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TITULO: DESARROLLO DE UN METODO PARA LA IDENTIFICACION DE CARNE
GOURMET SEGUN ESPECIE MEDIANTE AMPLIFICACION Y SECUENCIACION DEL ADN
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RESUMEN

Se probaron y modificaron varios métodos para la extraccion de ADN total, a partir de
productos céarnicos frescos y procesados. El método mas apropiado consiste en una
maceracion del tejido con hielo seco, para luego digerir con proteinasa K, posterior extraccion
con fenol-cloroformo-alcohol isoamilico (PCI) y finalmente precipitacién con etanol. A partir de
100 mg de tejido fresco se obtuvo un rendimiento promedio de 1.7 pg/pl de ADN total, mientras
que para procesados los rendimientos fueron menores. A partir de las muestras de ADN, en
30 ciclos de PCR y con la utilizacion de oligonucleétidos conservados, dirigidos a un fragmento
del gen citocromo b (cyt b), se obtuvo un maximo de 1300 ng de ADN del fragmento génico de
interés por cada volumen de reaccién de 100 pl. Estos rendimientos varian dependiendo de la
fuente del tejido (fresco o procesado), asi como su origen y el tiempo post mortem. El
desarrollo de estos procedimientos rinde suficiente ADN via PCR para utilizarlos en posteriores
analisis, objeto de la fase Il de este proyecto de investigacion, que busca tipificar el origen
animal de la muestra.
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“ Facultad de Ciencias, Escuela de Biologia, Centro de Innovacién en Biotecnologia Industrial y Biologia
Molecular — CINBIN. Jorge Herndndez Torres. Clara Inés Vargas.



TITTLE. A PCR AND DNA SEQUENCING METHOD OF mtDNA TO IDENTIFY GOURMET MEAT
ACCORDING TO SPECIES. PHASE I: ENZIMATIC AMPLIFICATION OF MITOCHONDRIAL
DNA .

Edgar Javier Rincén Baron”™
Lucio Navarro Escalante

Key words: Mitochondrial DNA, Gourmet Meat, Enzimatic amplification (PCR), Tipification,
Citochromo b.

ABSTRACT

A variety of methods were proved to extract total DNA from fresh and packaged meat products. The
best method consists on tissue homogenization with dry ice and proteinase K digestion. After a
phenol-chloroform extraction and ethanol precipitation, approximately 1.7ug/ul of total DNA was
obtained from 100 mg of fresh meat. For packaged samples this was less. From DNA samples, a
cytochrome b gene fragment was amplified by PCR using conserved primers chosen through data
researches and alienation. It was produced between 250-1300ng of the target fragment. These
efficiencies change depending on the tissue source (fresh or packaged), its origin and the post
mortem time as well. The development of these processes gets enough DNA by PCR to be used in
further studies such as the tipification of the animal sample origin.

“ Trabajo de grado
“ Facultad de Ciencias, Escuela de Biologia, Centro de Innovacién en Biotecnologia Industrial y Biologia
Molecular — CINBIN. Jorge Herndndez Torres. Clara Inés Vargas.



INTRODUCCION

La sustitucién ilegal de la carne y derivados para el consumo humano es una realidad en
Colombia. Por tratarse de una actividad clandestina, no se tienen cifras exactas del tipo y
volumen de productos que se expenden diariamente en tiendas, mercados, carnicerias, etc. sin
que las autoridades sanitarias, por razones de orden técnico, puedan realizar un control eficaz

para aplicar los correctivos necesarios.

La ley estipula que la carne de expendio legal debe portar en la etiqueta su origen animal, en la
mayoria de los casos este deber para con el consumidor no se cumple, principalmente porque
los sitios de venta de carne reciben la mercancia en medianas porciones, la reducen y procesan
rasticamente y la revenden al detalle. Es pricticamente imposible para las autoridades
sanitarias, en particular la Secretarfa de Salud de Santander, ejercer un control sobre los
innumerables puntos de venta de carnes y derivados, sin un método eficaz para identificar

especies de consumo ilegal.

