo y
cultivadas en medios nutritivos adecuados. Los explantes mas frecuentes derivan de
hijas, yemas, extremos de la raiz, segmentos nodales o semillas en germinacion. Estos
se lavan con un desinfectante (agua oxigenada, hipoclorito, etc.) para eliminar
microorganismos y se deja en un medio nutritivo, donde puede llegar a formar una
masa celular indiferenciada llamada callo, que una vez establecida puede propagarse
indefinidamente por subdivision (Perera, 2002).

e Cultivos liquidos en suspension: si una pieza de un callo joven se transfiere a un medio
liquido y se agita, la masa celular en mayor o menor grado produce una suspension de

células aisladas que pueden subcultivarse indefinidamente en un medio que contenga
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los nutrientes y hormonas adecuados. La mayoria de estos cultivos son muy
heterogéneos a causa de la presencia de agregados celulares; ademas, ciertas especies
presentan una gran inestabilidad genética que se detecta tras largos periodos de cultivo
(variacion somaclonal). Algunas plantas (tabaco, soya) forman callos poco compactos
que se deshacen mas facilmente por agitacion y que producen lineas celulares mucho
méas homogéneas (Perera, 2002).

Cultivos en medio solido: los cultivos en suspension pueden “sembrarse” en un medio
solido en el que las células se dividen y forman callos, de manera analoga a como las
bacterias forman colonias. EI medio acondicionado se consigue haciendo crecer una
gran densidad de células de la misma o distinta especie en medio liquido fresco durante
algunos dias y luego eliminando las células por filtracion; el medio asi obtenido, cuya
composicién no estd bien definida, promueve la proliferacion celular, tras la
incorporacion de un agente gelificante, este medio se utiliza para la preparacion de
placas sobre las que las células aisladas de un cultivo en suspensién pueden dividirse y
formar callos. El cultivo in vitro de tejidos es una forma muy frecuente de conservar

diversas variedades vegetales en los llamados bancos de germoplasma (Perera, 2002)

Regeneracion de una planta completa: La presencia de fitohormonas es necesaria para
el mantenimiento de cultivos vegetales. Para cada especie vegetal en concreto, la
naturaleza de la(s) hormona(s) presente(s) en el medio y en su concentracion, son
factores determinantes para la diferenciacion de sus células hacia la formacién de
distintos tejidos. El proceso de organogénesis se puede conseguir en condiciones
especificas para cada especie y ha supuesto un avance extraordinario para el desarrollo
de la Ingenieria Genética en vegetales ya que permite la regeneracion de un individuo
completo a partir de una unica célula; haciendo crecer a ésta en un medio con una
composicién adecuada de hormonas se puede lograr que crezca formando un brote vy,
luego, modificando dicha composicion hormonal, se puede inducir la formacion de

raiz, para regenerar finalmente una planta completa (Perera, 2002).
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e Embriogénesis somatica: ademas de la regeneracion de tejidos, en algunas especies y
en ciertas condiciones de cultivo especificas para cada una, se pueden inducir sobre el
callo un proceso diferente conocido como embriogénesis somatica que implica un
camino distinto de diferenciacion hacia un embrioide, semejante al observado en el
cigoto tras la fertilizacion. ElI embrioide es parecido al embrion, pero surge de una
celula somatica y no de la fusion de dos células germinales; puede desarrollarse hasta
una planta totalmente funcional sin necesidad de inducir artificialmente la formacion
de raiz y tallo, por lo que en algunos casos se producen para su comercializacion
(Perera, 2002).

La Ingenieria Genética provee herramientas que permiten la insercion de un gen “extrafio o
ajeno” conocido como gen heterdlogo, en el genoma de una célula huésped (sea vegetal,
animal o de algun microorganismo), su expresion y la regeneracién de un nuevo individuo
(igual al que dono inicialmente la célula u tejido para su transformacion), pero con la
caracteristica adicional que le confiere el gen insertado artificialmente. El individuo asi
transformado, o transgénico, es propiamente idéntico a su homdlogo del cual se obtuvieron las

células iniciales para su transformacion (Villalobos, 2008).

En otras palabras, al comparar los dos individuos no es posible encontrar diferencias externas
(fenotipicas) entre ellos. De haberlas, éstas se encontrarian a nivel molecular, mediante la

realizacion de pruebas de laboratorio muy especificas (Villalobos, 2008).

Los cultivos transgénicos empleados en la agricultura son un producto mas de la
Biotecnologia, pero tienen particular relevancia debido a sus implicaciones agricolas,

econdmicas, de salud y ambientales (Villalobos, 2008).

A continuacion se mencionan algunos productos biotecnoldgicos y transgenicos que existen en
el mercado y que son comercializados para diferentes fines, utilizandose tanto en paises

desarrollados como en desarrollo (Villalobos, 2008):

3l



Ingenieria en Alimentos

Para la salud humana: la insulina para la diabetes; el interferén para el tratamiento del
cancer; la vacuna para hepatitis B; la reproduccion de vacunas recombinantes y la

terapia genética.

Para el ambiente: el uso de microorganismos transgénicos para la degradacion de
plasticos y otros productos, incluyendo petréleo y metales pesados (bio-remediacion),
asi como el uso de bacterias transgenicas para la descontaminacion ambiental

(fitoremediacion) y la elaboracién de plésticos biodegradables.

Para cultivos agricolas: los cultivos transgénicos tolerantes a insectos y a herbicidas; la
clonacién de individuos superiores; el mejoramiento genético asistido para acortarlos
tiempos en la produccién de nuevas variedades; paquetes de diagndstico para
enfermedades; la biosintesis de ingredientes activos; la reduccion de pérdidas en post-
cosecha; la mejora en la calidad de los productos y la caracterizacion y conservacion
del germoplasma (variabilidad genética).

Para produccion animal: la caracterizacion del ganado por marcadores moleculares, la
confirmacion de paternidad, las hormonas de crecimiento, la manipulacion de genes
asociados a la calidad de la carne, el mejoramiento genético asistido, el transplante de
embriones, la clonacién de individuos superiores, el aumento de contenido de caseina
de la leche y el desarrollo de vacunas recombinantes para Newcastle, Fiebre Porcina
Clasica y Peste Bovina, la creacion de animales transgénicos para la obtencién de

productos industriales, farmacéuticos u érganos para transplantes.

Para produccion pesquera: la biotecnologia aplicada al sector pesquero permite el
incremento de las tasa de crecimiento de peces cultivados, mejorando su sistema de
produccion. La manipulacion del juego de cromosomas para incrementar el tamario,
sabor, induccién de la esterilidad (para evitar cruzamientos entre peces transgénicos y
no transgénicos); aplicacion de hormonas de crecimiento en carpas, salmones, tilapias

y otras especies; salmén transgenico con proteina anticongelante para ampliar su zona
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de distribucion (cabria destacar sin embargo, que a la fecha no existen peces

transgénicos disponibles comercialmente) (Villalobos, 2008).

¢COMO SE CREAN LOS CULTIVOS TRANSGENICOS?

En general, la clave para introducir con éxito el material genético funcional en el genoma de la
planta que se desea transformar implica no solo transferir el gen responsable de la expresion
del caracter de interés (que resultara en la sintesis de una proteina), sino también, la secuencia
que promueva la expresién de dicho gen. En principio, lo que se hace cominmente es primero
aislar el gen de interés, que gobierna un evento o caracteristica particular, como pudiera ser,
por ejemplo, la resistencia a insectos, color del grano, etc. En segundo lugar se identifican las
secuencias o regiones de genes que acompafaran al gen en cuestion, y que le ayudara en su
expresion en el individuo huésped en el momento y lugar adecuados; estos elementos

regulatorios se llaman promotores (Villalobos, 2008).

I Promotor I Gen de interés [ Terminador ]

transcripcion

RNA
Mensajero

traduccion

Proteina con
nueva funcion

(e]. insecticida

Figura 9. . Representacion esquematica de un gen exdgeno para la transformacion genética
de plantas (Villalobos, 2008).
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Esta secuencia que suma a los promotores, mas el gen que hara la transformacion, se debera
multiplicar en millones de copias, lo que se hace al introducir la construccion referida a
bacterias que posteriormente se cultivan y se multiplican rapidamente en grandes cantidades,
conteniendo la construccion que habrd de emplearse para la transformacién genética del
organismo de interés. En otras palabras, las bacterias se usan como vehiculo para clonar las
construcciones. Las construcciones clonadas se recolectan y preparan para obtener una
secuencia lineal de ADN (&cido desoxirribonucleico) y, asi, estar listo para ser introducido en

las células de la planta que se desea transformar (Villalobos, 2008).

Los conocimientos actuales sobre la Biologia Molecular permiten seleccionar algunos
controles para regular el funcionamiento del gen que se insertard en la planta. En algunos
casos se requiere que éste se exprese de manera permanente 0 que Su expresion esté
condicionada a la presencia de la luz, de la oscuridad o de un compuesto quimico en
particular. Igualmente, se puede requerir que sélo se exprese en un tejido especifico, como
hojas, frutos, flor, raiz, debiéndose usar el promotor adecuado para cada una de estas
situaciones (Villalobos, 2008).

Adicionalmente, dentro de la construccion se debe incluir un terminador que marque el final
del gen; esto es muy importante para que la maquinaria de lectura e interpretacion de la célula

reconozca donde termina cada gen y no se lean los subsiguientes (Villalobos, 2008).

Las técnicas mas comunes que permiten la creacion de las plantas transgénicas se explican a
continuacion:

Transformacion genética con Agrobacterium tumefaciens

Esta técnica es muy eficiente y se considera el primer método a emplear cuando no se tienen
antecedentes de transformacion de una planta. Agrobacterium tumefaciens es una bacteria del
suelo muy comdn e infecta las plantas en forma natural por medio de un mecanismo que es, de
hecho una forma natural de Ingenieria Genética. El proceso por medio del cual la bacteria
ataca a las plantas consiste en la insercion natural de un segmento de ADN de la propia
bacteria (que se conoce como T-ADN) al genoma de la célula huésped. Este segmento de
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ADN que viaja de la bacteria a la célula huésped es parte de un pldsmido de la bacteria
responsable de ocasionar un tumor en la planta cuando ésta tiene heridas y recibe el nombre de

plasmido Ti (del inglés Tumor inducer) (Villalobos, 2008).

Lo interesante de este mecanismo de infeccion es que el segmento insertado es capaz de
integrarse al genoma de la planta infectada y, una vez incorporado, puede procesarse en la
célula huésped, promoviendo la division celular sin control y originar el tumor (Figura 10)
(Villalobos, 2008).

Figura 10. Tumores causados por Agrobacterium Tumefaciens en plantas (Villalobos, 2008).

Una vez que los cientificos entendieron este mecanismo de infeccion natural por
intermediacion de Agrobacterium, lo han utilizado como un vehiculo eficiente para
transformar plantas, respetando las sefiales que indican donde se inicia y donde termina el
segmento de ADN que se transfiere a la planta (bordes del T-DNA), pero removiéndole los
factores (genes) responsables de la formacion del tumor y sustituyéndolo por nuevas
construcciones con pequefios segmentos de ADN que contienen genes de interés
agricola(Villalobos, 2008).
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Figura 11. Representacion esquematica de los prototipos de vectores que son usados para
la transformacion genética de plantas usando el sistema de Agrobacterium tumefaciens
(Villalobos, 2008).

En la Figura 11 se representa un evento de transformacion en el cual el T-ADN esta unido a un
cromosoma de la planta. Las flechas indican los extremos del ADN que sera transferido a la
planta. El vector contiene sitios de corte donde se puede insertar el gen de interés y un gen

marcador que permite seleccionar las células transformadas.

A través de este proceso ha sido posible crear plantas transgénicas resistentes a insectos, al
insertar un gen proveniente de la bacteria Bacillus thuringiensis (Bt), el cual codifica para una
proteina insecticida que controla algunos tipos de insectos dafiinos para los cultivos y respeta
la vida de otros benéficos como la mariposa Monarca, las abejas y otros polinizadores
(Villalobos, 2008).

La existencia de una fuerte pared celular ha obligado a desarrollar procedimientos especiales,
mas o menos complicados, para lograr la manipulacion genética de plantas (Gutiérrez, 2008).
Por un lado, se ha tratado de eliminar el obstaculo fisico que supone la pared celul6sica; por

otro, se han buscado procedimientos alternativos de transformacion que dirijan la entrada de
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DNA al interior celular incluso en presencia de esa pared (Perera, 2002). A continuacion se

resumen los pasos mas importantes de estos métodos.

e Transformacion de protoplastos: La eliminacion de la pared celular de las células
vegetales convierte a éstas en protoplastos, que, al estar rodeados solo por una
membrana plasmatica, capturan DNA exogeno mas facilmente. Los protoplastos se
pueden preparar a partir de células en suspension, de células de un callo o de tejidos
intactos mediante un tratamiento enzimatico con pectinasas, que rompen los agregados
y liberan las células, y con celulasas y hemicelulasas, que degradan la pared. Tras ellos,
los protoplastos se recogen por centrifugacion, se lavan y se separan de las células
intactas y de los restos celulares mediante sedimentacion a través de sacarosa. El
protoplasto puede regenerar la pared celular en un medio sélido nutriente; es un
proceso que se alarga entre cinco y 10 dias, tras lo cual empieza a dividirse, e incluso
puede llegar a regenerar una planta entera directamente o a través de la formacion de
callo (Perera, 2002).

e Transformacion de discos de hojas: esta técnica es una buena alternativa a la
regeneracion de plantas a partir de protoplastos. Cuando, a partir de una hoja, se
recortan pequefios discos (de algunos milimetros de didmetro), las células de su borde
tienen una gran capacidad regenerativa (ademas de ser facilmente transfectadas por el
sistema mas eficaz de transformacion en plantas, el de Agrobacterium tumefaciens).
Tras un periodo de dos a cuatro semanas, los discos se transfieren a medios que
estimulan la diferenciacidn celular y en los que se consigue la regeneracion de la
planta. El proceso completo, desde que se cortan los discos hasta que se tienen plantas
con raiz, puede llevar de cuatro a siete semanas, lo que es mucho mas rapido que la

regeneracion a partir de un cultivo de protoplastos (Perera, 2002).

