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RESUMEN

TITULO: TIPIFICACION MOLECULAR DEL GEN MITOCONDRIAL Cyt b, COMO HERRAMIENTA
PARA LA IDENTIFICACION ESPECIE-ESPECIFICA DE TEJIDO ANIMAL: FASE I,
IDENTIFICACION DE CARNES CRUDAS O PROCESADAS DE PRESUNTO ORIGEN BOVINO,
DE PRODUCCION Y EXPENDIO EN BUCARAMANGA Y EL AREA METROPOLITANA*,

AUTOR: NERY MARGARITA FRANCO GAITAN**
PALABRAS CLAVE: Tipificacién, gen Cyt b, secuenciacion.

DESCRIPCION: La identificacion de especies en alimentos para el consumo humano es de gran
interés debido a factores como crisis sanitarias, sustitucion fraudulenta de una especie por otra de
menor costo, proteccion a especies en peligro de extincion y el respeto a los estilos de vida o
religién. En el area metropolitana de Bucaramanga se han hallado mataderos clandestinos que
operan en condiciones insalubres, algunos de los cuales se especializan en sacrificar burros y
caballos enfermos o seniles, para venderlos por carne de res. Para evitar que los consumidores
pongan en riesgo su salud y contrarrestar la sobre-explotacion y el trafico ilegal en el mercado de
animales bajo proteccidn, se hace necesario el desarrollo de métodos precisos para identificar las
especies animales en las carnes crudas y procesadas. El propésito de este trabajo de grado es
realizar la identificacibn del origen especie-especifico de tejido animal crudo o procesado
presuntamente bovino, de produccion y expendio en Bucaramanga y el Area Metropolitana,
mediante secuenciacién del gen mitocondrial Cyt b. En las muestras de carne de origen
presuntamente bovino colectadas en el Area Metropolitana, se encontr sustitucion de carne de res
por carne de cerdo en un 26%. En muestras de los cérnicos vendidos bajo una marca registrada,
se observan en varios casos que aunque se comercializa como carne de res, contiene también
carne de cerdo.

*Proyecto de Investigacion.
**Facultad de Ciencias Basicas. Escuela de Biologia. Director Dr. Jorge Hernandez Torres.
Codirector Oriana Danuta Serna Daza.
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ABSTRACT

TITLE: MOLECULAR TYPIFICATION OF MITOCHONDRIAL Cyt b GENE, AS A TOOL FOR
IDENTIFICATION OF SPECIES-SPECIFIC MEATS: PHASE II, IDENTIFICATION OF RAW AND
PROCESSED BOVINE MEAT, PRODUCED AND SOLD IN BUCARAMANGA AND
METROPOLITAN*

AUTHOR: NERY MARGARITA FRANCO GAITAN**
KEYWORDS: Typing, Cyt b gene, sequencing.

DESCRIPTION: Species identification of food for human consumption is of great interest because
of factors such as health crises, fraudulent substitution of one species by another of lower cost,
protection of endangered species and respect of lifestyles or religion. In the metropolitan area of
Bucaramanga, illegal slaughterhouses were found to operate in unsanitary conditions, some of
which specialize in sick or senile donkeys and horses, but sold as beef. To protect health
consumers and reverse the over-exploitation and illegal trade of protected animal market, it is
necessary to develop accurate methods to identify the animal origin of raw and processed meats.
The purpose of this work is to identify the species-specific origin of raw and processed animal tissue
supposed to be bovine, of production and sale in Bucaramanga and the Metropolitan Area, by
sequencing the mitochondrial Cyt b gene. Substitution of pork by beef was found in 26% of meat
samples. In some samples of the meat sold under a trademark, it is observed that marketed beef
meat also contains pork.

*Research Project.
**Science Faculty. School of Biology. Director Dr. Jorge Hernandez Torres. Codirector Oriana
Danuta Serna Daza.
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INTRODUCCION

El consumo de carne de res en Colombia, evaluado dentro del costo de la canasta
familiar del DANE, representa el 9% del total de gastos en alimentos (el 2.5% del
gasto total familiar) y se estima un consumo per capita de carne bovina de

aproximadamente 18,7 Kg por persona’.

En la ultima década, crisis sanitarias por contaminacion microbiana, brotes de
encefalopatia espongiforme bovina (EEB), influenza aviar, influenza porcina y la
contaminacion por dioxinas, han generado panico entre los consumidores. Como
resultado ha ocurrido una reduccion dréstica del consumo de carne de res, cerdo y
aves de corral y se ha incrementado el interés en la identificacion de especies en

alimentos para el consumo humano® .

La identificacion especie-especifica de carnes de consumo humano es importante
por varios factores: i) Minimizar riesgos en la salud del consumidor ocasionados
por la sustitucion de una especie comestible por otra, sacrificada en pésimas
condiciones de higiene. ii) Evitar el fraude comercial que se presenta al sustituir
una especie comestible por otra de menor costo econémico. iii) Proteger las
especies animales silvestres: el comercio ilegal de este tipo de animales puede
incrementar los riesgos de contagio de graves enfermedades y supone
agotamiento de la biodiversidad®. iii) Amparar el respeto a los derechos de los
consumidores, a sus intereses personales relacionados con su estilo de vida, sea
vegetariano o religioso (prohibicién del consumo de carne de cerdo para judios y

musulmanes)’.