En la actualidad, se dispone de una prueba de aplicacién limitada que pondera el indice de
refraccién de la grasa presente en una muestra de tejido animal. Esta tecnologia no se puede
aplicar al control de calidad de los derivados cdrnicos. Ademds, esta técnica solo permite
identificar carne procedente de equinos, mds no de otras especies de las cuales se sabe de su
distribucién e.g., perros, gatos, ratas, serpientes, iguanas, caimanes y un sinnimero de animales

en riesgo de extincién por su caza indiscriminada como el tapir, la babilla y el zaino.

En el articulo cuarto de la resolucién niimero 00222 de 1990, se declar6 apta para el consumo
humano la carne de equino de cria en el territorio colombiano, existiendo tnicamente dos

mataderos autorizados en Buga y Valledupar.



No obstante, se tienen suficientes evidencias de que el mercado estd ampliamente invadido de
carne de dudosa procedencia, principalmente equina. Por esta razén, se hace indispensable
desarrollar una prueba de laboratorio confiable que permita verificar la procedencia de la carne
en productos que se venden bajo la etiqueta de carnes de res, cerdo, cabra, oveja, pollo y otras

especies de consumo legal.

El presente proyecto de investigacién propone el desarrollo de una metodologia para la
identificacién segln especie, de carne de consumo humano que se expende comercialmente.
Con la metodologia implementada, se podrdn identificar muestras de carnes crudas asi como
procesadas. Esta tecnologia ampliard radicalmente la cobertura en la tipificaciéon de los
derivados cdrnicos y hace posible un control de calidad que hasta el momento no pueden

realizar las autoridades sanitarias en Colombia y muy seguramente en Latinoamérica.

Esta primera fase del proyecto se propone estandarizar los métodos de muestreo, extraccion y
amplificacién por PCR, del ADN de las especies susceptibles de expendio al pdblico. Los
resultados que a continuacién se describen, serdn el punto inicial para la estandarizacién de la

técnica de identificacidn.

Para la culminacién de los objetivos propuestos en la Fase I de este proyecto de investigacién,
se hace necesario el conocimiento a fondo y detallado de la estructura y evolucién del ADN
mitocondrial, por ello, haremos énfasis en el gen cyz 4, el cual hemos escogido por el amplio

conocimiento que se tiene de él.



1. ANTECEDENTES

1.1 LA VARIACION GENETICA COMO BASE PARA LA DIFERENCIACION INTRA
E INTERESPECIFICA

En ninguna especie existen dos individuos genéticamente idénticos. La variacién genética se
halla presente en todos los organismos. Una especie comun es polimérfica en alrededor de 30%
de los genes y en promedio un individuo es heterocigoto en un 10% de sus genes. Debido a
que segtin el cédigo genético mds de un triplete especifica un mismo aminodcido, los valores de
variacién proteica son netamente inferiores a los encontrados a nivel de secuencias de ADN. En
estd molécula la heterocigosidad media es 0,006 o sea, 6 de 1000 pares de bases difieren en dos

secuencias tomadas al azar de una poblacién (Klug & Cummings, 1999).

La variacién es un requisito indispensable para la evolucién. De otra forma seria imposible el
funcionamiento de mecanismos como la seleccién natural y por lo tanto, la adaptacién de los
organismos a nuevas condiciones ambientales. La evolucién es un proceso por el que la
variacién dentro de las especies se transforma en variacién entre especies. Por otro lado, la
magnitud de la variacién genética en una especie determinada es consecuencia de su historia
evolutiva, en la cual la seleccién natural y la deriva genética son las fuerzas moduladoras de

dicha variacién.

Existen dos niveles de variacién: si la variacién es fenotipica, esta puede dividirse en
morfoldgica, fisiolégica y conductual. El otro nivel de variacién es genotipico, i.e., a nivel de la

secuencia misma de los genes.



Otra forma de clasificacién de la variacién es en cualitativa y cuantitativa. La variacién
cualitativa es el objeto de anilisis de la genética mendeliana. Por otra parte, cualquier cardcter
fenotipico (morfolédgico, fisiolégico, conductual) que toma distintos valores cuantificables en
diferentes individuos y no sigue una patrén de herencia mendeliana simple, es un cardcter

cuantitativo.