Se realizan mediante la accién fisica de introducir la construccion en la célula huésped,

pudiéndose hacer diferentes maneras, que se describen a continuacion:
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Microinyeccién

Consiste en inyectar la construccion genética dentro del nucleo de la célula receptora o de un
protoplasto, por medio de una aguja microscopica de vidrio (Figura 12) (Villalobos, 2008).

Regeneracion de

plantas transgénicas Microinyeccién de

A\_n protoplastos con ADN

\‘*——1——/

Formacion de tejidos embriogénicos en
medio de cultivo selectivo

Figura 12. Transformacion genética por microinyeccion (Villalobos, 2008).

Electroporacion

Consiste en aplicar pulsos de electricidad que ocasionan cierta permeabilidad temporal en la
membrana de las células huéspedes y de su nucleo, lo que permite la entrada de la suspension
que contienen miles de copias de la construccion que se pretende introducir. Durante este
proceso las células a transformar estan suspendidas en dicha solucion (Figura 13) (Villalobos,
2008).
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ADN + Protoplastos

Aparato de
electroporacion

Descarga eléctrica

Seleccion de células
transformadas

Figura 13. Transformacion genética por electroporacion (Villalobos, 2008).

Biobalistica

Es un método muy comdn y consiste en preparar microproyectiles (generalmente de oro o
tungsteno), que se impregnan en la solucién que contiene la construccion genética y se
bombardean las células dentro de una cdAmara de vacio conocida como cafion o acelerador de
particulas. Los microproyectiles que contienen en la superficie la construccién, penetran las
celulas suspendidas en un medio de cultivo; el ADN entra en solucion y se promueve la
insercion del material genético a los cromosomas de la célula en forma aleatoria (Figura 14)
(Villalobos, 2008).

Acelerador de particulas
Sy Células transformadas
Y 7 s
. ) §
Camara I )
de vacio | Multiplicacion celular
|
\J

W | Microproyectil

all Regeneracion in vitro
a X 0w ok
o }

Microproyectiles ', LM

r s Planta transgénica
Tejido blanco !/v',.,-//"‘

Figura 14. Transformacidén genética por biobalistica (Villalobos, 2008).
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Como resultado de la aplicacion de cualquiera de los métodos de transformacidn descritos, se
tendré una linea de células transformadas (que han incorporado exitosamente la construccion),
que deberdn ser clonadas in vitro y posteriormente diferenciadas en plantas completas,

empleando las técnicas de cultivo de tejidos (Villalobos, 2008).

Las plantas obtenidas a partir de estas células transformadas también contendran una
secuencia adicional de ADN en su genoma, lo que caracteriza a las plantas transgénicas. Con
este principio, si la célula en cuestion es transgénica, las plantas diferenciadas a partir de ella
también lo serdn y heredaran este cardcter las siguientes generaciones, como si este “nuUevo

gen” hubiera estado en la planta durante todo su proceso evolutivo (Villalobos, 2008).

El trabajo de transformacion genética exitosa no termina con la incorporacion de un gen
exogeno en la celula transformada y se diferencie una planta adulta a partir de ella, esto es,
que llegue a su reproduccién sexual y que este caracter se herede a la siguiente generacion
(Villalobos, 2008).

Toda esta ingenieria no podria concluir sin la evaluacion de las plantas transformadas a nivel
de campo, en donde se analiza su comportamiento y se seleccionan, bajo estrictos criterios
agrondmicos, diferentes parametros como pueden ser el grado y sitio correcto de expresion del
gen. Ademas es necesario evaluar las caracteristicas agrondémicas de las plantas que se han
obtenido con el fin de evitar que por la introduccién aleatoria de la construccion se hayan
interrumpido secuencias de genes de importancia para la estabilidad y competitividad de la
planta transformada. Esta parte de la investigacion se hace en el campo agricola experimental,
por medio de la seleccion, y bajo escrupulosos parametros comparativos entre las plantas
transformadas, con sus hermanas no transformadas y bajo pruebas de resistencia al factor para
el cual se transformaron, como, por ejemplo, exponer experimentalmente las plantas a los
insectos que se pretende controlar y estudiar su grado de tolerancia o resistencia a este ataque.
Superadas estas pruebas y habiendo sido identificados los individuos con las caracteristicas
agronémicas programadas, se procedera a la multiplicacion de las plantas seleccionadas por
medio de semillas (reproduccion sexual), manteniéndose la evaluacion durante varios ciclos de

cultivo hasta asegurar que los criterios agronomicos seleccionados, son heredados en forma
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sexual a las generaciones subsiguientes. Las plantas transformadas y evaluadas
agronémicamente pasan por otra serie de andlisis igualmente esmerados que tienen que ver
con su inocuidad, en funcion del destino final del producto de la transformacion, sea para
alimentacion humana, animal o para la industria. Paralelamente se hacen los andlisis de riesgo
correspondientes para evaluar su impacto ambiental, con lo que se ha logrado obtener, por
ejemplo, plantas resistentes a insectos (Villalobos, 2008).

Esta resistencia se basa en la expresion de la proteina de la bacteria Bacillus thuringiensis (Bt),
que tiene propiedades insecticidas, ya que puede atacar a diferentes tipos de insectos. De
hecho, esta bacteria se ha usado en forma convencional por muchos afios como un mecanismo
natural para el control de insectos especificos. La Ingenieria Genética ha permitido insertar
eficientemente en el genoma de algunas especies agricolas el gen que codifica para la sintesis
de este insecticida, de modo tal que las plantas transformadas contienen, en forma enddgena,
su propio mecanismo para controlar determinado tipo de insectos que le son dafiinos, sin
afectar negativamente el ambiente, ni eliminar a los insectos benéficos. En otras palabras, las
plantas transgénicas producen su propio bioinsecticida, el cual, por su origen, es organico y

compatible con las técnicas de control biol6gico mas modernas (Villalobos, 2008).

Concluidas todas las etapas referidas, las nuevas variedades son registradas v, si es el caso, se

patenta la tecnologia que permitid tal avance cientifico tecnolégico (Villalobos, 2008).

1.2.5. La ingenieria genética molecular en la mejora de plantas

Por otro lado, también se hace énfasis a las técnicas con las cuales se lleva a cabo la
transformacion en plantas. Se tiene una amplia gama de técnicas de biologia molecular a las
cuales se les denominan "BLOTS". Todas se basan en la transferencia de material biologico de
un gel sobre una membrana porosa de una manera que preserva la forma en que se separa en el
gel. Hay una variedad de formas de hacer la transferencia de difusién positiva, ya sea
absorbiendo, succionando o de campo eléctrico (electro-transferencia) (Sector

Agroalimentario, 2003). A continuacion se explica en qué consiste cada una de estas técnicas:
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e Southern Blot: el nombre de la técnica deriva en parte del apellido del investigador que

la desarrolld6 (Edward M. Southern) y de la palabra inglesa Blot, que significa
traspasar. EI Southern Blot es una técnica que permite la identificacion (presencia o
ausencia) de secuencias especificas de DNA de diferentes fuentes e identificar el
tamafio del fragmento de restriccibn que contiene la secuencia (Sector

Agroalimentario, 2003).

Northern Blot: es una técnica de laboratorio que se utiliza para identificar y localizar
las secuencias de RNAm que son complementarias a un fragmento de DNA o RNA
Illamado sonda. Es bésicamente una prueba para detectar la presencia del RNA
mensajero en un tejido en particular y la cual permite también determinar el tamafio de
la trascripcion de ese RNA mensajero. El procedimiento se hace transfiriendo todo el
RNA mensajero de un tipo determinado de tejido desde un gel a una membrana de
nylon o nitrocelulosa. La presencia de un ARN en particular se detecta hibridizando
esta membrana con una sonda de &cido nucleico, generalmente de cDNA o rRNA del

gen de interés (Sector Agroalimentario, 2003).

Western Blot: Es una técnica inmuno-enzimatica que se utiliza para la deteccion de
proteinas. Se basa en la separacién de las proteinas de una muestra en funcién del
tamafio mediante una electroforesis en condiciones desnaturalizantes y una deteccion
posterior con anticuerpos especificos contra la proteina que se desea detectar, permite
determinar el contenido relativo de proteinas presente en diferentes muestras (Sector
Agroalimentario, 2003).

Dot Blot: Es similar al Northern con la diferencia de que el RNA no es sometido a
electroforesis sino que se sitla directamente sobre la membrana. Este tipo de analisis
requiere de un molde asociado a succion con vacio para colocar el RNA que puede
producir circulos o puntos. Esta prueba es muy util para estudiar un gran namero de
muestras, pero tienen la limitante de no ofrecer informacion sobre el tamafio de las
bandas del RNA hibridado (Sector Agroalimentario, 2003).
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1.2.6. Las secuencias 35S y T-NOS en eventos transgénicos

La deteccion cualitativa de los eventos transgénicos esta basada en la amplificacion de la
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) usando primers que reorganicen regulatoriamente
la region que se deriva de los promotores del Virus del Mosaico de Coliflor (CaMV) y del
terminador de la Nopalina Sintetasa de Agrobacterium tumefasciens (T-NOS), ambos
elementos son secuencias de DNA natural en hortalizas y microorganismos (Vijayakumar,
2009; Khachatourians; 2002; Cankar, 2008).

El andlisis funcional de un promotor requiere del conocimiento de secuencias de nucleotidos
en la region regulatoria; una buena vision de esta construccion es realizada bajo tres aspectos:
(@) el sujeto promotor tiene la funcion de analisis; (b) se reporta un gen; (c) se sefiala el
término de la transcripcion (Tagu, 2006). A comienzos de la década de 1980, Chua y
colaboradores en la Universidad Rockefeller aislaron el promotor responsable de la
transcripcion de todo el genoma del virus del mosaico de la coliflor (CaMV) que infecta los
nabos. El promotor fue nombrado CaMV promotor 35S, ya que se genera una transcripcion

viral impulsada por el promotor 35S (Stefanov, 1994).

El promotor 35S es un promotor constitutivo muy fuerte, que provoca altos niveles de
expresion de genes en las plantas dicotiledoneas. Sin embargo, es menos eficaz en
monocotiledoneas, especialmente en los cereales. Las diferencias en el comportamiento se
deben probablemente a diferencias en la calidad y/o la cantidad de factores de regulacién
(Patent, 2010).
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Nucleotide sequence of the CaMV 35S promoter

-343
5’ tgagactttt

gceocagetat
tecctacaaat

ctetgeococgac
gtggaaaaag
tgatatctee
aagaccctte

caacaaagdg
ctgtecacttt
gccatcattg
agtggtccca
aagacgttecc

(-343 to +1)

taatatccgg
attgtgaaga
cgataaagga
aagatggacc
aaccacgtct

aaacctcctce
tagtggaaaa
aaggccatcg
cccaccccac
tcaaagcaag
acaatceccac
ttcatttgga

-300
ggattccatt
ggaaggtggc
ttgaagatgc
gaggagcatc
tggattgatg
tatcecttege
gagga 3’

actgacgtaa gggatgacge
ct ggaagttcat
TATA box [

CAAT sedquences

+1

Figura 15. Secuencia de nucleétidos del promotor CaMv 35S (Patent, 2010).

El promotor responsable de la transcripcién de otra parte del genoma de CaMV, el promotor
19S CaMV, también se utiliza como un promotor constitutivo, pero no es tan ampliamente
utilizado como el promotor 35S (Patent, 2010; Cankar, 2008).

1.2.7. Aspectos ecolégicos

La agricultura de OGM es una categoria extensa y posee un rango amplio de aplicacion por tal
motivo se incluye una seguridad tanto ecoldgica como comestible. Ecolégicamente se refiere
al impacto de la agricultura de OGM en el ambiente, especialmente el impacto de la diversidad
bioldgica, en cuanto a una seguridad comestible envuelve la influencia de OGM que no

afecten la salud del ser humano (Deng, 2008; Margarit, 2006).

La ingenieria genética ha producido plantas de cultivo resistentes a las plagas, desde un cierto
punto de vista el medio ambiente es el que sale ganando, porque se disminuye el uso de
pesticidas; pero lo mas paraddjico es que las organizaciones que se han dedicado a proteger el
medio ambiente han sido las que se han opuesto de forma maés ruidosa a la introduccion de
estas plantas, a las que se denomina genéticamente modificadas. Como en el caso de la

ingenieria genética en animales, la dificultad del primer paso en biotecnologia vegetal consiste
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en lograr introducir el fragmento deseado de ADN (el gen util) en la célula vegetal y, después,
en el genoma de la planta (Watson, 2003). Tal como los biélogos moleculares descubren con
frecuencia, la naturaleza inventd un mecanismo para realizar esta tarea siglos antes de que los

bidlogos pensaran siquiera en ello (Gutiérrez Rosati, 2008).

1.2.7.1. Beneficios y riesgos de plantas transgénicas

El uso de los organismos transgénicos debe hacerse a partir de un riguroso anélisis de los
riesgos que puedan representar para el medio ambiente, la biodiversidad y la salud humana. El
analisis de riesgo es una técnica aplicada en muchas areas diferentes con el propoésito de
prevenir y minimizar efectos adversos y abarca tres etapas: evaluacion, manejo Yy
comunicacion del riesgo. La evaluacion de los riesgos derivados del uso de OGMs debe
considerar distintos &mbitos, particularmente el medio ambiente y la salud humana. Aunque
comUnmente no se evallan explicitamente los riesgos relacionados con actividades
socioeconémicas y culturales, éstos también pueden jugar un papel importante en la toma de
decisiones (Ortiz, 2002; Ortega, 2010).