En diferentes ciudades de Colombia, incluyendo Bucaramanga y su Area
Metropolitana, se han descubierto mataderos clandestinos que operan en
condiciones insalubres, incumpliendo con los requerimientos minimos sanitarios

para el sacrificio de animales y dedicados al comercio ilicito de carne de asnos
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(Equus asinus) y caballos (Equus caballus) enfermos o seniles. Representando un
peligro para la salud de los consumidores y pérdidas econdmicas a quienes si
cumplen con la legislacion®?°. Ante este tipo de fraude, se pone en riesgo la salud
de los consumidores y se manifiesta la necesidad de implementar metodologias
que permitan determinar las especies biolégicas presentes en carnes crudas y
procesadas, para proteger tanto a los consumidores como a los productores
legales. Ademas, se lograria evitar la sobre-explotacion y el trafico ilegal de

animales bajo proteccién o en peligro de extincion.

En Colombia, hasta el momento, se han hecho esfuerzos en este sentido, con la
identificacion de especies susceptibles de expendio al publico basados en PCR-
RFLP?. Sin embargo, es la primera vez que se aplica la secuenciacién de genes

para la implementacién de una prueba piloto de tipificacion de carnes en el pais.

El propésito de este trabajo de grado es realizar la identificacion del origen
especie-especifico de tejido animal crudo o procesado presuntamente bovino, de
produccion y expendio en Bucaramanga y el Area Metropolitana, mediante

secuenciacion del gen mitocondrial Cyt b.
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MARCO TEORICO

Genes mitocondriales para la identificacion de especies

En animales, el genoma mitocondrial (mtDNA) es generalmente pequeiio (15-20
kb), conformado por 37 genes: 13 codifican para subunidades relacionadas con
procesos de fosforilacion oxidativa, dos rRNAs del ribosoma mitocondrial y 22
RNA de transferencia (tRNAs) necesarios para la traduccion de las proteinas

codificadas por el mtDNAZ.

A nivel evolutivo, las secuencias de mtDNA evolucionan mas rapidamente en
comparacion con el DNA nuclear. La razon principal es la ineficiencia inherente al
sistema de reparacion de los errores de replicacién y dafio del DNA, resultando en

la acumulacién de variabilidad interespecifica®.

Aungue las secuencias mitocondriales evolucionan rapidamente, el ordenamiento
de los genes permanece sin cambio por largos periodos de tiempo evolutivo,
siendo relativamente estables dentro de grupos principales, pero variables entre
ellos. Por ello, comparaciones a nivel de secuencias de genes especificos

permiten la identificacién especie-especifica de muestras2.

El uso de mtDNA para la identificacion de especies mediante PCR ofrece una
serie de ventajas sobre marcadores genéticos presentes en el DNA nuclear® 2.
En efecto, la deteccion gendmica podria ser limitada por el nUmero de copias
generalmente baja de secuencias. Por el contrario, el mtDNA presenta varias
copias por célula, lo cual incrementa la probabilidad de detectar una secuencia
especifica en muestras altamente procesadas, con dafio en el DNA. Aun cuando
el mtDNA esté presente en pequefias cantidades, se incrementa la oportunidad de

amplificar fragmentos de DNA en buen estado®.
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Identificacién especie-especifica basada en el gen Cyt b

A partir de la década de 1980, se han desarrollado técnicas moleculares e
inmunolégicas para la identificacion de especies en productos alimenticios de
consumo humano. Inicialmente, muchas pruebas estuvieron dirigidas hacia la
identificaciéon de fracciones de proteinas, incluyendo inmunoensayos®,
isoelectroenfoque (IEF)?” ?® y la prueba de ELISA®. Sin embargo, estas técnicas
han sido paulatinamente abandonadas debido a su baja especificidad y su
ineficacia en el caso de alimentos procesados mediante refrigeracion, salado y
secado. El calor, el factor mas importante, induce marcadas modificaciones
estructurales en las proteinas que alteran los resultados basados en el analisis,
como ELISA, HPLC y especialmente IEF*. Aunque el andlisis de proteinas es muy
usado para la evaluacion de productos frescos, no es efectivo para productos

altamente procesados, al resultar desnaturalizadas™.

El rapido adelanto de los métodos basados en DNA ha reorientado los métodos de
autenticacion de alimentos desde el andlisis de proteinas al del DNA®! 2. El DNA
tiene la ventaja de ser una molécula relativamente estable, capaz de soportar el
procesamiento por calor y presion, y se encuentra presente en todos los tejidos de

un individuo®3.