La variacién cuantitativa trata aspectos como: i) qué parte de la variacién fenotipica de un
carcter cuantitativo se debe a diferencias genéticas entre los individuos y qué parte a
diferencias en el ambiente, ii) qué parte de la variacién fenotipica puede ser seleccionada por un
mejorador o por la seleccién natural. iii) cudntos genes o Joci influyen sobre el cardcter, como se

distribuyen los Joci por el genoma, qué efecto tienen los Joci y como interactiian entre ellos.

Dos procesos moleculares son susceptibles de inducir variacién genética: la mutacién y la
recombinacién. La mutacién genera variaciones puntuales mientras que la segunda proporciona
nuevas combinaciones genéticas a la poblacién, muchas de ellas con severas consecuencias,
dependiendo de las regiones cromosémicas comprometidas. La migracién y la introgresién
entre especies son procesos que pueden inyectar nueva variacién en las poblaciones y las
especies. En los numerales siguientes veremos que el ADN mitocondrial estd sujeto a una
mayor variacién interespecifica que el ADN nuclear y cdmo aprovechar la magnitud de esta

variacion para identificar una especie.

1.2 DISCRIMINACION DE ESPECIES CON BASE EN EL ADN MITOCONDRIAL

1.2.1 La mitocondria, central energética de la célula. Las mitocondrias son organelos
localizados en el citoplasma de todas las células eucaridticas y juegan un papel central en la
generacion de energia metabdlica. Son las responsables de la sustraccién de la mayor parte de la

energia ttil obtenida por la ruptura de carbohidratos y 4cidos grasos, de los cuales se produce



ATP mediante la fosforilacién oxidativa (Alberts et al., 1994; Cooper, 1997; Frey & Mannella,
2000).

Sobre la membrana interna se localiza la cadena transportadora de electrones (complejos I, 1I,
III y 1V), asi como la ATPasa que utiliza el gradiente electroquimico para formar ATP. La
membrana externa posee canales que facilitan el transporte de moléculas. Ademds, contiene

enzimas que convierten los lipidos en sustratos para ciclos metabdlicos dentro de la matriz (Fig.

1).
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Fig. 1. Esquema que representa la estructura de la mitocondria (izquierda) y microfotografia electrénica (derecha).
Dos membranas rodean la matriz interna y forman un espacio intermembranal (intermembrane compartment)
donde ocurren el transporte electrénico y la fosforilacién oxidativa. El nimero de mitocondrias por célula es
variable, dependiendo de los requerimientos energéticos'.

1.2.2 La mitocondria, un organelo con sistema genético propio. La mitocondria contiene un

genoma propio que la convierte en un sistema genético semi-auténomo (Barrell et al., 1979;

. heep://www.cbs.dtu.dk/staff/dave/roanoke/mitochondria.jpg



Gray et al., 1999). El origen de este material genético se explica a través de la teorfa de la
endosimbiosis y otros escenarios alternativos (Raven, 1970; Gray & Doolittle, 1982; Gray,
1989a, 1989b, 1992; Ballient et al., 1994; Gray & Spencer, 1996; Poyton & McEwen, 1996;
Akhmanova et al., 1998; Anderson et al., 1998; Embley & Martin, 1998; Martin & Hermann,
1998; Martin & Miiller, 1998; Mindell et al., 1998; Thorsnenn & Weber, 1996; Gray et al.,
1999a, 1999b; Lang et al., 1999; Moreira et al., 2000; Palmer, 2000).

EL ADN mitocondrial o mtDNA estd representado por una molécula de ADN en la mayoria
de los casos circular (Fig. 2), presentdndose multiples copias por organelo. Los genes de
eucariontes inferiores contenidos en el mtDNA pueden contener intrones. Este sistema
genético codifica para proteinas indispensables de la cadena transportadora de electrones y la

ATPasa (Collombet & Coutelle, 1998; Frey & Mannella, 2000).