Algunos de los factores que van a influir en los niveles de riesgo se relacionan con la
modificacion genética y como se llevd ésta a cabo, con el organismo modificado y con el
ambiente en donde se pretende liberar. Por lo anterior el andlisis de riesgo debe hacerse “caso
por caso” y “paso por paso”’, considerando en todo momento el trinomio “modificacion

genética, organismo receptor y medio ambiente de liberacion” (Ortiz, 2002; Garcia, 2008).

La evaluacion del riesgo considera sistematicamente las siguientes cuestiones: ¢cuales son los
dafios o efectos adversos que pueden ocurrir?, ;cudl es la probabilidad de que los dafios o
efectos adversos ocurran? — con su grado de incertidumbre asociado —, si los dafios o efectos
adversos ocurren ¢cuales son las consecuencias? y, con base en la deteccion de los posibles
dafos y efectos adversos, su probabilidad de ocurrencia y sus consecuencias, ¢cual es el riesgo
total?. Es dificil poder identificar todos los dafios o efectos adversos que pueden ocurrir, en

parte porque nos enfrentamos aun a niveles de incertidumbre considerables (Engels, 2002).
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Sin embargo, resulta un ejercicio ilustrativo identificar y medir algunos de los atributos que
pueden estar asociados a posibles efectos adversos, en los diferentes niveles de complejidad
bioldgica (Ortiz, 2002).

1.3. REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR) EN LA
DETECCION DE ORGANISMOS GENETICAMENTE MODIFICADOS

1.3.1. Descripcion

La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR, por sus siglas en inglés), desarrollada en 1983,
es un método enzimatico in vitro que permite amplificar fragmentos de DNA mil millones de
veces en unas pocas horas. Puede utilizarse con cantidades extremadamente pequefias de DNA
original, incluso con una sola molécula. La reaccion en cadena de la polimerasa ha
revolucionado la biologia molecular y es en la actualidad una de las técnicas moleculares mas
utilizadas. Es un método simple, rapido, flexible, al que pueden aplicarse un gran nimero de

variaciones que dependen del propdsito al que se aplica (Pierce, 2011).

1.3.2. Fundamento

La base de la PCR es la replicacion catalizada por una DNA polimerasa. En éste caso, la
replicacion tiene dos requisitos fundamentales: 1) un molde de DNA monocatenario a partir
del cual puede copiarse una nueva cadena de DNA y 2) un cebador con un grupo 3°-OH al que

puedan agregarse los nuevos nucleétidos (Pierce, 2011).

Debido a que una molécula de DNA consta de dos cadenas de nucleétidos, cada una de ellas
puede servir como molde para producir una nueva molécula y la cantidad de DNA se duplica
con cada replicacion. Los cebadores utilizados en la PCR son fragmentos cortos de DNA,
generalmente de 17 a 25 nucleétidos de longitud, que son complementarios a secuencias

conocidas en el molde (Pierce, 2011).
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Esta técnica de amplificacion in vitro se fundamenta en la repeticion ciclica de tres procesos

importantes:

1. La desnaturalizacion de las dos cadenas de DNA a una temperatura elevada (cerca de
95°C) para producir moléculas de DNA monocaterianas.

2. Lahibridacion (annealing) de cebadores oligonucleicos (o primers) complementarios a
las secuencias de los extremos del DNA a amplificar (para ello se disminuye la
temperatura a valores normalmente comprendidos entre 40 y 65°C).

3. La reaccion de elongacion a partir de los cebadores usando una DNA polimerasa

termoestable (para la Taq polimerasa la temperatura 6ptima es de 72°C) (Tagu, 2006).

Los productos de la elongacion se desnaturalizan de nuevo por accion del calor y se repite el
proceso, de manera que a cada ciclo el nimero de copias de DNA se dobla, obteniéndose 2"

moléculas después de n ciclos (Tagu, 2006).

1.3.3. Etapas de la PCR

Para llevar a cabo la PCR se comienza con una solucién que incluye el DNA diana, la DNA
polimerasa, los cuatro desoxirribonucledsidostrifosfato (ANTP: los sustratos para la DNA
polimerasa), los cebadores, iones magnesio y otras sales necesarias para que se produzca la

reaccion. Una reaccidn en cadena de la polimerasa tipica incluye tres pasos (Pierce, 2011).

En el paso 1, la solucion con DNA se calienta a temperatura elevada (por lo general, entre 90 y
100°C) para romper los puentes de hidrégeno entre las dos cadenas de nucle6tidos y producir

asi los moldes monocaterianos necesarios (Pierce, 2011).

En el paso 2, la solucion de DNA se enfria con rapidez a una temperatura de entre 30 y 65°C,
lo que permite a los cebadores adherirse a sus secuencias complementarias en las cadenas
molde (Pierce, 2011).

En el paso 3, la polimerasa puede sintetizar cadenas nuevas de DNA. Al finalizar este ciclo,
dos nuevas moléculas de DNA bicatenario se han producido por cada molécula original de
DNA (Pierce, 2011).
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Luego se repite el ciclo completo. Con cada ciclo, la cantidad de DNA se duplica. Una
molécula de DNA aumenta a mas de 1000 moléculas en 10 ciclos de PCR, a méas de un millon
de moléculas en 20 ciclos a mas de mil millones de moléculas en 30 ciclos. Cada ciclo se
completa en el término de unos pocos minutos; por lo tanto, en unas pocas horas se obtiene
una amplificacion grande del DNA. Una innovacion importante que facilité el uso de la PCR
en el laboratorio fue el descubrimiento de una DNA polimerasa que es estable a las
temperaturas elevadas utilizadas en el paso 1 de la reaccion. La DNA polimerasa proviene de
E. coli, utilizada en la PCR original, se desnaturaliza a 90°C. Por esta razon, en cada ciclo
deberia agregarse enzima nueva a la mezcla de reaccién. Este obstaculo se superé cuando se
aisld la DNA polimerasa de la bacteria Thermus aquaticus, que vive en los manantiales de
aguas calientes en el Yellowstone National Park. Esta enzima, apodada Taq Polimerasa, tiene
una notable estabilidad a temperaturas elevadas y no se desnaturaliza durante el paso de
separacion de las cadenas en la PCR; por esto puede agregarse a la mezcla al principio del

proceso y continua activa durante muchos ciclos (Pierce, 2011).

g
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Ciclo simple

Tiempo

Figura 16. Etapas de temperatura que se realizan en cada ciclo de la PCR convencional

Todo el ciclo de la reaccion comprende tres etapas principales. Estas son:

1. Desnaturalizacion del DNA para separar la doble cadena y obtener cadenas o hebras

sencillas, esto se obtiene a 94°C.
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Un comportamiento caracteristico observado en las disoluciones de DNA, cuando son
calentadas a partir de 80° o sometidos a pH &cido o alcalino, es una repentina pérdida de
viscosidad, acompafiada de un aumento de la absorbancia a 260 nm; éste fendmeno se
denomina desnaturalizacion o fusion por que tiene lugar bruscamente, a partir de una
temperatura determinada. Se produce a causa de la ruptura de los enlaces de hidrégeno que
mantiene apareadas a las bases nitrogenadas y de la alteracion de las interacciones
hidrofobicas entre ellas, 1o que conduce a una separacion total o parcial, de los filamentos de
DNA, obteniéndose hebras separadas en toda su extension (desnaturalizacion total) o en parte
(desnaturalizacion parcial), sin que se vea alterado el esqueleto covalente formado por los
enlaces entre el &cido fosforico y la desoxirribosa (Terjon, 2005).

No todas las moléculas de DNA experimentan el fendmeno de la desnaturalizacion de igual
manera, ya que depende de la composicion de las bases. Las cadenas con una alta proporcién
de pares G-C (guanina-citosina) muestran una temperatura de fusiéon mas elevada que las
poseen proporciones inferiores. La temperatura de fusién del DNA, en la mayoria de las
especies, varia entre 70°-100°C, cuando la proporcion de G-C sobre el total de nucle6tidos
aumenta entre el 20%-80%. De ello se deduce que las regiones en la cadena de DNA, ricas en
pares A-T (adenina-timina), son las primeras en desnaturalizarse (Terjon, 2005).

2. Hibridacion, templado o anillamiento (annealing) especifico de cada hebra sencilla
con un oligonucle6tido predeterminado, generalmente se da a los 60°C (Gonzélez,
2006). Cuando la desnaturalizacion se completa, la hibridacion tiene lugar en dos
fases, una primera muy lenta que forma al azar un fragmento corto en doble hélice vy,
posteriormente una segunda fase mas rapida de apareamiento a partir del fragmento
inicial, reproduciendo finalmente la doble cadena completa. EI apareamiento de hebras
complementarias responde a un proceso cooperativo en el que intervienen
interacciones hidrofdbicas y establecimiento de puentes de hidrégeno entre las bases
nitrogenadas, siguiendo una ley de complementariedad, pero en ningun caso tiene

caracter especifico siendo independiente de la procedencia del DNA (Terjén, 2005).
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3. Replicacion, elongacion, extension o polimerizacion de la hebra sencilla por una DNA
polimerasa a partir del oligonucledtido especifico llamado cebador o primer, para Taq
polimerasa se observa a los 72°C (Gonzélez, 2006).

Llevando la disolucion a una temperatura adecuada y en presencia de un gran exceso
molar de los cuatro dNTPs, la polimerasa elonga el sustrato cebado. En los primeros
ciclos se sintetizan largas moléculas, pero en repeticiones posteriores, la elongacion
empezara a encontrarse limitada por la longitud del molde que, a su vez, aparecera fijada
por el segundo cebador. A medida que se repite el ciclo, la mezcla de productos se
enriquece progresivamente en la especie molecular que incorpora en sus extremos a

ambos fragmentos cebadores (Perera, 2002).

1.3.4. Componentes para llevar a cabo la PCR

La reaccion de PCR se prepara mezclando algunos componentes y afiadiendo agua
desionizada, hasta alcanzar el volumen deseado y la concentracion requerida de cada
componente. Existen Kkits comerciales que taren los componentes premezclados, lo que

simplifica notablemente el proceso (Gonzélez, 2006).
Para la realizacion préctica se precisan en la mezcla de la reaccién los siguientes reactivos:

e Los cuatro dNTP’s, como sustrato para la sintesis de copias del DNA, deben ir

acompafados de Mg," (CIMg) para ser reconocidos por la polimerasa.

e Dos oligonucledtidos de cadena sencilla, generalmente sintéticos de 18 a 30
nucleotidos. Sus secuencias deben de ser complementarias, respectivamente, a los dos
extremos 3"de la region diana, uno en cada hebra, de modo que los oligonucleétidos
puedan actuar como cebadores para la replicacion de las dos hebras en la region diana.
Por ello, no se puede amplificar una region de DNA si no se conoce la secuencia de sus
dos extremos. De hecho, es la posicién donde hibridan los cebadores la que define la
longitud del fragmento que se amplifica (secuencia diana). La composicién de bases de
los cebadores es importante por el efecto que tiene sobre la estabilidad del hibrido; lo
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ideal es que tengan un 50% de GC. Si el porcentaje es inferior interesa que tenga una
mayor longitud, para evitar una baja temperatura de fusion (Perera, 2002).

Deben evitarse secuencias con bases repetidas (mas de tres o cuatro seguidas), para
dificultar uniones no correctas. Hay que reducir la posibilidad de formacion de
estructuras bicatenarias no productivas, bien intramoleculares (cebadores con
estructura secundaria) o intermoleculares (cebadores parcialmente complementarios
entre si).Los cebadores han de estar presentes en la reaccion a una concentracion
adecuada. Su ausencia detiene el proceso de amplificacion, pero en cantidad excesiva
puede provocar su union inespecifica y la amplificacion de secuencias no deseadas
(Perera, 2002).

e Una enzima DNA polimerasa termoestable, es decir, enzimaticamente activa a
temperaturas relativamente altas. Esto permite que actle en ciclos cortos sucesivos sin
inactivarse; ademas, la replicacion a temperaturas elevadas impide la formacion de
hibridos parcialmente dispares y contribuye a la especificidad y rendimiento del
proceso. La enzima mas utilizada es la Taqg DNA polimerasa, que procede de la
bacteria Thermophilus aquaticus. Tiene como inconveniente el carecer de actividad
correctora de pruebas, por lo que la frecuencia de errores es superior a la de la
replicacion (tasa de 1 error por cada 500 mil nucleétidos incorporados); de ahi que en
ciertas ocasiones es sustituida por otra enzima DNA polimerasa termoestable
(Gonzalez, 2006).

1.3.5. Evaluacion de PCR por electroforesis

La accién de una enzima de restriccion sobre una molécula de DNA genera lo que se conoce
como fragmentos de restriccion. Estos fragmentos pueden separarse en funcion de su tamafio
en geles de agarosa o acrilamida. La mezcla de fragmentos resultante de la digestion se
deposita en un extremo del gel y se somete a un campo eléctrico (Tagu, 2006).

Las moléculas de DNA (cargadas negativamente debido a los grupos fosfato presentes) migran
en el campo eléctrico hacia el anodo. Al pasar a través de la red de agarosa o acrilamida, se
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separan segun su tamafio: las moléculas mayores se retienen méas que las moléculas pequefias
y migran més lentamente en el gel. La acrilamida tiene una capacidad separadora superior, sin

embargo, dada su toxicidad su uso es mas delicado (Tagu, 2006).