Entre los protocolos que utilizan DNA, la PCR es la técnica molecular més
practicada hasta ahora y provee una forma sencilla, rapida, sensible y especifica
de detectar origenes bioldgicos en alimentos®*. La variedad de métodos es amplia:
Secuenciacién de nucleétidos forense informativa (FINS)® ¢, microsatélites
(SSR)*, polimorfismos de un sélo nucleétido (SNP)*®, polimorfismos en la longitud
de fragmentos amplificados (AFLP)*°, asi como polimorfismos en la longitud de
fragmentos de restriccion (RFLP) usando como blanco genes mitocondriales,

como el de la proteina citocromo b (Cyt b)*® #*.
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El gen Cyt b consiste de secuencias conservadas y ha sido bien caracterizado en
diferentes grupos de vertebrados, permitiendo el reconocimiento de variacion

genética entre especies™.

El amplio uso del gen Cyt b ha hecho de éste una herramienta valiosa en estudios

filogenéticos***°, de diferenciacién de especies presentes en alimentos crudos y

46-51 52-55

procesados y en la identificacion forense

De igual manera el gen Cyt b ha sido utilizado con éxito en estudios de
identificacion del origen biologico de especies tales como, peces™

cefalépodos®® y mariscos™.
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1. MATERIALES Y METODOS

1.1 Muestreo

Se compraron en Bucaramanga y su Area Metropolitana 50 muestras aleatorias de
carne de res y derivados carnicos de origen local, en establecimientos comerciales

distribuidores de carnes crudas y procesadas.

Las muestras se registraron, transportaron y almacenaron de acuerdo con los

métodos de muestreo previamente establecidos en nuestro laboratorio?.

1.2 Extraccion de DNA total
Se realizaron extracciones de DNA total a partir de 25 mg de tejido animal y 10 pL
para las muestras de sangre, mediante el kit de extraccibn DNeasy Tissue®

(Qiagen), de acuerdo con la recomendacion del fabricante.

1.3 Amplificacion de un fragmento del gen Cyt b

Un fragmento de ~307 pb del gen Cyt b fue amplificado mediante PCR, con los
oligonucleétidos universales L14841* y H15149*°°  |a mezcla de reaccién de
amplificacion de 25 pul contenia 1x Taq Buffer (750 mM Tris-HCI (pH 8.8), 200 mM
(NH4)2S0,, 0.1% Tween 20), 1.5 mM MgCl,, 0.2 mM dNTPs, 0.18 uM de cada
oligonucledtido, 1.25 U Taq polimerasa (Thermo Scientific®) y 50-100 ng de ADN

total.

Las condiciones de amplificacion fueron: 3 min a 94°C, seguido de 35 ciclos de 45
sa94°C,30sa60°Cy30sa72°C; 1 mina 72°C. La reaccion de amplificacion se

realizé con un termociclador Swift MaxPro® (Esco).

*(5'-AAAAAGCTTCCATCCAACATCTCAGCATGATGAAA-3)
**(5'-AAACTGCAGCCCCTCAGAATGATATTTGTCCTCA-3")
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Los productos amplificados fueron visualizados en geles 1% agarosa coloreados
con EZ Vision [lI® (Amresco Inc.) y purificados con columnas GeneJET® (Thermo
Scientific). La cuantificacion se hizo con el software Launch Doc-ITLS (UVP Bio
Doc-It Imaging System, Upland, CA, USA) a partir de fotografias realizadas a los

geles de los purificados.

En el caso de las carnes crudas, los amplificados purificados fueron secuenciados
directamente con los oligonucleotidos usados para la amplificacion por PCR; este

servicio fue contratado con la empresa Macrogen (Corea).

1.4 Construccion de librerias

En el caso de productos céarnicos procesados en los cuales se evidencié una
mezcla homogenizada de carnes, los amplificados fueron clonados en el vector
pGEMTeasy® (Promega). Con el producto de las ligaciones, se transformaron
células competentes de E. coli IM109, siguiendo las instrucciones del manual del

usuario.

A partir de colonias sembradas en medio LB, se seleccionaron recombinantes de
cada muestra y se realizaron minipreparaciones de ADN plasmidico siguiendo el
método de Zhou et al.®* Para la secuenciacién de los insertos se utilizo el primer
del vector pGEMTeasy® (Promega), este servicio fue contratado con la empresa

Macrogen (Corea).

1.5 Tipificacion de las secuencias

Las secuencias fueron editadas a mano y con el programa BioEdit®?, para evitar
guimeras y todo artefacto experimental. Se realizaron busquedas de secuencias
homélogas en la base de datos de GenBank®® con la aplicacién BlastN®*. Por otra

parte un analisis de alineamientos globales entre la secuencia nucleotidica de
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cada muestra y las encontradas en una base de datos local de especies animales,
permanentemente actualizada en el laboratorio, mediante MUSCLE®.