Cell

miDMA

Witochondrion

Fig. 2. El genoma mitocondrial se encuentra en multiples copias (izquierda) y su estructura es circular como lo
muestra la microfotograffa de la derecha. Su tamafio es variable dependiendo de la especia a la que pertenece?.

2 http://www.mdausa.org/images/qpix/q9-5 Cell%20wmitochondrion.jpg
http://bio.winona.msus.edu/berg/IMAGES/DNAmito.jpg



El ADN mitocondrial animal es un ejemplo de extraordinaria economia dada la ausencia de
regiones no codificantes (Bibb et al., 1981; Anderson et al., 1981 y 1982; Shadel & Clayton,
1997). Se han obtenido las secuencias completas del mtDNA de algunos animales (Bibb et al.,
1981; Roe et al., 1981; Anderson et al., 1982), entre ellas el de humano (Anderson et al.,
1981) (Fig. 3), las cuales son muy similares en tamafo y con muy pocas variaciones en su
ordenamiento génico (Gray et al., 1999). Hasta la fecha, esta lista ha crecido vertiginosamente,
habiéndose caracterizado genomas mitocondriales de mds de 44 cordados y 23 no cordados

(Gray & Lang, 1998; Boore , 1999).
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Fig. 3. Esquema del genoma mitocondrial humano, cuya secuencia fue publicada en su totalidad en 1981
(Anderson et al., 1981), la cual contiene 16.569 bp. Entre sus caracteristicas sobresalientes se detecté la estrecha
proximidad entre los genes. La dltima base de un gen se encuentra adyacente a la primera base del siguiente,
presentdndose traslapes y pérdida de tripletes o codones de terminacién que al parecer son creados nuevamente
por procesos de poliadenilacién o editing del transcrito®.

3 http://www.mitomap.org/



1.2.3 El mtDNA: una fina herramienta para la identificacién y clasificacién de las especies.
El avance en las técnicas de secuenciacién del ADN (Sanger et al., 1977 y 1985; Smith et al.,
1986; Prober et al., 1987; Hunkapiller et al., 1991; Buchholz et al., 1999; Mahlknecht et al.,
1999), ripidamente ha contribuido a la obtencién de las secuencias completas de diferentes
grupos de vertebrados, e.g., Homo sapiens (Anderson et al., 1981), Rattus norvegicus (Bibb et al.,
1981), Bos taurus (Anderson et al., 1982) y Xenopus laevis (Roe et al., 1981), invertebrados
(Wolstenholme et al., 1987), procordados (Boore, 1999), protozoos (Gray et al., 1998; Burger
et al. 2000), algas (Gurge et al., 1999; Turmel et al., 2002a, 2002b), un buen ndmero de
briofitos, plantas superiores (Ward et al., 1981) y hongos. Por consiguiente, se ha profundizado

el conocimiento sobre la organizacién del genoma de los organelos.

Los estudios filogenéticos evolutivos basados en el mtDNA han crecido rdpidamente, entre
otras razones porque i) el ADN mitocondrial es pequefio, ii) ficil de purificar, iii) ausencia de
ADN no codificante y poca variacién en el orden y contenido de los genes (Vawter & Brown,
1986). Estos estudios generalmente se han encaminado a clarificar y verificar relaciones
filogenéticas, taxondémicas y genealdgicas (Ferris et al., 1981; Edwars & Wilson, 1990;
Mouchaty et al., 1995; Matthee & Robinson, 1997; Theimer & Keim, 1998; Clark et al.,
2003; Steiner et al., 2003; Zink & Weckstein, 2003).

Por otra parte, el mtDNA ha facilitado el andlisis de la estructura genética de las poblaciones
(Hauswirth & Laipis, 1982; Pichler et al., 1998; Simonsen et al., 1998; Glenn et al., 2002; Li
et al., 2003) asi como el seguimiento del flujo inter especifico del mtDNA en la vida silvestre
(Ferris et al., 1983). Un interesante enfoque es el uso de las regiones hipervariables HV1 y
HV2 del D-Loop, para la identificacién de humanos en la ciencia forense (Butler & Levin,

1998).