Para visualizar los fragmentos de DNA después de la electroforesis, el gel se sumerge en una
solucion que contiene bromuro de etidio. Esta molécula se intercambia entre las bases de los
acidos nucleicos y emite fluorescencia roja-naranja cuando se excita con luz ultravioleta. Una
vez tefiido, el gel se analiza bajo una lampara U.V. y las moléculas de DNA complejas al
bromuro de etidio se vuelven visibles. Dado que las distancias de migracién son
proporcionales al logaritmo del numero de bases, se puede determinar el tamafio de los
fragmentos de restriccion comparando su movilidad electroforética con la de fragmentos de
DNA de tamafio conocido (marcadores de peso molecular). Existen también marcadores que

permiten estimar la cantidad de DNA de cada fragmento de restriccion (Tagu, 2006).

En algunos casos el DNA se marca, antes de la electroforesis, por incorporacién de un is6topo
radioactivo, lo que permite una facil deteccion por autorradiografia: las particulas energéticas
emitidas por el radio-is6topo impresionan una pelicula fotografica colocada sobre el gel. El
revelado de la pelicula es el de una pelicula fotografica normal y se obtienen sefiales (bandas)
negras correspondientes a las moléculas radioactivas (Tagu, 2006).
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CAPITULO II. METODOLOGIA EXPERIMENTAL

2.1. Cuadro metodologico

(OBJETIVO GENERAL:Diseriar una técnica para detectar la posible presencia de sitomate genéticamente modificado en productos
cuya etiqueta reporte el uso de jitomate tradicional, por medio del método de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) que permita
amplcar ¢ identificar reiones especificas localizadas en el DNA recombmante pemutiendo asi la identificacion de una manspulacion

genética.

|

|

|
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2.1.1. Descripcion del cuadro metodolégico

OBJETIVO GENERAL

Disefiar una técnica para detectar la posible presencia de jitomate genéticamente modificado
en productos cuya etiqueta reporte el uso de jitomate tradicional, por medio del método de la
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) que permita amplificar e identificar regiones
especificas localizadas en el DNA recombinante permitiendo asi la identificacién de una

manipulacion genética.

OBJETIVO PARTICULAR 1

Disefiar los primers que delimitaran la zona de amplificacion del jitomate tradicional y el
genéticamente modificado por medio de programas bioinforméaticos para establecer el
programa de amplificacion de PCR con los parametros éptimos que permitan la correcta

replicacion de DNA.

ACTIVIDAD 1. Obtener la secuencia de DNA mitocondrial del jitomate.

La secuencia de DNA mitocondrial se obtendra en las bases de datos del Gen Bank.

ACTIVIDAD 2. Corroborar la existencia de las secuencias de los primers en el genoma del

jitomate.

Se realizara una alineacion de secuencias por medio del programa bioinforméatico BLAST.

ACTIVIDAD 3. Seleccionar el par de primers para analizar las muestras, con programas

bioinforméticos por medio de los cuales se selecciona una regién especifica de la especie en

estudio para el disefio de PRIMERS frontal y reverso que permitiran la amplificacion de la
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zona de interés. El programa que permite el disefio de PRIMERS proporciona las condiciones

adecuadas para el programa de amplificacion.

ACTIVIDAD 4. Calcular la Ty, (temperatura media) de hibridacién, debido a que el programa

proporciona una T, para cada primer frontal y reverso, y se necesita una sola para programar

el termociclador. La férmula para este calculo se muestra a continuacion:

Tm=4(ndimero de G + numero de C) + 2 (nUmero de A+ namero de T)

Cuando la temperatura media calculada excede los 65°C es ampliamente recomendable
utilizar temperaturas con 1-5°C por debajo de la calculada, tomando como limite maximo una
temperatura de 65°C, ya que temperaturas superiores podrian causar otras hibridaciones en la
prueba de PCR.

OBJETIVO PARTICULAR 2

Extraer y cuantificar el DNA total de los controles positivos y de las muestras de jitomate

fresco y productos que seran analizados, para su posterior andlisis por PCR.

La extraccion se llevara a cabo por medio del método fenol-cloroformo-alcohol isoamilico
(protocolo propuesto por Sambrook) el cual se basa en la disolucion del tejido de la muestra
usando detergentes y proteinasa K, desnaturalizacion de proteinas y polisacaridos con fenol-
cloroformo-alcohol isoamilico, seguido de la precipitacion de DNA con etanol frio y su
solubilizacion con agua libre de nucleasas, para posteriormente cuantificarlo por medio de un

espectrofotometro evaluando la absorbancia a 260nm.

ACTIVIDAD 1. Extraccién de DNA a las muestras por medio del protocolo propuesto por

Sambook.
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Muestras a extraer DNA (controles positivos,
jitomate fresco de 3 vanedades y 10 muestras
de productos procesados.

0

Solucion de lisis
Proteasa [20 mg/ml]

Incubar en termoblock. T°=50°C, t'= 2 hrs.
Desactivacion de enzima T*=60"C t =1 hr.

L}

Adicion de fenol-cloroformo-alcohol isoamilico.
Centnfugcion RPM=10 000, t'=10 mins.

Adicion de etanol frio.
Centnfugacion RPM=10 000, t'=10 mins
Eliminacion de etanol.

O

Cuantificacion de DNA por absorbancia a 260nm.

Figura 17. Método de Sambrook para la extraccion de DNA.

ACTIVIDAD 2. Cuantificar el DNA mediante un espectrofotdmetro a una absorbancia de 260

nm. El equipo utilizado y su software de trabajo proporcionan con 2ul de muestra la

absorbancia a 260/280nm y ademas calcula la concentracion de DNA en ng/pl.

OBJETIVO PARTICULAR 3

Comprobar la eficiencia de los primers seleccionados para jitomate tradicional vy
genéticamente modificado por medio de la técnica de PCR.

ACTIVIDAD 1. Aplicar la técnica de PCR a las muestras de jitomate fresco y al control

positivo genéticamente modificado. Se llevara realizara en un termociclador, dicho equipo

realiza los cambios de temperatura necesarios para que pueda llevarse a cabo la reaccion. Los
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primers para el genéticamente modificado no seran disefiados ya que se cuenta con ellos en el

laboratorio.

ACTIVIDAD 2. Realizar electroforesis horizontal a 60V en gel de agarosa [2%] para jitomate

tradicional y [1%] para genéeticamente modificado.

ACTIVIDAD 3. Visualizacion de geles bajo luz UV en transluminador. Se esperan

amplificados de 384 pb para jitomate tradicional y para el genéticamente modificado de 195
pb para CaMv y 180 pb para T-NOS.

OBJETIVO PARTICULAR 4

Evaluar la especificidad de los primers de jitomate tradicional utilizando especies

filogenéticamente cercanas.

ACTIVIDAD 1. Aplicar técnica de PCR a especies genéticamente cercanas al jitomate: chile

verde, tomate verde y papaya.

ACTIVIDAD 2. Realizar electroforesis horizontal a 60V en gel de agarosa [2%)].

ACTIVIDAD 3. Visualizacion del gel bajo luz UV en transluminador. Se espera un

amplificado de 384 pb solamente en el carril del gel en donde esté situada la muestra con
DNA de jitomate, es importante que el unico amplificado que se obtenga sea el de jitomate, de
no ser asi los primers no son especificos para esta especie y tendran que ser disefiados

nuevamente.
OBJETIVO PARTICULAR 5

Aplicar la técnica de PCR a las muestras de DNA obtenidas en el Objetivo particular 2 para la

identificacion de jitomate transgénico.

ACTIVIDAD 1. Aplicar el protocolo establecido en el Objetivo particular 4 a las muestras

obtenidas en el Objetivo particular 2.
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Para jitomate fresco se realizara la PCR con los primers para amplificar el promotor CaMv y

T-NOS, los amplificados que se esperan son 195 pb y 180 pb respectivamente.

Para las muestras de productos se realizardn dos PCR: La primera se realizard con los primers
de jitomate para asegurar que el DNA extraido pertenece a esta especie, una vez confirmado lo
anterior se llevara a cabo la segunda PCR con los primers de CaMv y T-NOS para identificar

la presencia de alguna modificacion genética mediante la amplificacion de estas secuencias.

ACTIVIDAD 2. Una vez realizado lo anterior se podra determinar cuales de las muestras tanto

de jitomate fresco como procesado han sido modificadas genéticamente. El factor para hacer
esta determinacion sera el amplificado de las secuencias CaMv y T-NOS. Es importante
mencionar que la metodologia planteada en este trabajo, es solo para identificar la presencia
de organismos genéticamente modificados usando CAmV y T-NOS para la correcta expresion
del gen o genes introducidos, sin embargo la metodologia no identifica que gen o genes han

sido insertados.

2.2. MATERIALES Y METODOS

2.2.1. Muestras requeridas

Para llevar a cabo lo planteado en el cuadro metodoldgico se requeriran de dos tipos de
muestras la primera serd material bioldgico en estado fresco: Se estudiardn 3 variedades
diferentes (bola, cherry y saladet) obtenidas en 3 lugares diferentes (SAMS Club, COSTCO y
Walmart) dando un total de 9 muestras; y la segunda 10 productos procesados que contengan
el material en estudio (2 salsas tipo catsup de diferente marca, salsa tipo barbecue, jugo
clamato, 2 purés de jitomate de diferente marca, jitomate enlatado, sazonador de jitomate,
jitomate machacado envasado, salsa organica de jitomate) procedentes de diversos centros de
distribucion. Esta division es para llevar a cabo las actividades y estudios pertinentes de una

manera mas concreta y sencilla.
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e Material bioldgico

Tabla 2. Muestras de jitomate fresco analizadas.

DESCRIPCION
Jitomate fresco de un mercado sobre ruedas. (control interno)
Jitomate fresco de un mercado sobre ruedas. (control interno)
Jitomate variedad “bola” comprado en COSTCO.
Jitomate variedad “bola” comprado en Sams Club.
Jitomate variedad “bola” comprado en Walmart.
Jitomate variedad “cherry” comprado en COSTCO.
Jitomate variedad “cherry” comprado en Sams Club.
Jitomate variedad “cherry” comprado en Walmart.
Jitomate variedad “saladet” comprado en COSTCO.
Jitomate variedad “saladet” comprado en Sams Club.
Jitomate variedad “saladet” comprado en Walmart.
Maiz genéticamente modificado (control interno)
Chile verde ( prueba de especificidad)
Papaya (prueba de especificidad)

Tomate verde (prueba de especificidad)

NOMBRE DE LA
MUESTRA

J1
J2
J3
Js1
Js2
Ja
Jaa
Ja2
Js
Js1
Js2
MT
Ch
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e Productos procesados

Tabla 3.Muestras de productos derivados de jitomate analizadas.

NOMBRE DE
LA MUESTRA

My

M,
M3

My

Ms

Me

M-
Mg

Mg

Mio

DESCRIPCION MARCA
Salsa de jitomate para
Hunts
pasta
Salsa de jitomate catsup Heinz

Jugo Clamato Grupo pefafiel

Salsa Barbecue Hunts

Puré de jitomate La costefia

Salsa organica de ; ;
y ClassicoOrganic
Jitomate

Jitomate frito Deliciosos CIDACOS

Caldo de jitomate Knorr

Jitomate entero pelado

Deliciosos CIDACOS
enlatado

Jitomate pelado 5
La costena
machacado

LOTE

2123120003 HTA 1
12:12

1L1517:23
#B5 120506 13:21

21022215100T
02:58K2

L14PC08:11 OP

G01G18 2010 A8

032803 12:5701
2242A1 22:29

027003 19:2701

L15TT 12:050P
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2.2.2. Reactivos, material de laboratorio y equipos

REACTIVOS

Agarosa

Agua libre de nucleasas

Blue orange

Bromuro de Etidio

Enzima proteinasa K a concentracion de 20 mg/Ml

Etanol frio

Marcador de peso molecular

Master Mix

Mezcla Fenol-Cloroformo-Alcohol isoamilico, en proporcion 12:24:1
Primers

Solucién de lisis (Tris base 50Mm, p H =8, EDTA 0.1M, SDS 0.5%)
Soluciones de DNA

TAE 1X

MATERIAL DE LABORATORIO

Espatula

Gradilla

Kit de micropipetasRainin de 0.5 — 1000 pl
Matraz Erlenmeyer de 250 ml

Mortero con pistilo

Puntas para micropipetas esterilizadas
Plumén de punto fino

Sevitoallas

Tubos eppendorff esterilizados

Tubos para PCR esterilizados
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EQUIPO

e Agitador VortexGenie K-55-G

e Balanza analitica elctronica, Cole parmer PR410 Equipar

e Céamara de electrophoresis

e Fuente de poder, Bio-Rad PowerPac 200

e Horno de microondas marca Panasonic

e Microcentrifuga, Minispin plus eppendorf 14 000 rpm

e Nanoespectrofotometro, Accesolab Nano Drop ND-1000.

e Termoblok, Thermomixer compact Eppendorf

e Termociclador

e Transluminador marca Cole Parmer, modelo 9814 series tables
Equipo de fotografia para luz UV marca Kodak Digital Science (camara fotografica
DCA40, software: Kodak Digital science 1D version 2.0.2).

2.2.3. Metodologia

2.2.3.1. Extraccién de DNA por el método de Sambrook

Para la extraccion de DNA se empled el protocolo clasico de Sambrook, J. Este protocolo se
basa en la disolucién del tejido de la muestra usando detergentes y proteinasa,
desnaturalizacion de proteinas y polisacéaridos con fenol, cloroformo y alcohol isoamilico,
seguido de la precipitacion de DNA con etanol frio (Sambrook, 2001).A continuacion se

describe el protocolo completo:

e Disgregacion del tejido

Para ello se trituraron las muestras con la ayuda de un mortero, se pesaron 125mg de cada

muestra triturada en un tubo eppendorff, se adicionaron 1250ul de solucion de lisis y se

62



Ingenieria en Alimentos

agitaron los tubos en vortex hasta que se visualizaron fragmentos mas pequefios, se
adicionaron 7ul de enzima Proteinasa K a cada tubo y se pusieron a incubar a 50°C en
termoblock por dos horas, finalmente se elevd la temperatura a 60°C por una hora con la

finalidad de desactivar la enzima.