Se realiz6 una matriz de distancia de Tamura-Nei usando MEGA 5% bajo el
método Neighbor-Joining®”. Con base en lo propuesto por Ratnasingham &
Hebert®®, se utiliz6 como criterio de identificacién positiva a nivel de especie,
valores de distancia genética menores al 1% (0.01), y a nivel de género, valores

menores al 3% (0.03).
En el caso de las muestras en las que se presentaron hallazgos, se construyeron

arboles de similitud por la ejecucion de matrices de distancia de Tamura-Nei

usando MEGA 5° bajo el método Neighbor-Joining®’.
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2. RESULTADOS

2.1 Muestreo

Se compraron de manera aleatoria 50 muestras de carne de res y derivados
carnicos en Bucaramanga y su Area Metropolitana; se tomaron datos del origen
biolégico registrado en la etiqueta cuando ésta estaba presente (Tabla 1). Las
muestras 138 y 159, a pesar de ser vendidas como carne de res, en su etiqueta se

reportaba contener carne de res y carne de cerdo.

2.2 Extraccién de DNA total

A pesar de los estados de las diferentes muestras, la mayoria de las cuales habia
pasado por procesos de sazonado y coccidn, se obtuvo DNA total de buena
calidad para amplificacién, mediante el kit de extraccion DNeasyTissue® (Qiagen).
En la Fig. 1 se observan diferentes muestras de DNA total de alto peso molecular.
No se puede distinguir el DNA mitocondrial pero se asume que esta contenido en
la muestra.

10000 pb

)

2500 pb
2000 pb

wipn
spe
SS2
oo
s

1500 pb

1000pb  —
750pb  —

500pb —

250pb —

Figura 1. Extracciones de DNA total de carnes y derivados carnicos de presunto origen bovino.

1 GenRuler 1Kb (Thermo Scientific). 2 Carne cruda. 3 Carne molida. 4 Chanfaina. 5 Chorizo. 6
Longaniza. 7 Génova. 8 Pichon. 9 Gulash. 10 Carne en empanada. 11 Carne en tamal. 12
Albéndigas. 13 Hamburguesa. 14 Salchicha. 15 Pincho.
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2.3 Amplificacién parcial del gen Cyt b

Se amplific6 mediante PCR un fragmento de ~376 pb del gen Cyt b de cada una
de las muestras. La calidad de los amplificados fue verificada en geles 1%
agarosa coloreados con EZ Vision IlI® (Amresco Inc.). En la Fig. 2 se observa
DNA de la secuencia amplificada y purificada del fragmento del gen mitocondrial
Cyt b de diferentes muestras.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 M1 12 13 14 15

3000 pb

2000 pb
1500 pb

1200 pb
1000 pb
900 pb
800 pb
700 pb
600 pb
500 pb
400 pb

300pb —

- - e e @ @ o D & -

200pb —

100pb —

Figura 2. Amplificados purificados de un fragmento de ~376 pb del gen Cyt b.

1 GenRuler 1Kb (Thermo Scientific). 2 Carne cruda. 3 Carne molida. 4 Chanfaina. 5 Chorizo. 6
Longaniza. 7 Génova. 8 Pichon. 9 Gulash. 10 Carne en empanada. 11 Carne en tamal. 12
Albéndigas. 13 Hamburguesa. 14 Salchicha. 15 Pincho.

2.4 Construccion de librerias

Con los amplificados de 43 muestras de carnicos procesados, se realizaron
librerias gendmicas. De cada libreria se seleccionaron 4 plasmidos recombinantes
para secuenciacion de los insertos correspondientes. Se considerd suficiente el
namero de 4 clones por muestra, para observar si se encontraba mas de una

especie en el carnico.
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2.5 Tipificacion de las secuencias

En el Anexo 1 se registran las secuencias de referencia usadas para la
construccion de la matriz de distancia y los arboles de distancia genética. En la
tabla 1 puede observarse el detalle por muestra: carnico, estado, presunto origen,
distancia genética con la especie identificada y finalmente la identificacion de las
diferentes muestras. De los 50 carnicos colectados se identificaron 46 a nivel de
especie, de los cuales 33 fueron tipificados como Bos taurus, 4 como Sus scrofa, 8
como una mezcla de Bos taurus y Sus scrofa, 1 como una mezcla de Bos taurus,
Bubalus bubalis y Sus scrofa; 4 muestras fueron identificadas a nivel de género

como Bos sp.

El principal hallazgo en los cérnicos bovinos fue la sustituciéon o mezcla de carne
de res con carne de cerdo, en el 26% de las muestras. En el caso de las muestras
de chorizos, se observo tanto sustitucion como mezcla de carne de res y cerdo. En
la muestra 3 (Fig. 3) solo se evidencio la presencia de carne de cerdo (S. scrofa) y
en el caso de las muestras 29 (Fig. 4) y 155 (Fig. 5) una mezcla entre carne de res

(B. taurus) y carne de cerdo (S. scrofa).

3a
KL Sus scrofa NC 000845.1
Equus asinus gi|5835345|NC 001788.1
{ Equus caballus gi|5835107|NC 001640.1
Capra hircus gi|316926505|NC 005044.2
Bos taurus gi|60101824|NC 006853.1
— Bubalus bubalis NC 006295.1

Canis lupus familiaris gi|17737322|NC 002008.4
Gallus gallus gi|5834843|NC 001323.1

P
0.05

Figura 3. Arbol de distancia Neighbor-Joining (NJ) inferido a partir de la matriz de distancias de

Tamura-Nei entre secuencias de Cyt b para la muestra 3.
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En la Fig. 4 puede observarse el agrupamiento de dos clones de la muestra 29

con Bos taurus y los otros dos con Sus scrofa.