Al salir las muestras del bafio seco se tomd aproximadamente la mitad de cada tubo y se
colocd en otro tubo eppendorff nuevo, por lo tanto se obtuvieron dos tubos con la misma

muestra, con la Unica finalidad de tener una réplica de la extraccion.
e Desnaturalizacion de proteinas y polisacaridos

Una vez divididas todas las muestras en dos tubos, se adiciono a cada tubo 2500ul de la
mezcla fenol-cloroformo-alcohol isoamilico para desnaturalizar y desprender las proteinas y
polisacéridos de la pared celular, para esto fue necesario agitar los tubos suavemente para que
dicha mezcla pudiera interactuar de forma adecuada con los demas componentes. Enseguida
se centrifugaron las muestras en la microcentrifuga a 10 000 rpm durante diez minutos a
temperatura ambiente para obtener dos fases: una fase formada principalmente de lipidos y
proteinas y una fase acuosa en la que el componente de interés fue el DNA. Se recuperaron las
fases acuosas situadas en la parte superior de cada tubo y se trasladaron a tubos eppendorff
esterilizados.

e Precipitacion de DNA

Se adicionaron 1500pul de etanol frio a cada tubo que contenia la fase acuosa recuperada, se
agitaron suavemente y se centrifugaron a 10 000 rpm durante diez minutos para precipitar el
DNA por la diferencia de densidad con el etanol. Enseguida se decant6 el etanol y se dejo
secar el DNA en la incubadora a 37°C, y se pudo visualizar pegado en cada tubo en la parte
posterior como una mancha blanca muy tenue. Finalmente se adiciono agua libre de nucleasas

para re-suspender el DNA y se agito suavemente el tubo hasta diluir totalmente el DNA.
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2.2.3.2. Cuantificacion de la concentracion de DNA por absorbancia

Este método es util para preparaciones de acidos nucléicos altamente puras, pues se detecta
cualquier compuesto que absorbe la luz significativamente a 260nm, lo cual incluye, por
ejemplo: DNA, RNA, EDTA y fenol. La relacion de absorbancia 260/280nm se utiliza como
prueba de contaminacion de una preparacion de DNA y RNA con proteina, puesto que los
aminoacidos aromaticos absorben la luz a 280 nm. En este caso, sélo un nivel significativo de
proteina en la preparacion puede causar un cambio significativo en la relacion de absorbancia

de ambas longitudes de onda (Sambrook, 2001).

Para cuantificar la cantidad de DNA, las lecturas se toman a 260/280 nm. La lectura de 260
nm permite el calculo de la concentracidn de acidos nucléicos en la muestra. Una unidad de
densidad oOptica corresponde a aproximadamente 50 ug/mL de DNA de doble hebra. La
relacion entre las lecturas a 260/280 nm proporciona un estimado de la pureza de los &cidos
nucleicos. Preparaciones puras de DNA tienen valores de 1.8, mientras que valores de 2,
muestran la existencia de preparaciones puras de RNA. Si existe contaminacion significativa
con fenol o proteinas, la relacion 260/280 sera menor de 1.8, entonces no se puede cuantificar
el DNA presente en la solucién (Sambrook, 2001). La cuantificacion se llevd a cabo de la

siguiente manera:

En primer lugar se encendio el espectrofotometro Nanodrop y se colocaron 2ul de agua libre
de nucleasas en el sensor para iniciar el equipo. Este equipo se encuentra conectado a una
computadora, y el programa utilizado fue “Nanodrop” en la opcion de acidos nucleicos. Antes
de realizar la medicion a las muestras se colocaron nuevamente 2ul de agua libre de nucleasas
en el sensor y se seleccionod la opcion “blanco”, se dejo que el equipo realizara la lectura y
todos los valores fueron cero, lo cual indico que el equipo estaba listo para realizar la lectura
de las muestras. Una vez realizado lo anterior se limpi6 el sensor equipo con una servitoalla y

se colocaron 2ul de cada muestra para que el equipo realizara la medicion. El equipo
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proporciono diferentes valores, siendo los de interés la relacion 260/280= 1.8 el valor ideal y

la concentracion de DNA expresada en ng/ul.

2.2.3.3. PCR

Es un método enzimaético in vitro que consiste en amplificar determinadas secuencias del
ADN por medio de pares de secuencias cortas que bordean el fragmento de ADN diana. La
técnica de la PCR se basa en la estructura molecular y en el modo de sintesis del ADN
(Ducauze, 2006).

La preparacion de las muestras para la reaccion se prepard de acuerdo con el protocolo que
precisa Promega kit de PCR (Tabla 4).

Tabla 4. Componentes de la PCR, preparacion de la reaccion.

COMPONENTE CANTIDAD (pl)
Master Mix 12.5
Primer F 0.5
Primer R 0.5
DNA 1-5
H,O libre de nucleasas La necesaria para completar 25 pl

La reaccidn se prepar6 en un solo tubo de acuerdo a lo especificado en la tabla 4, con todas las
cantidades requeridas segun el nimero de muestras analizadas (excepto el DNA), se mezcld
con un pulso en la microcentrifuga y se repartié equitativamente entre el nimero de tubos para
cada muestra. Enseguida se agreg0 a cada tubo su cantidad correspondiente de DNA o agua en
el caso del blanco y se marcd cada tubo con un plumén de punto fino, se mezcl6 en la

microcentrifuga y se llevo al termociclador.

65



Ingenieria en Alimentos

PROGRAMACION DEL TERMOCICLADOR

Se programé segun la temperatura media de los cebadores (“PRIMERS”) y la enzima del
“Master Mix”, los tiempos y nimeros de ciclos segun la referencia bibliografica base o los
resultados obtenidos segun la experimentacion.

Los primers para identificar jitomate fueron disefiados por medio de un programa
bioinformatico, y en base a eso se disefid el programa de amplificacién de PCR, el tiempo de

este programa fue de 2 horas y 30 minutos (Figura 18).

30 CICLOS

95=C 85=C 7I8C

1 min lmi-“-\ S mins. 4=C

i}

Figura 18. Programa de amplificacidn para jitomate fresco

Para las parejas de primers para detectar jitomate transgénico, se ocupO un programa de
amplificacion que ya habia sido disefiado en trabajos anteriores (Figura 19), ambos se
trabajaron con una temperatura media de 60°C debido a que en ambos casos se presenta una
temperatura inferior y una superior por lo cual se adapté a la temperatura Optima, este
programa se llevd a cabo en un tiempo de 3 horas y 30 minutos, ya que se trabajo con 40

ciclos.

66



Ingenieria en Alimentos

40 CICLOS

04=C 045C

5 mins. 2 mins. \,

Figura 19. Programa de amplificacidn para jitomate transgénico

2.2.3.4. Electroforesis horizontal en gel de agarosa

Preparacion del gel de agarosa

La concentracion de los geles preparados fue de acuerdo al tamafio de amplificado de la
muestra, a fragmentos grandes les corresponden concentraciones bajas y viceversa a
fragmentos pequefios les corresponden altas concentraciones. Los geles utilizados fueron
preparados de la siguiente manera:

Se pesd la cantidad de agarosa segun la concentracién del gel, se vertio en un matraz
Erlenmeyer de 250 ml y se adiciono la cantidad necesaria de TAE 1X. Después se calent6 en
microondas hasta lograr una solucidn traslucida y sin grumos cuidando que la solucién no
Ilegaré al punto de ebullicion. Se dejé enfriar la solucion y se agregé una gota de bromuro de
etidio. Se colocd el peine en la caja para el gel y se verti6 la solucion cuidadosamente y sin
formar burbujas, una vez llena la caja se dejo solidificar el gel. Finalmente se colocé el gel en

la cdmara de electroforesis y se cubrié con solucién TAE 1X.

Cargay corrida del gel de agarosa por electroforesis horizontal
En un trozo de parafilm se colocé por nimero de muestras lo siguiente:

Colorante blue orange+ marcador de peso molecular (solo en el primer carril del gel +bromuro

de etidio+ blanco o muestra de DNA
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Tabla 5. Cantidades para cargar el gel de electroforesis.

COMPONENTE CANTIDAD (pnl)
Blue orange 3
Bromuro de Etidio 3
Marcador de peso molecular (solo para el primer carril) 5
Muestra S

El tiempo que se dejo correr cada gel, fue de acuerdo al tamarfio de banda de los “PRIMERS”

utilizados.

Se cargd cada gel poniendo 3uL de Bromuro de Etidio, 3uL de Blue orange y 5uL del
marcador de peso molecular solo para el primer carril y 5uL de muestra en el resto de los

pocillos.

El Bromuro de Etidio es un colorante fluorescente altamente toxico esencial para la tincion de
DNA en el gel. Esta molécula se intercala entre las bases apiladas del DNA creando una
union del tipo Vander Waals con las bases de la cadena. Despueés de la insercion dentro de la
hélice, el colorante permanece perpendicular al eje helicoidal teniendo contacto con la base
superior e inferior. La posicién arreglada de la molécula y su proximidad a las bases causa
que el colorante exhiba un campo fluorescente (Benitez, 2004).

El colorante Blue orange 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 (Benitez, 2004).

1. Tapar y conectar los electrodos (- +)

2. Programar la fuente de poder a 60V y correr.
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2.2.3.5. Visualizacion de los geles

Una vez transcurrido el tiempo de la electroforesis, se sacaron y escurrieron los geles con
cuidado de no romperlos, enseguida se colocaron los geles cuidadosamente dentro del
transluminador, se cerrd la puerta y se encendio el equipo. Finalmente se enfocaron los geles

y se tomaron las fotografias a cada gel.

Figura 20. Camara fotografica y transluminador
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CAPITULO III. RESULTADOS Y
DISCUSION

A continuacion se presentan los resultados por objetivo:
OBJETIVO PARTICULAR 1. Disefio de primers.

La pareja de primers seleccionada para amplificar el citocromo b del mtDNA (DNA
mitocondrial) del jitomate se muestra en la figura 21. Los detalles de este disefio se muestran

en el anexo 1.

Primer pair 44

Sequence (551 Templatestand  Length Start Stop Tm GC% Self complementarity  Self ¥ complementarity
aprward primer | TGCAGCCATCCGCATCTGGTTT Pls 4 M % M5 000

abgverse primer  TGTCAGCTGTCCCCACARAGCAT Ninus O BT B SRTEPRLTIAN 0
Product length 384

Figura 21. Par de primers seleccionados para amplificar jitomate

La figura 21 muestra el par de primers seleccionados. De lado izquierdo se observan las
secuencias de ambos primers frontal (F) y reverso (R), el porcentaje de guanina-citosina (G-C)
es de 54.55% para el frontal y de 52.17 para el reverso. El producto amplificado tiene un
tamafio de 384 pb. El célculo de la temperatura media T, para establecer el programa de PCR

se muestra a continuacion:

Tm=4(ntmero de G+ namero de C) + 2 (nimero de A+ nimero de T)
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Para primer frontal (F):
Secuencia5’a3": TGCAGCCATCCGCATCTGGTTT

Te= 4(12) + 2(10)
Te=68°C

Para primer reverso (R):
Secuencia5a3": TGTCAGCTGTCCCCACAAAGCAT

Tr= 4(12) + 2(11)
Tr=70°C

Para temperatura media:

_TryTy _ 68°C+70°C
Tm= 2 2

Tm=69°C
En este caso como la temperatura calculada es de 69°C para el programa de PCR se utilizara

una temperatura 5°C por debajo es decir 65°C.

30 CICLOS

1 min 1 min. 65°C 1min. S mins. N 4°C

30 seg. o

Figura 22. Programa de PCR establecido para jitomate

OBJETIVO PARTICULR 2.Extraccion y cuantificacion de DNA.

Se realizé la extraccion de DNA a las siguientes muestras:

71



Ingenieria en Alimentos

Figura 23. DNA extraido de productos derivados de jitomate

Después de la extraccion de DNA de las muestras se cuantificd el DNA, para las muestras con
concentraciones altas de DNA se realizaron diluciones con agua libre de nucleasas para ajustar

la concentracion a 60 ng/pl o a valores lo mas cercano posible. Los resultados obtenidos

fueron:
Tabla 6. Cuantificacion de DNA en muestras de jitomate fresco.

NOMBRE DE LA Relacion
MUESTRA [ ng/pl] Relacion [ ng/pl] dilucién 260/280
260/280 dilucién

J1 977.12 1.784 59.77 1.75

Js 1114.76 1.87 64.06 1.82

J3 3310.3 1.98 62.12 181

J31 2180.9 1.89 61.05 1.81

J32 3122.5 1.99 59.92 1.83

Ja 2787.5 1.91 62.23 1.81
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Ja1 2126.3 1.85 61.79 1.82
NP 2551.3 1.92 60.08 1.80
Js 2111.4 1.85 58.95 1.84
Js1 2515.2 1.93 62.14 1.81
Js2 2799.2 1.95 64.72 1.85
MT 2169.0 2 60.8 1.87
Ch 2239.5 1.84 61.79 1.81
T 1158.1 1.86 58.05 1.83

2229.0 1.86 60.03 1.81

En la tabla 6 se presentan las concentraciones de DNA extraido a las diferentes variedades de
jitomate, asi como la relacion 260/280nm, la cual indica la pureza del DNA, siendo el valor
Optimo 1.8. Se obtuvieron concentraciones altas de DNA y valores para la relacion 260/280
superiores a 1.8, esto indicé la presencia de una contaminacion por RNA por lo que se ajusto

la concentracion realizando diluciones con agua libre de nucleasas.

Tabla 7. Cuantificacion de DNA en muestras de productos derivados de jitomate.

NOMBRE DE LA Relacion
MUESTRA [ ng/pl] Relacion [ ng/pl] dilucién 260/280
260/280nm dilucion

M, 1610.0 1.84 66.4 181

M, 1653.0 1.92 58.4 1.84

M3 1973.6 1.88 50.8 1.81

My 2085.5 1.85 62.2 1.82

Ms 2026.1 1.88 65.7 1.82

Ms 3028.9 1.92 61.2 1.84
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My 2524.8 1.86 63.5 1.83
Mg 1441.8 2.51 63.1 1.79
Mg 3712.6 1.95 61.93 1.83
Mao 2808.0 1.86 59.96 1.82

En la tabla 7 se presentan las concentraciones de DNA extraido a los diferentes productos
derivados de jitomate, asi como la relacion 260/280nm, la cual indica la pureza del DNA;
siendo el valor optimo 1.8. Se obtuvieron concentraciones altas de DNA y valores para la
relacion 260/280 superiores a 1.8, esto indica la presencia de una contaminacion por RNA. Se
ajusto la concentracion para poder llevar a cabo la PCR a [60 ng/ml], realizando diluciones
con agua libre de nucleasas; con estas diluciones también se logré llevar los valores de la

relacién 260/280 lo mas cercanos posible al valor 6ptimo.

OBJETIVO PARTICULAR 3. Eficiencia de primers.

Para este objetivo se realizd la técnica de PCR a las muestras de DNA de jitomate fresco, para
corroborar que los primers disefiados realmente amplificaran la region deseada. El disefio se
realiz6 solamente para los primers de jitomate y fue la primera vez que se usaron, los primers
para la identificacion de OGM vya se encontraban en el laboratorio y habian sido probados

satisfactoriamente en trabajos anteriores.
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----:384 pb

Figura 24. Amplificacion de jitomate fresco visualizado en gel de agarosa al [1%].

Carriles de los pocillos: MP: Marcador de peso molecular, B: blanco, C2: Muestra de DNA
J1y C3: Muestra de DNA J2.

En la figura 24se observa un amplificado con un peso molecular de 384 pb en los carriles de
los pocillos C2 y C3 ambos contenian muestras con DNA de jitomate fresco, esto indica que
los primers disefiados en el laboratorio fueron eficientes para amplificar esta especie. El carril
del blanco se observa sin ningan amplificado, lo cual indica que no hubo ninguna

contaminacion durante la prueba.
OBJETIVO PARTICULAR 4. Especificidad de primers.

Para este objetivo se realiz6 la prueba de PCR a otras especies genéticamente cercanas al
jitomate como chile verde, papaya y tomate verde, y posteriormente se realiz6 su analisis
mediante una electroforesis horizontal a 60 V para probar la especificidad de los primers; y se

obtuvo lo siguiente:
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400 pb----------------
300 pbgsepsrzzioos

100 pb - = - =

1= ===384 pb

Figura 25. Especificidad de primers visualizacion en gel de agarosa al [1%].

Carriles de los pocillos: PM: Marcador de peso molecular, B: blanco, C2: Muestra de DNA
de jitomate fresco, C3: Muestra de DNA de chile verde, C4: Muestra de DNA de papaya y C5:
muestra de DNA de tomate verde.

En la figura 25 se muestra una sola banda amplificada perteneciente al pocillo del carril C2
que contenia DNA de jitomate fresco, con un peso molecular de 384 pb, las especies
genéticamente mas cercanas no amplificaron, esto significa que los primers disefiados

funcionan especificamente para jitomate.

OBJETIVO PARTICULAR 5. Identificacion de OGM.

En este objetivo se siguid la misma metodologia que en los objetivos 3 y 4. Los resultados

obtenidos se muestran a continuacion:
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400p3'°5i°1’355:-:::::::=- <= ===384 pb

Figura 26.Amplificacion de jitomate en productos, visualizado en gel de agarosa al [1%].

Carriles de los pocillos: PM: Marcador de peso molecular, B: blanco, C1: Control interno Jy,
C2: Muestra de DNA de M1, C3: Muestra de DNA de M2, C4: Muestra de DNA de M3, C5:
Muestra de DNA de M4, C6: Muestra de DNA de M5 y C7: Muestra de DNA de M6.

En la Figura 26 se observan siete bandas con amplificado, con un peso molecular de 384 pb.
La primera de ellas correspondiente al carril C1 pertenece a un control interno con DNA de
jitomate fresco, esto para garantizar la amplificacion de jitomate. Los carriles C2, C3, C4, C5,
C6 y C7 para las muestras Mj.salsa para pasta “Hunts” My.Salsa catsup “Heinz”, M3-Clamato
“Grupo penafiel” My-Salsa Barbecué “Hunts” Ms-Puré de tomate “La costena” y Mg-Salsa
organica “Classico Organic”, respectivamente; amplificaron en el nimero de pares de bases
esperado (384), lo que indica que el DNA extraido a cada producto pertenece a jitomate, con

esto se procedié al analisis para la identificacion de OGM.
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Figura 27. Amplificacion de jitomate en productos, visualizado en gel de agarosa al [1%].

Carriles de los pocillos: PM: Marcador de peso molecular, B: blanco, C2: Muestra de DNA
de M7, C3: Muestra de DNA de M8, C4: Muestra de DNA de M9, C5: Muestra de DNA de
M10 y C6: Control interno J,.

En la Figura 27 se observan cuatro bandas con un peso molecular de 384 pb. La ultima de
ellas correspondiente al carril C6 pertenece a un control interno con DNA de jitomate fresco,
esto para garantizar la amplificacion de jitomate, los carriles C2, C3, C4, y C5 para las
muestras Mq-Jitomate frito “Deliciosos CIDACOS”, mg-Caldo de jitomate “Knorr”, Mg-
Jitomate entero pelado enlatado “Deliciosos CIDACOS” y Myp-Jitomate pelado machacado
“La costena” de la PCR, respectivamente amplificaron en el nimero de pares de bases
esperado (384), lo que indica que el DNA extraido a cada producto pertenece a jitomate, con

esto se puede proceder el analisis para la identificacion de OGM.
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Figura 28. Amplificacion de CaMv en jitomate fresco, visualizado en gel de agarosa al [2%].

Carriles de los pocillos: PM: Marcador de peso molecular, B: blanco, C2: Control interno
MT, C3: Control interno MT1, C4: Muestra de DNA de J3, C5: Muestra de DNA de J3 1, C6:
Muestra de DNA de J 35, C7: Muestra de DNA de J4, C8: Muestra de DNA de Jg.1.

En la Figura 28 se observa el amplificado con un peso molecular de 195 pb en 5 carriles, los
dos primeros C2 y C3 contienen muestra de DNA de maiz transgénico con CaMv como
promotor, estas muestras solo fueron utilizadas como un control interno para garantizar el
amplificado de CaMv. Los carriles C4, C5 y C6 contenian muestras de jitomate fresco Js-
variedad bola “Costco”, J3j-variedad bola “Sams club” y Js,-variedad bola “Walmart”
respectivamente, los carriles C7 y C8 contenian muestras de jitomate fresco J4-variedad cherry
“Costco” y Jai-variedad cherry “Sams club”. Respecto a la variedad bola, solamente se
observa amplificado para las muestras provenientes de Costco y Sams club; y para la variedad
cherry se aprecia amplificado en la muestra proveniente de Costo. Dichos amplificados
pertenecen a una regién especifica del virus del mosaico de la coliflor (CaMv), lo que indica
una modificacion genética usando esta secuencia como promotor para la expresiéon del gen

insertado.
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Figura 29. . Amplificacion de CaMv en jitomate fresco, visualizado en gel de agarosa al [2%].

Carriles de los pocillos: PM: Marcador de peso molecular, B: blanco, C1: Control interno
MT, C2: Control interno MT1, C4: Muestra de DNA de J4, C5: Muestra de DNA de Js, C6:
Muestra de DNA de Js1, C7: Muestra de DNA de Js,.

La Figura 29 muestra el amplificado de cinco carriles con un peso molecular de 195 pb. Los
carriles C1 y C2 contienen muestra de DNA de maiz transgénico con CaMv como promotor,
estas muestras solo fueron utilizadas como un control interno para garantizar el amplificado de
CaMv. Los carriles C4, C5, C6 y C7 contenian muestras de jitomate fresco J,,- variedad
cherry “Walmart”, Js-variedad saladet “Costco”, Jsi-variedad saladet “Sams club” y Js-
variedad saladet “Walmart”, respectivamente. En cuanto a la variedad cherry se observa
amplificado para la muestra proveniente de Walmart; y para la variedad saladet se aprecia
amplificado en las muestras provenientes de Costo y Walmart. Dichos amplificados
pertenecen a una region especifica del virus del mosaico de la coliflor (CaMv), lo que indica
una modificacion genética usando esta secuencia como promotor para la expresiéon del gen

insertado.
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Figura 30. Amplificacion de T-NOS en jitomate fresco, visualizado en gel de agarosa al [2%].

Carriles de los pocillos: PM: Marcador de peso molecular, B: blanco, C1: Control interno
MT, C2: Control interno MT1, C3: Muestra de DNA de J3, C4: Muestra de DNA de J3, C5:
Muestra de DNA de Js,, C6: Muestra de DNA de Js, C7: Muestra de DNA de Js1, C8:
Muestra de DNA de Js,, C9: Muestra de DNA de Js, C10: Muestra de DNA de Js1, C11:
Muestra de DNA de Js».

En la Figura 30 se aprecia el amplificado de ocho bandas con un peso molecular de 180 pb.
Los carriles C1 y C2 contienen muestra de DNA de maiz transgénico con T-NOS como
terminador, estas muestras solo fueron utilizadas como un control interno para garantizar el
amplificado de T-NOS. Los carriles C3, C4, C4, C5, C6, C7, C8, C9 C10 y C11 contenian
muestras de jitomate fresco Js- variedad bola “Costco”, J31-variedad bola “Sam’s club”, J3 -
variedad bola “Walmart”, J4-variedad cherry “Costco” Js1- variedad cherry “Sam’s club”, J4 »-
variedad cherry “Walmart”, Js-variedad saladet “Costco”, Js 1-variedad saladet “Sam’s club” y
Jso-variedad saladet “Walmart” respectivamente. En cuanto a la variedad bola se observa

amplificado para la muestra proveniente de Walmart; para la variedad cherry se aprecia

|



Ingenieria en Alimentos

amplificado para las tres muestras provenientes de Costco, Sam’s club y Walmart; y para la
variedad saladet se observa amplificado en las muestras provenientes de Sam’s club y
Walmart. Dichos amplificados pertenecen a una region especifica del terminador de la
nopalina sintetasa (T-NOS), lo que indica una modificacion genética usando esta secuencia

como terminador para la expresion del gen insertado.

PM B C1 C2 C3 C4 ¢5 C6 C7 C8

PM B C9 ci0 Ci1c42 C13 C14 C15 C15

Figura 31. Amplificacion de CaMv en productos de jitomate, visualizado en gel de agarosa
al [2%].

Carriles de los pocillos: PM: Marcador de peso molecular, B: blanco, C1: Control interno
MT, C2: Muestra de DNA de M;, C3: Muestra de DNA de M,, C4: Muestra de DNA de M3,
C5: Muestra de DNA de My, C6: Muestra de DNA de Ms, C7: Muestra de DNA de Mg, C8:
Muestra de DNA de M7, C9: Control interno MT, C10: Muestra de DNA de Mg, C11: Muestra
de DNA de Mg, C12: Muestra de DNA de M.

En la Figura 31 se muestra el amplificado de 8 bandas con un peso molecular de 195 pb. El
carril C1 contiene muestra de DNA de maiz transgenico con CaMv como promotor, esta

muestra solo fue utilizada como un control interno para garantizar el amplificado de CaMv. El
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carril C2 contenia muestra de DNA de M;- Salsa para pasta “Hunts”, C3 muestra de DNA de
M,. Salsa catsup “Heinz”, C4 muestra de DNA de M3s- Jugo clamato “Grupo pehafiel”, C5
muestra de DNA de My- Salsa barbecue “Hunts”, C6 muestra de DNA de Ms- Puré de
jitomate “La costefia”, C7 muestra de DNA de M- Salsa organica de jitomate “Classico
organic”, C8 muestra de DNA de My Jitomate frito “Deliciosos CIDACOS”, C9 control
interno, C10 muestra de DNA de Mg- Caldo de jitomate “Knorr”, C11 muestra de DNA de
Mo- Jitomate entero pelado enlatado “Deliciosos CIDACOS” y C12 muestra de DNA de Mjo-
Jitomate pelado machacado “ La costefia”. Estos amplificados pertenecen a una region

especifica del virus del mosaico de la coliflor (CaMv), lo que indica la presencia de una

modificacion genética usando esta secuencia como promotor para la correcta expresion del
gen insertado.
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Figura 32. Amplificacion de T-NOS en productos de jitomate, visualizado en gel de agarosa
al [2%].
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Carriles de los pocillos: PM: Marcador de peso molecular, B: blanco, C1: Control interno
MT, C2: Muestra de DNA de M, C3: Muestra de DNA de M,, C4: Muestra de DNA de M3,
C5: Muestra de DNA de My, C6: Muestra de DNA de Ms, C7: Muestra de DNA de Mg, C8:
Muestra de DNA de M7, C9: Control interno MT, C10: Muestra de DNA de Mg, C11: Muestra
de DNA de Mg, C12: Muestra de DNA de Myq.