29¢
Bos taurus gi|60101824|NC 006853.1

Bubalus bubalis NC 006295.1
Capra hircus gi|316926505|NC 005044.2

Equus asinus gi|5835345|NC 001788.1
{ Equus caballus gi|5835107|NC 001640.1
ﬂ Sus scrofa NC 000845.1
L‘ 29b
L 29d
Canis lupus familiaris gi|17737322|NC 002008.4
Gallus gallus gi|5834843|NC 001323.1

— 1)

—_—
0.05

Figura 4. Arbol de distancia Neighbor-Joining (NJ) inferido a partir de la matriz de distancias de

Tamura-Nei entre secuencias de Cyt b para la muestra 29.

En la Fig. 5 se revela igualmente la agrupacion de 3 clones de la muestra 155 con

la secuencia de Sus scrofa y un clon con la secuencia de Bos taurus.

155a
’_ﬁ155b
Sus scrofa NC 000845.1

155¢
Equus asinus gi|5835345|NC 001788.1
{ Equus caballus gi|5835107|NC 001640.1
Capra hircus gi|316926505|NC 005044.2

Bubalus bubalis NC 006295.1

ﬁBostaurus gi|60101824|NC 006853.1
L 1554

Canis lupus familiaris gi|17737322|NC 002008.4
Gallus gallus gi|5834843|NC 001323.1

e —
0.05

Figura 5. Arbol de distancia Neighbor-Joining (NJ) inferido a partir de la matriz de distancias de

Tamura-Nei entre secuencias de Cyt b para la muestra 155.
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A su vez, se evidencio la sustitucion de carne de cerdo (S. scrofa) por carne de res
(B. taurus) en otro tipo de derivados carnicos, especificamente las muestras 39

(génova), 88 (chanfaina) y 207 (salchicha), en las que se hall6 cerdo en su
totalidad.

En la Fig. 6 puede apreciarse el agrupamiento entre los 4 clones de la muestra 39
y la secuencia de S. scrofa.

39b
39d
39a

‘ Sus scrofa NC 000845.1
&Qc

Equus asinus gi|5835345|NC 001788.1
—|: Equus caballus gi|5835107|NC 001640.1
Capra hircus gi|316926505|NC 005044.2
Bos taurus gi|60101824|NC 006853.1
— Bubalus bubalis NC 006295.1
Canis lupus familiaris gi|17737322|NC 002008.4
Gallus gallus gi|5834843|NC 001323.1

P
0.05

Figura 6. Arbol de distancia Neighbor-Joining (NJ) inferido a partir de la matriz de distancias de
Tamura-Nei entre secuencias de Cyt b para la muestra 39.

En la Fig. 7 puede evidenciarse el agrupamiento entre los 4 clones de la muestra
88y la secuencia de S. scrofa.
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88c
88d
8b

8
IjBa
k Sus scrofa NC 000845.1
Equus asinus gi|5835345|NC 001788.1
—|: Equus caballus gi|5835107|NC 001640.1
Capra hircus gi|316926505|NC 005044.2
Bos taurus gi|60101824|NC 006853.1
4{ Bubalus bubalis NC 006295.1

Canis lupus familiaris gi|17737322|NC 002008.4
Gallus gallus gi|5834843|NC 001323.1

P
0.05

Figura 7. Arbol de distancia Neighbor-Joining (NJ) inferido a partir de la matriz de distancias de

Tamura-Nei entre secuencias de Cyt b para la muestra 88.

En la Fig. 8 se observa el agrupamiento entre los 4 clones de la muestra 207 y la

secuencia de S. scrofa.

207a
207d
Sus scrofa NC 000845.1
207b
] 207¢
Equus asinus gi|5835345|NC 001788.1
—: Equus caballus gi|5835107|NC 001640.1
Capra hircus gi|316926505|NC 005044.2
Bos taurus gi|60101824|NC 006853.1
— Bubalus bubalis NC 006295.1
Canis lupus familiaris gi|17737322|NC 002008.4
Gallus gallus gi|5834843|NC 001323.1

—
0.05

Figura 8. Arbol de distancia Neighbor-Joining (NJ) inferido a partir de la matriz de distancias de

Tamura-Nei entre secuencias de Cyt b para la muestra 207.
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En el caso de las muestras 80 (pichén), 90 (carne molida), 140, 159
(hamburguesas), 185 (empanada) y 192 (tamal), se encontré una mezcla entre

carne de res y carne de cerdo.