La Figura 32 muestra el amplificado de cinco bandas con un peso molecular de 180 pb. El
carril C1 contiene muestra de DNA de maiz transgénico con T-NOS como terminador, esta
muestra solo fue utilizada como un control interno para garantizar el amplificado de T-NOS.
El carril C2 contenia muestra de DNA de M;- Salsa para pasta “Hunts”, C3 muestra de DNA
de M. Salsa catsup “Heinz”, C4 muestra de DNA de M3- Jugo clamato “Grupo penafiel”, C5
muestra de DNA de My- Salsa barbecue “Hunts”, C6 muestra de DNA de Ms- Puré de
jitomate “La costefia”, C7 muestra de DNA de M- Salsa organica de jitomate “Classico
organic”, C8 muestra de DNA de Mjy- Jitomate frito “Deliciosos CIDACOS”, C9 control
interno, C10 muestra de DNA de Mg- Caldo de jitomate “Knorr”, C11 muestra de DNA de
Mo- Jitomate entero pelado enlatado “Deliciosos CIDACOS” y C12 muestra de DNA de Mjo-
Jitomate pelado machacado “ La costefia”. Estos amplificados pertenecen a una region
especifica del terminador de la nopalina sintetasa (T-NOS), lo que indica la presencia de una
modificacion genética usando esta secuencia como terminador para la correcta expresion del

gen insertado.

Tabla 8. Identificacion de las secuencias CaMv y T-NOS en las muestras analizadas.

NOMBRE DE LA PRESENCIA PRESENCIA

MUESTRA DE CamV DE T-NOS
J3 \/
J31 \/

Js2 \/
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En la Tabla 8 se presentan los resultados obtenidos para cada muestra analizada tanto de
jitomate fresco como de productos derivados. Se puede observar que en las muestras Js, Jz1, Ja,
Ja2, J5, Js2 M2, Ms, Mg, M7, Mg y Myg la presencia de la secuencia promotora CaMv fue
positiva. Para las muestras Js2, Ja, Ja.1, Ja2, J5.1, J5.2, M2, Ms y My la secuencia terminadora T-
NOS estuvo presente; sin embargo las muestras J4, J4.2, Js.2, M2, Ms, y My fueron las Unicas en
las que ambas secuencias estuvieron presentes. La presencia de al menos una de las dos
secuencias indica la existencia de una manipulacion genética, por lo cual se puede afirmar que
las muestras que resultaron positivas para cualquiera de las dos secuencias o para ambas, son

OGM. En el caso de las muestras en las que solo se identificd una secuencia, no implica que
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no sean genéticamente modificadas, sino que se usé una secuencia distinta a las estudiadas en

este trabajo como promotor o terminador.
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CONCLUSIONES

De acuerdo a los resultados obtenidos se puede concluir en primer lugar, que la metodologia
planteada para la identificacion de organismos genéticamente modificados (OGM) fue
adecuada, debido a que se encontraron fragmentos de DNA pertenecientes al virus del
mosaico de la coliflor (CaMv) y al terminador de la nopalina sintetasa (T-NOS), dichas
secuencias son prueba de una manipulacién genética al ser estas totalmente ajenas al genoma
del jitomate; y de gran uso para la produccion de organismos genéticamente modificados
(OGM).

En el segundo término es de suma importancia mencionar que, aunque existen leyes que
exigen a las industrias alimentarias reportar en el etiquetado de sus productos el uso de estos
organismos; no se cumplen en su totalidad, lo cual se demostré en el presente trabajo al
detectar e identificar secuencias de genes foraneos tanto en jitomate fresco y productos
derivados del mismo. Una gran razén y probablemente la mas importante de dicha
irregularidad es la falta de informacion acerca de los organismos transgénicos, generalmente
los consumidores al tener conocimiento de que un producto contiene ingredientes
genéticamente modificados optan por no adquirirlo, siendo esto una causa de pérdidas para la
industria. A pesar de que la Ley de Bioseguridad se encarga de monitorear los productos que
declaren el uso de transgénicos, en México se comercializan productos que no reportan el uso

de dichos organismos.

Con la técnica de PCR se logro identificar la presencia de jitomate en los diferentes productos,
sin embargo en uno de ellos no se obtuvo el amplificado esperado que garantizara la presencia
de dicha especie, esto puede deberse a dos razones principales: 1) el tipo de proceso que se
Ilevé a cabo para la obtencidn del producto, en el cual el DNA puede degradarse debido al uso
de altas temperaturas o bien dafiar su estructura por el uso de fuerzas mecanicas a lo largo de
proceso; Y 2) los aditivos contenidos en el producto pueden inhibir algun (0s) reactivos en la

PCR o bien desde el proceso de extraccion de DNA.
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Los primers utilizados para identificar jitomate, se disefiaron mediante programas
bioinformaticos (ver anexo 1), a los cuales se realizaron pruebas de especificidad tanto en
programas bioinformaticos como de manera experimental, para garantizar que los
amplificados obtenidos fueran especificamente de esta especie. Los primers para CaMv y T-
NOS se encontraban ya en el laboratorio debido a la existencia de trabajos precedentes

relacionados con el tema.

Finalmente los genes CaMv y T-NOS son de los mas utilizados para introducir genes foraneos
en vegetales, sin embargo muchas ocasiones no siempre se usa estd combinacion, lo cual se
demostro en este trabajo con resultados favorables, al encontrar en nueve muestras de jitomate
fresco al menos una de las dos secuencias en cada una de las muestras, sin embargo solo en 3
de ellas se encontraron ambas secuencias. En el caso de los productos de jitomate, en 6 de 10
productos se logro identificar al menos una de estas dos secuencias, y s6lo en tres de ellos

ambas secuencias.
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GLOSARIO

DNA (4cido desoxirribonucleico): EI material genético basico que contienen todas las
células vivas (y algunos virus) y a partir del cual se construyen las proteinas. Cuando
no se esta replicando (regenerando) en la célula, el DNA presenta la forma de la
llamada “doble hélice”: cadena de doble hebra formada por nucledtidos, a su vez
compuestos por pares de bases nitrogenadas (las portadoras especificas de la
informacion genética). Las moléculas de DNA se condensan en estructuras compactas

a las que se denominan cromosomas.

DNA complementario (cDNA): Es una hebra de ADN que constituye una secuencia
totalmente complementaria de doble cadena a (se sintetiza a partir de una hebra simple
de) un ARN mensajero (ARNm). Suele utilizarse para la clonacién de genes propios de
células eucariotas en células procariotas, debido a que, dada la naturaleza de su

sintesis, carece de intrones.

DNA diana: Region de DNA que se desea amplificar.

RNA mensajero (RNAm): Es el acido ribonucleico que contiene la informacion
genética (el cddigo genético) procedente del ADN del ndcleo celular a un ribosoma en
el citoplasma, es decir, el que determina el orden en que se uniran los aminoécidos de
una proteina y actia como plantilla o patrén para la sintesis de dicha proteina. Se trata
de un &cido nucleico monocatenario, al contrario del ADN, que es bicatenario (de
doble hebra helicoidal).

Todos los ARNmeucariéticos son monocistronicos, es decir, contienen informacion
para una sola cadena polipeptidica, mientras que en los organismos procariotas los

ARNmM son con frecuencia policistronicos, es decir, codifican mas de una proteina.
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RNA ribosomal (rRNA): Es el tipo de ARN mas abundante en las células y forma
parte de los ribosomas. Estos se encargan de la sintesis de proteinas segun la secuencia
de nucleotidos presente en el ARN mensajero. Esta formado por una sola cadena de
nucledtidos (aunque presenta regiones de doble hélice intracatenaria).

Amplificacion: Produccion de copias adicionales de un secuencia de DNA.

Biodiversidad: Variabilidad total en y entre las especies de organismos Vivos y sus
habitats. El término, utilizado por primera vez en 1986 para designar la diversidad
bioldgica, se refiere usualmente a la totalidad de la variedad heredable en todos los
niveles y suele dividirse en tres niveles: genética (genes en una poblacién local o
especie), taxondmica (las especies que conforman toda o parte de una comunidad

local) y ecoldgica (las comunidades que integran las partes vivas de los ecosistemas).

Bioseguridad: El propdsito de garantizar que el desarrollo y uso de plantas
transgénicas y otros organismos genéticamente modificados (y productos de los
biotecnologia, en general) no afecten negativamente la salud de plantas, animales y

seres humanos, ni tampoco los recursos genéticos o el medio ambiente.

Biotecnologia: Manipulacién cientifica o industrial de las formas vivas (organismos)
para generar nuevos productos o mejorar los organismos (platas, animales o
microbios). El término se acufid inicialmente para hacer referencia a la interaccion
entre la biologia y la tecnologia humana. En su uso reciente alude a todas las partes de
la industria que crea, desarrolla y comercializa una variedad de productos

deliberadamente manipulados en nivel molecular o celular.

Blanco: Preparacion con los componentes para la PCR excepto el DNA, se utiliza para

garantizar que no existe contaminacion alguna con otro DNA.
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Desnaturalizacion: Destruccion irreversible de una macromolécula, por ejemplo la

destruccidon de una proteina por efecto del calor.

Electroforesis: Método empleado para separar una mezcla de moléculas grandes, tales
como fragmentos de DNA o proteinas, haciendo pasar una corriente eléctrica a través

de un gel que contiene las muestras que se desea separar.

Empalado: Proceso que se realiza en siembras en la época de lluvias o en zonas secas
donde, debido al problema de la baja infiltracion de los suelos, casi siempre se
mantiene una lamina o espejo de agua en los surcos. EI empalado normal consiste en
colocar estacas o varas verticales cada 1.5 a 2 m sobre el camellén, donde van
colocadas varas horizontales: la primera entre 40 y 50 cm y las siguientes cada 40 cm.
El material utilizado para empalar es maguey, cafia brava y varas de café.

Especie: Categoria taxonémica de las formas vivas que comprende a organismos
sexualmente compatibles que, en condiciones naturales, se cruzan libremente entre si o
pueden ser creados. EI nombre cientifico (en latin) de una especie incluye el nombre
del género y la designacion de la propia especie, en ese orden, (por ejemplo, Bacillus

thuringiensis).

Evaluacion de riesgos: Es en relacion con los organismos manipulados mediante
ingenieria genética, proceso por el cual se predice el comportamiento del organismo
modificado. Con respecto de las plantas transgénicas, el término se refiere a determinar
la probabilidad global de que su introduccion deliberada en el medio ambiente
provoque dafios ambientales, incluidos efectos adversos en los ecosistemas naturales y

agricolas o introduzca nuevos riesgos para la salud publica.
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Flujo de genes (o flujo génico): Intercambio de genes (en una o ambas direcciones) a
baja velocidad entre poblaciones de organismos relacionadas y sexualmente
compatibles, pero, por lo general, distintas. En las plantas, el flujo de genes suele darse
a través de la transferencia de polen (gameto masculino), proceso mismo que subyace a
la transferencia natural de genes de plantas genéticamente modificadas a sus parientes

silvestres.

Gen: Unidad funcional de la herencia (es decir, la base fisica para la transmision de
caracteres de los progenitores a sus descendientes), y unidad bésica de la diversidad

bioldgica.

Gen marcador (0o marcador genético): Todo segmento de DNA que pueda
identificarse o cuya localizacion en el cromosoma sea conocida, de manera que resulte

posible usarlo como punto de referencia para ubicar otros genes.

Genoma: Todo el material hereditario de una célula o virus, incluida la dotacién
completa de genes funcionales y no funcionales. En los organismos superiores el

genoma abarca el conjunto entero de cromosomas contenidos en el nucleo celular.

Germoplasma: Es el conjunto de genes que se transmiten por la reproduccion a la

descendencia por medio de gametos o células reproductoras.

Hibridacion: Formacion natural o construccion artificial de una molécula de &cido
nucleico duplex por apareamiento de bases complementarias entre dos cadenas de

acido nucleico procedentes de distintas fuentes.
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Ingenieria genética (modificacion genética): Alteracion selectiva y deliberada del
genoma de un organismo al introducir, modificar o eliminar genes especificos

mediante técnicas de biologia molecular.

Organismos Genéticamente Modificados o transgénicos (OGM): Se caracterizan
por contener una fraccion de DNA de otro organismo integrado en su propio DNA.
Como resultado, el organismo transgénico adquiere una nueva funcion generalmente

de interés comercial.

Primer o cebador: Pequefia cadena de oligonucleétidos a partir de la cual la DNA

polimerasa inicia la sintesis de una molécula nueva de DNA.

Protoplasto: Célula de planta, bacteria u hongo desprovista o bien que ha perdido total

0 parcialmente su pared celular.

Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR): Método empleado para amplificar una
secuencia especifica de DNA in vitro mediante ciclos repetidos de sintesis, usando

cebadores especificos y DNA polimerasa.

Recombinacién: Union de genes (es decir, segmentos de DNA), conjuntos o partes de
genes para dar lugar a nuevas combinaciones, ya sea biologicamente o por medio de la

manipulacion en laboratorio.

Recursos genéticos: Material genético que sirve como fuente para el aprovechamiento

humano actual y futuro.

Secuenciacion de DNA: Determinacion del orden de nucleétidos o bases en una

muestra pura de moléculas de DNA.
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Solanaceas: Familia de plantas herbaceas o lefiosas con las hojas alternas, simples y

sin estipulas pertenecientes al orden Solanales, de las dicotiledoneas.

Totipotencia: Es la capacidad que tiene cualquier célula vegetal para regenerar una
planta completa.

Transformacion genética: Proceso por el que se transfiere directamente DNA libre
(es decir, no cromosémico y asociado a un vector) de un organismo donador a una

célula receptora capaz de producir un organismo transgénico.

Transgén: “Paquete” de material genético (DNA) que se inserta en el genoma de una
célula mediante técnicas de empalme incluida la transferencia de especies distintas en
el genoma de una organismo huésped. Un transgén puede consistir en uno o mas genes

de un organismo distinto (es decir, DNA extrafio) o bien genes creados artificialmente.

Transgénico: Organismo que contiene material genético (DNA) nuevo, derivado de
un organismo distinto o afiadido al material genético progenitor, el término incluye a la

progenie de un organismo genéticamente modificado.

Tumor: Dafio fisico causado por una enfermedad.

Variedad: Categoria empleada en la clasificacion de plantas y animales, inmediata
inferior a la de especie. Una variedad consiste en un grupo de individuos con
caracteristicas distintivas genéticamente heredadas que los hacen diferir de otros

ejemplares de la misma especie.
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2

€ C  ® www.ncbinim.nih.gov/nucgss?term=mtDNA%20SOLANUM%20LYCOPERSICUM

1) N'MP3 :: Buscador d...

4.

Sistema de Informac... Brenn Barker (1) Busqueda en Fac... [

~ How To (¥

Gss GSS [+]| mtDNA SOLANUM LYCOPERSICUM

Save search Limits  Advanced

Display Settings: (%) Summary, 20 per page. Sorted by Default order Send to: (%)

/i, The following term was not found in GSS: mDNA
@ See the search details

Results: 1 to 20 of 413571 Page[1 |0f20679 Next» Last>>
7] Solanum lycopersicum cultivar Helnz 1706 GSS. clone TD387-CR317._genomic survey sequence
1. 540 bp linear DNA

Accession: HEB05210.1 GI: 387156813

SS GenBank FAS

Solanum lycopersicum cultivar Ferum GSS_clone TD386-CR003_genomic survey sequence
400 bp linear DNA
Accession: HEB05209.1 Gl 387156812

GSS GenBank FASTA

.

Heinz 17 Tl = 17

639 bp linear DNA
Accession: HEB05208.1 GI. 387156811
GSS GenBank FASTA

Dar clic en uno de los enlaces proporcionados.

Help

Filter your results:

All (413571)

Bacteria (0)

mRNA (0)

in. Filter:
Find related data =
Database: | Select g
Find items

Search details 2

"Solanum lycopersicum” [Organism)
OR SOLANUM LYCOPERSICUM{All
Fields)

| Search | Sea mora

5. Copiar el # de identificacion “gi” en la barra de busqueda y dar clic en el boton “buscar”

-

{5) N'MP3 :: Buscador d. ) Sistema de Informac... [ Brenn Barker [ (1) Busqueda en Fac..

€ | © www.ncbi.nim.nih.gov/nuca 0.1

Gss [+] 387156813 | Search |
Limits  Advanced Help
Display Settings: ) GSS Send t0:
Analyze this sequence =~
Solanum lycopersicum cultivar Heinz 1706 GSS, clone TD387-CR317, genomic RinhLAST
survey sequence Eckbamers
GenBank: HE805210.1
GenBank FASTA LinkOut to external resources &
IDENTIFIERS Gramene
[Gramene
dbGSS Id: 34391981
GSS name: HE805210
GenBank Acc: HES05210 o - =
GenBank gi: 387156813 COPIAR Related information
BioSample
CLONE INFO
Clone Id: TD387-CR317 Taxonomy
DNA type: Genomic
PRIMERS Recent activity &~
PCR forward:  gaaaatgcaggaggaaacca =
PCR backward: atgrgaatcccgatagcaaca a8l Lear
Solanum lycopersicum cultivar Heinz 1706
SEQUENCE GSS, clone TD387-CR317. genomic sun Gs3

TTITCCTGATCAAGCTCTGAAGTGGAATAGGCTAGACCTGCTCTCTCTAATCTTTGCAGTT
TCARCCCGAGGACGGTCCCTITGTTCATTAACCAAATCACTITICATAGTCATIGTCARGG

Dar clic en el enlace FASTA.

Q mtDNA SOLANUM LYCOPERSICUM
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() N'MP3 :: Buscadord... [

€« C' | © www.ncbi.nim.nih.gov/nucgs %8 A
Sistema de Informac... [EJ Brenn Barker [EJ (1) Busqueda en Fac...
ess - e
Limits  Advanced Help
Display Settings: ] GSS Send to: (¥
Analyze this sequence o
Solanum lycopersicum cultivar Heinz 1706 GSS, clone TD387-CR317, genomic Rus B AST
survey sequence Pick Primers
GenBank: HE805210.1
GenBank FASTA LinkOut to external resources -
IDENTIFIERS Gramene
[Gramene]
dbGsSs Id: 34391981
GSS name: HEB05210
GenBank Acc:  HES05210
GenBank gi: 387156813 Related information -
BioSample
CLONE INFO
Clone Id: TD387-CR317 Taxonomy
DNA type: Genomic
PRIMERS Recent activity =
PCR forward: gaaaatgcaggaggaaacca =
ECR backward: atgtgaatcccgatagoazca Tuagl Cleat
B Solanum lycopersicum cultivar Heinz 1706
SEQUENCE GSS, clone TD387-CR317, genomic sun GSsS
TTTCCTGATCAAGCTCTGARGTGGAATAGGCTAGACCTGCTCTCTCTARTCTTTGCAGTT
TCARCCCGAGGACGGTCCCTTGTICATTAACCARATCACTTTTCATAGTCATIGICAAGG Q@ miDNA SOLANUM LYCOPERSICUM
1 : s : « 99
7. Seleccionar la secuencia de DNA proporcionada y dar clic en el enlace “RUN BLAST”.
(@) www.ncbi.nlﬁ\.nilEov«nu..g 38 8137report=fasta T;}

&

3} N'MP3 = Buscadord... () Sistema de Informac... Brenn Barker (1) Busqueda en Fac...

& NCBI

Gss ess [ [ scorc
Limits  Advanced
Display Settings: @ FASTA Send10:@ oy ge region shown
Solanum lycopersicum cultivar Heinz 1706 GSS, clone TD387-CR317, genomic
Customize view

survey sequence

GenBank- HE805210.1

>g1|387156813|gb|HES05210.1|HEE05210 HE805210 Solanum lycopersicum cultivar Heinz
1706 library Solanum lycopersicum genomic clone TD387-CR317, genomic survey
sequence

Copiar en el campo libre la secuencia de DNA antes proporcionada y dar clic en el enlace

BLAST.

Analyze this sequence
Run BLAST
Pick Primers

LinkOut to external resources
Gramene

[Gramene|]

Related information
BioSample
Taxonomy

104



Ingenieria en Alimentos|

AGE=Nucleotides&PROGRAM=blastn&QUERY=HE80521

€« C @ blastncbinim.nih.gov/Blast.coi
() N'MP3 :: Buscedor d... () Sistema delnformac... [EJ Brenn Barker [ (1) Busqueda en Fac...

Home RecentResults Saved Strategies Help

» NCBU BLAST! blastn suite Standard Nucleotide BLAST
| blastn | blastp | blastx | thlasin | tblastx |
BLASTH h i il i 3 axe Besetpage Dookmark
Enter Query Sequence o — S— SE—

) ) copiar aqu
Enter ber(s), gi(s), or FASTA seq ) & Clear Query subrange &
CCARGAGS i From
ACCTGCAGTICT AACTCTCAAACCATCTGTAGATICTT CCAATTCTIC =
TGACTATT b

TATCATCATARCC CAGCTCAGRCACATTGTAAGG i To
I z &
Or, upload file Seleccionar archivo | No se ha seleccionado ningun archive &
Job Title

Enter a descriptive tile for your BLAST search i@

[Z] Align two or more sequences &

Program Selection
Optimize for @ Highly similar sequences (megablast)
! More dissimila i gablast)
O Somewhat similar sequences (blastn)
Choosa a BLAST algorithm &

( BLAST , Search database Nucleotide collection {nr/ni) using Megablasi {Optimize for highly similar sequences)

Show results in a new window

(HAlgorithm parameters Note: Parameter values that differ from the default are highlighted in yellow and marked with + sign
L 4

9. La pégina proporcionard un cuadro con las especies de posible hibridacion, corroborar que

todas estas pertenezcan a la misma especie en estudio. Dar clic en el enlace BLAST.

€ > C O blastncbinim.nih.gov/Blastcg ~lan

() N'MP3 :: Buscador d... () Sistema deInformac... [E3 Brenn Barker (1) Busqueda en Fac... [

My NCBI a8

<o BLAST®
=

Home RecentResults Saved Strategies  Help
» NCBI BLAST/ blastn suite/ Formatting Results - VV54F41V01S
Edit 4n. Resubmit Save Search Strategies b Formatting options > Download

Nucl - ide Sequence (540 letters)

Query ID [cl|43089 Database Name nr
Description All GenBank+EMBL+DDBJ+PDB sequences (but no EST, STS, GSS,environmental

Description None
samples or phase 0, 1 or 2 HTGS sequences)

Molecule type nucleic acid
Query Length 540 Program BLASTN 2.2.26+ » Citation

Other reports: b Search Summary [Taxonomy reports] [Distance tree of results
({©Descriptions

Legend for links to other resources [ unicene 3 6e0 [E Gene B structure [ Map Viewer B4 pubChem BioAssay

Sec producing si

Solanum lycopersicum clone Le_HBa0139K19 genomic sequence, co

Solanum lycopersicum chromosome 2 clone CO2HBa0130804, compl 998 g% 100% 0.0 100%
Solanum lycopersicum RFLP marker TG463-T7 genomic sequence 660 660 75% 0.0 96%
Solanum lycopersicum chre 2 clone CO2HBa0044101, compl¢ 494 936 100% 4e-136 84%

10. Dar clic en el enlace PRIMER BLAST
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o Rat

o Arabidopsis thaliana

Basic BLAST
Choose a BLAST pro

nucleotide blast

protein blast

o Danio rerio
o Drosophil;

o Apis mellifera

gram to run

Search a nucleotide database using a nucleotide query
A t blastn disc

9

Search protein database using a protein query
Algorithms: blastp, psi-blast, phi-blast, delta-blast

protein-protein searches.
Mon, 23 Apr 2012 12:00:00 EST

Tip of the Day

Use Genomic BLAST to see the genomic
context

If you are interested in the evolution of &
particular gene or gene family it is often
intetesting to examine the intro-exon

blastx | Search protein database using a translated nucleotide query structure even across species.
tblastn | Search translated nucleotide database using a protein query 5 More bips...
tblastx | Search translated nucleotide database using a translated nucleotide query

Specialized BLAST

Choose a type of specialized search (or database name in parentheses.)

Make specific primers with Primer.BLAST

Search trace archives

Find conserved domains in your s¢ we ce (cds)

Find sequences with similar conserved domain architecture (cdart)
Search sequences that have gene expression profiles (GEO)
Search immuneglobulins (lgBLAST)

Search using SNP flanks

Screen sequence for vector contamination (vecscreen)

Align two (or more) sequences using BLAST (bl2seq)

Search protein or nucleotide targets in PubChem BioAssay
Search SRA transcript and genomic libraries

11. Introducir la secuencia de DNA seleccionada en el campo libre, seleccionar el tamafio del

producto de PCR requerido asi como el nimero de primers que se desean y establecer las
temperaturas.

—
a) N'MP3 :: Buscador d... (.

C | © www.ncbi.nim.nih.gov/tools/primer-b dex.cai?LINK LOC=BlastHome

Sistema de Informac... Brenn Barker (1) Bisqueda en Fac...

= Primer-BLAST : :

» NCBY Primer-BLAST: Finding primers specific to your PCR template (using Primer3 and BLAST). more Tips for finding $pecific primers

Resetpage Ssve sesrch parameters  Ratreve recent results
PCR Template
Enter gi, or FASTA A refseq record is preferred) & Clear Range
GCAAGAGC From To
AGCTGCAGTTGTGGCTATAGAAACTGTCAR,

GTGTAGATTCTIC GG,

GACACATTCTAAGG

TETTCTGACTATT

Forward primer

COPIAR AQUkeverse primer

GGAGTTTTGCTAT ACCTTGTTCCAGGT

& Clear

Or, upload FASTA file

No se ha seleccionado ningun archivo

Primer Parameters
Use my own forward primer

Cl
(5'>3" on plus strand) =
Use my own reverse primer .
(5°->3' on minus strand) s I
Min Max
PCR product size 100 200
# of primers to return 5
Min Opt Max Max Tm difference
Primer melting temperatures 570 600 63.0 3 o
(Tm) -

12. Seleccionar la base de datos perteneciente a “todos los organismos”
“GET PRRIMERS”.

y dar clic en el boton

w8

m
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Note: Parameter values that differ from the default are highlighted in yellow
Primer Pair Specificity Checking Parameters

Specificity check V] Enable search for primer pairs specificto the intended PCR template &
Database [Refseq mRNA ~]
Organism ' Refseq mRNA

Genome (reference assembly from selected organisms
Genome (chromosomes from all organisms. fis L vEmyou type. @

| Refseq RNA (refseq_ma) ‘

inr
Exclusion (opional) TExclude predicted Refseq transcripts (accession with XM, XR prefix) || Exclude uncultured/environmental sample sequences &
Entrez query (opticnal) 9
Primer specificity stringency  primer must have at least | 2[=] total mi to unintended targets, i
at least [2[=] mismatches within the last (6 [=] bps at the 3 end. @
Ignore targets that have 6 E] or more mismatches to the pnmer. &
Misprimed product size 4000 |
deviation e v
Splice variant handling ] Aliow primer to amplify mRNA splice variants (requires refseq mRNA sequence as PCR template input)
| GetPrimere 7 Show results in a new window | Use new graphic view &
P Advanced | irar eters Note: Parameter values that differ from the default are highlighted in yellow

13. Seleccionar el par de primer de acuerdo al porcentaje de guanina-citosina, este debe estar

alrededor del 50%. Las temperaturas de hibridacion no deben diferir en mas de 2°C.
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