En la Fig. 9 se observa el agrupamiento de

taurus y dos con Sus scrofa.

dos clones de la muestra 80 con Bos

T

80a
80c

k| Bos taurus gi|60101824|NC 006853.1

Bul

balus bubalis NC 006295.1

Capra hircus gi|316926505|NC 005044.2

Equus asinus gi|5835345|NC 001788.1

—: Equus caballus gi|5835107|NC 001640.1

( —— Sus scrofa NC 000845.1

80b
—

Canis lupus familiaris gi|17737322|NC 002008 .4
Gallus gallus gi|5834843|NC 001323.1

U —
0.05

Figura 9. Arbol de distancia Neighbor-Joining (NJ) inferido a partir de la matriz de distancias de

Tamura-Nei entre secuencias de Cyt b para la muestra 80.

En la Fig. 10 se observa el agrupamiento de dos clones de la muestra 90 con Bos

taurus y dos con Sus scrofa.
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( 90b
‘ 90d
L ‘ Bos taurus gi|60101824|NC 006853.1
Bubalus bubalis NC 006295.1

Capra hircus gi|316926505|NC 005044.2
quus asinus gi|5835345|NC 001788.1

E
{ Equus caballus gi|5835107|NC 001640.1

Sus scrofa NC 000845.1

L{ 90a
90c

Canis lupus familiaris gi|17737322|NC 002008.4
Gallus gallus gi|5834843|NC 001323.1

| UE— |
0.05

Figura 10. Arbol de distancia Neighbor-Joining (NJ) inferido a partir de la matriz de distancias de

Tamura-Nei entre secuencias de Cyt b para la muestra 90.

En la Fig. 11 se observa el agrupamiento de tres clones de la muestra 140 con

Bos taurus y uno con Sus scrofa.

140c
Bubalus bubalis NC 006295.1
Capra hircus gi|316926505|NC 005044.2
( — Sus scrofa NC 000845.1]
[ L 140d
Equus asinus gi|5835345|NC 001788.1
—: Equus caballus gi|5835107|NC 001640.1
Canis lupus familiaris gi|17737322|NC 002008.4
Gallus gallus gi|5834843|NC 001323.1

140a
ﬁ 140b
L LBos taurus gi|60101824|NC 006853.1

P
0.05

Figura 11. Arbol de distancia Neighbor-Joining (NJ) inferido a partir de la matriz de distancias de

Tamura-Nei entre secuencias de Cyt b para la muestra 140.
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En la Fig. 12 se evidencia el agrupamiento entre dos clones de la muestra 185 con

S. scrofa y un clon con B. taurus.

185b
( ’_| 185¢
tl— Sus scrofa NC 000845.1
Equus asinus gi|5835345|NC 001788.1
—: Equus caballus gi|5835107|NC 001640.1
Capra hircus gi|316926505|NC 005044 .2
Bubalus bubalis JQ241283.1

( | Bos taurus gil60101824|NC 006853.1
| l185d

Canis lupus familiaris gi|17737322|NC 002008.4
Gallus gallus gi|5834843|NC 001323.1

S —
0.05

Figura 12. Arbol de distancia Neighbor-Joining (NJ) inferido a partir de la matriz de distancias de

Tamura-Nei entre secuencias de Cyt b para la muestra 185.

En la Fig. 13 puede apreciarse la presencia de dos clones de la muestra 192 que

se agrupan con la secuencia de B. taurus y dos con S. scrofa.

( 192¢
i_{192d

L Bos taurus gi|60101824|NC 006853.1

Bubalus bubalis NC 006295.1
Caprahircus gi|316926505|NC 005044.2

{Equus asinus gi|5835345|NC 001788.1
Equus caballus gi|5835107|NC 001640.1

Canis lupus familiaris gi|17737322|NC 002008.4
Gallus gallus gi|5834843|NC 001323.1

|
0.05

Figura 13. Arbol de distancia Neighbor-Joining (NJ) inferido a partir de la matriz de distancias de

Tamura-Nei entre secuencias de Cyt b para la muestra 192.
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Las muestras 138 y 159 reportaban en su etiqueta contener ademas de carne de
res, carne de cerdo. En ambas muestras se encontraron las dos especies
reportadas (Fig. 14 y 15), pero en el caso de la muestra 138 se encontr6 ademas
Bubalus bubalis (Fig. 15).

En la Fig. 14 se observa el agrupamiento de dos clones de la muestra 159 con la
secuencia de B. taurus y dos con S. scrofa.

Bos taurus gi|60101824|NC 006853.1
Bubalus bubalis JQ241283.1
Caprahircus gi|316926505|NC 005044.2

Equus asinus gi|5835345|NC 001788.1
—I: Equus caballus gi|5835107|NC 001640.1
( I_ Sus scrofa NC 000845.1

L{ 159a
L 159d
Canis lupus familiaris gi|17737322|NC 002008.4
Gallus gallus gi|5834843|NC 001323.1

—_—
0.05

Figura 14. Arbol de distancia Neighbor-Joining (NJ) inferido a partir de la matriz de distancias de

Tamura-Nei entre secuencias de Cyt b para la muestra 159.

En la Fig. 15 se observa la presencia de dos clones de la muestra 138 que se
agrupan con la secuencia de B. taurus, uno con Bubalus bubalis y uno con S.

scrofa.
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( ‘ 138a
138d
t ‘ Bos taurus gi|60101824|NC 006853.1

( i Bubalus bubalis NC 006295.1
[ L— 138p

Caprahircus gi|316926505|NC 005044.2
| — Sus scrofa NC 000845.j

[ L 138c
Equus asinus gi|5835345|NC 001788.1
{ Equus caballus gi|5835107|NC 001640.1
Canis lupus familiaris gi|17737322|NC 002008.4
Gallus gallus gi|5834843|NC 001323.1

—_—
0.05

Figura 15. Arbol de distancia Neighbor-Joining (NJ) inferido a partir de la matriz de distancias de

Tamura-Nei entre secuencias de Cyt b para la muestra 138.

En el caso de las muestras: 30 (clones c y d), 42 (clones ay d), 185 (clon a) y 251
(clon d), los valores de distancia fueron mayores que los admitidos para
identificacién. Fue necesario hacer buUsquedas con BlastN®* en el genoma
completo de B. taurus. Se identificaron estas muestras como pseudogenes en los
cromosomas X y 2 de B. taurus (Tabla 1). Se realizé una traduccion de estas
secuencias con la aplicacién en linea Insilico®® y se hallaron cambios en el marco

de lectura, asi como también sustituciones aminoacidicas (Fig. 16).

Como puede verse en la figura 16, la secuencia parcial mitocondrial del gen Cyt b
de la muestra 148c (parte superior), el marco de lectura es continuo (sombreado
en celeste). A diferencia del caso de la muestra 185a (parte inferior) en la cual se
observa la secuencia parcial nuclear (pseudogen) del gen Cyt b, donde se aprecia
el cambio de marco de lectura en la secuencia (sombreado celeste y amarillo),

ademas de sustituciones aminoacidicas (sombreadas en fucsia).
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10 20 30 40 50 60 70 80 90

| | | | | | | | |
TTTCGGTTCCCTCCTGGGAATCTGCCTAATCCTACAAATCCTCACAGGCCTATTCCTAGCAATACACTACACATCCGACACAACAACAGCATTCTCCTCT
F R F P P GN L P N P TN P H * P I P S N T L H I R HNN S I L L C

s v P S W E S A * S Y K S SsS Q A Y s * Q Yy T T H P T Q Q Q H S P L

| | | | | | | | |
GTTACCCATATCTGCCGAGACGTGAACTACGGCTGAATCATCCGATACATACACGCAAACGGAGCTTCAATGTTTTTTATCTGCTTATATATGCACGTAG
Yy p Y L P * R ETL RILNUHUPMUHTIRIKIR S F NV F Y L L MY A R *

L P M S AETWTTAUE S S DT Y T QT ETILOQCU FIL S A Y MC T *

I I I I I I I I I
GACGAGGCTTATATTACGGGTCTTACACTTTTCTAGAAACATGAAATATTGGAGTAATCCTTCTGCTCACAGTAATAGCCACAGCATTTATAGGATACGT
T *L M L R V L H F S *NMZ X Y WS N P S A H S N S H S I Y * M R

b EAY I TGULTLF * KHEMTLUE* S F C s Q * * P Q H L * D T S

I I I I I I I I I
CCTACCA 400
P T

Y C

10 20 30 40 50 60 70 80 90
I I I I | | | | |
TTTTGGCTCCCTGCTAGGTATCTGCCTAGTCCTAGAAATCCTAACAGGCTTATTCTTAGCAATGCACTACACATCTGACACAATAACAGCATTCTCTTCT
F WL P A * Y L P S P * N PN * L I L S NATLUHTIWIHNNS I L F C

L A P C * V § A * 38 K s * Qg A Y s * o C T THUL T Q * Q H S L L

I I I I I I I I I
GTCACCCACATTTGCCGAGACGTCAATACGGCTGAATTATCCGATATATACACGCAAATGGAGCATCAATGTTTTTTATCTGCCTATTTATACATGTAGG
H P HL P * RQVY GWIIRVYMBHANSGS ASWMTEFETFTIOC ccLBEMEVG

VNENEMENCIRMOMVS T A E L S D M Y T Q M E KR OCF L SAYLYMG®*D

s p T F A ET S MU RULNY PMY T RIKWS I NV F Y L P I Y T C *

I I I I I I I I I
ACGAGACCTATACTACGGATCATATACCTTCCTAGAAACATGAGACATCGGAGTAATTATCCTATTAGCAGTGATAGCCACAGCATTTATAGGATACATC
RBrvyvyvycesy T Fr 1 ETuw@@l 16 vi@irer Bl vwvararuuoecey [

E T Y TTODUHM®PS * KHETSE* LS Y * QW * P QUHTIL * DT S
T * P M LRI MJYTLZP* NMS®*HURSNZYU®PTISSDSHSTI Y * MUHP

I
CTATTG 400

L |
Y T
I

Figura 16. Secuencias nucleotidicas y aminoacidicas del gen Cyt b normal en el clon 148c
(superior) y pseudogen en el clon 185a (inferior).
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Adicionalmente, se compararon patrones de restriccion de estos clones (datos no
mostrados) generados mediante la aplicacion SeqBuilder del paquete DNASTAR
(Lasergene, Madison, USA). Obviamente los mapas evidenciaron diferencias en
los sitios de restriccibn ademas de la ausencia del sitio de corte para la enzima
Xbal en el caso de los pseudogenes. Debido a la presencia de secuencias de
pseudogenes en los datos, para realizar los analisis bioinformaticos se tuvieron en
cuenta 173 de las 179 secuencias obtenidas, ademas de 11 secuencias de

referencia (Anexo 1).
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3. DISCUSION

En este trabajo se realiz6 la identificacion de 50 muestras de productos carnicos,
de origen presuntamente bovino, de produccion y expendio en Bucaramanga y su
Area Metropolitana. En el 26% de las muestras de carne, se encontrd sustitucion
de carne de cerdo por carne de res. En muestras de céarnicos vendidos bajo una
marca registrada, se observl en varios casos que aunque se comercializan como

carne de res, también contienen carne de cerdo.

En el caso de la muestra 138 la etiqueta reportaba contener carne de res y de
cerdo. Sin embargo, nuestros analisis demuestran que también contenia bufalo
(Bubalus bubalis). Como la carne de este ultimo es de mayor valor comercial, es
de suponer que podria tratarse de una infiltracion fraudulenta de este espécimen,
a fin de no desperdiciar su carne. En cualquier caso, no se estd cumpliendo la

norma como lo establece la Codex Alimentarius Commission .

En los arboles de distancia realizados para las muestras en las que se encontrd
sustitucion de carne, puede observarse los agrupamientos generados entre los
clones de cada muestra y las secuencias de referencia, siendo principalmente el

agrupamiento entre las muestras y Sus scrofa.

En 4 muestras de céarnicos se encontraron 6 secuencias de pseudogenes; esto
puede deberse a la utilizacion de los oligonucledtidos universales sugeridos por
Kocher et al.?°. Debido a la baja especificidad de estos cebadores, es normal que
se puedan amplificar copias nucleares del mismo gen’. Los pseudogenes
ostentan caracteristicas particulares como alteraciones en el marco de lectura, que
los convierte en infuncionales (Fig. 16), y sustituciones aminoacidicas que

conllevan a diferencias en los patrones de restriccion respecto al gen mitocondrial
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normal”®. De acuerdo con esto, se hace evidente que las metodologias de
identificacion de carne bovina basadas en PCR-RFLP no son las mas adecuadas
con este tipo de oligonucledtidos. Este inconveniente podria evitarse
implementando la metodologia propuesta por Burgener & Hiibner’?, en la cual el
aislamiento de DNA se realiza con los detergentes Triton X-100 y Nonident-P40,
los cuales solubilizan todas las membranas celulares exceptuando la membrana
nuclear. Por lo anterior, las muestras 30c, 30d, 42a, 42d, 185a y 251d, fueron
excluidas de los analisis bioinformaticos utilizados para la identificacion de las

especies biologicas presentes en las muestras.

En resumen, este diagndstico revela que las carnes bovinas que se expenden en
Bucaramanga son en general genuinas. No obstante, se detecté fraude en los
embutidos que contienen carne de cerdo, sin mencionarlo en las etiquetas.
Finalmente, la presencia esporadica de carnes mas costosas en los embutidos,
podria corresponder al empleo de animales muertos por razones diferentes al

sacrificio en los mataderos.
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4. CONCLUSIONES

En Bucaramanga y su Area Metropolitana se presenta sustitucion de carne de res
por carne de cerdo o la mezcla de ambas especies. En algunos productos
carnicos se hace referencia a la mezcla de ambas carnes, pero en pocos se
reporta, haciéndole creer al consumidor que esta comprando un producto a base

de carne de res.

Para el caso de los productos que contienen carne de Bubalus bubalis es
necesario que lo reporten como carne de bulfalo asi se trate de una especie

bovina, como lo estandariza la Codex Alimentarius Commission’®

La utilizacién de los oligonucleétidos universales propuestos por Kocher et al.®°
permiten la amplificacion de pseudogenes, debido a su baja especificidad respecto

a una secuencia mitocondrial de una especie particular.
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ANEXOS

Anexo A. Secuencias de referencia usadas para la construccion de la matriz de

distancia y arboles de distancia genética.

Especies de referencia Nombre comun Cdédigos de acceso Genbank
Bos taurus Res gi|60101824|NC_006853.1
Bos taurus Res GU367347.1

Bubalus bubalis Bufalo JQ241283.1

Sus scrofa Cerdo NC_000845.1

Sus scrofa Cerdo DQ534707.2

Canis lupus familiaris Perro gi|17737322|NC_002008.4
Capra hircus Cabra 0i|316926505|NC_005044.2
Equus asinus Burro 0i|5835345|NC_001788.1
Equus caballus Caballo 0i|5835107|NC_001640.1
Gallus gallus Gallo 0i|5834843|NC_001323.1

Bos javanicus Banteng 0i|288551451|gh|GU367355.1
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