Bartlett & Davidson (1992) proporcionaron una utilidad prictica basada en la amplificaciéon
por PCR de secuencias del gen mitocondrial citocromo &, en una técnica llamada FINS
(Forensically  Informative Nucleotide ~ Sequencing). En tal procedimiento, utilizaron
oligonucledtidos especificos que se unen a determinadas regiones de importancia funcional del
gen cyt b de un gran namero de vertebrados (Kocher et al., 1989). Posteriormente, procedieron
a secuenciar el producto de la PCR y a determinar la especie a la cual pertenecian muestras de
tejido de origen desconocido mediante el uso de un programa de comparacién filogenético
(PAUP). No obstante, en un trabajo posterior Russell & Carnegie (1994) redisenaron el
procedimiento utilizando otro programa basado en un algoritmo que compara secuencias y
proyecta distancias evolutivas. Un programa basado en simples distancias es mds apropiado que
un programa basado en drboles, pues consume menos tiempo de cémputo, dado su enfoque no

filogenético.

1.2.4 Genes del mtDNA para la identificacién de especies: ;por qué el cyz b2 El citocromo &
puede definirse como una proteina transportadora de electrones con un grupo hemo unido de
manera no covalente a la apo-proteina. Una histidina provee el quinto ligando del grupo hemo.
El citocromo & hace parte del complejo enzimdtico III de 8 polipéptidos (cytochrome b-cl
complex), inmerso en la membrana interna de la mitocondria, donde participa en procesos de

6xido-reduccién (Fig. 4).

El citocromo & es uno de los péptidos més estudiados de la mitocondria, no solamente a nivel
estructural de la proteina, sino de la secuencia de ADN, de la cual se han registrado
representantes de centenares de organismos. En la figura 5 se muestra la secuencia del gen cyr &

de bovino (Anderson et al., 1982) con la respectiva secuencia de aminodcidos.
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Fig. 4. Esquema que representa la posicién que ocupa la proteina citocromo b en la membrana interna de la

mitocondria. El complejo -1 se encarga de oxidar la ubiquinona y transferir los electrones al citocromo c .

1 atg act aac att cga aag tcc cac cca cta ata aaa att gta aac aat gca ttc atc gac 60

1M T N 1 R K S H P L M K 1 \ N N A F | D 20
61 ctt cca gcc cca tca aac att tca tca tga tga aat ttc ggt tcc ctc ctg gga atc tgc 120
21 L P A P S N 1 S S wow N F G S L L G | C 40
121 cta atc cta caa atc ctc aca ggc cta ttc cta gca ata cac tac aca tcc gac aca aca 180
41 L 1 L Q 1 L T G L F L A M H Y T S D T T 60
181 aca gca ttc tcc tct gtt acc cat atc tgc cga gac gtg aac tac ggc tga atc atc cga 240
61 T A F S S \ T H 1 Cc R D \ N Y G w 1 1 R 80
241 tac ata cac gca aac gga gct tca atg ttt ttt atc tgc tta tat atg cac gta gga cga 300
81 Y M H A N G A S M F F 1 Cc L Y M H \ G R 100

301 ggc tta tat tac ggg tct tac act ttt cta gaa aca tga aat att gga gta atc ctt ctg 360
101 G L Y Y G S Y T F L E T W N 1 G \Y 1 L L 120
361 ctc aca gta ata gcc aca gca ttt ata gga tac gtc cta cca tga gga caa ata tca ttc 420

227L T VvV M A T A F M G Y V L P W G Q M S F 140
421 tga gga gca aca gtc atc acc aac ctc tta tca gca atc cca tac atc ggc aca aat tta 480
41w G A T V 1 T N L L s A 1 P Y 1 G T N L 160
481 gtc gaa tga atc tga ggc gga ttc tca gta gac aaa gca acc ctt acc cga ttc ttc gct 540
61V E W 1 W G G F S v D K A T L T R F F A 180
541 ttc cat ttt atc ctt cca ttt atc atc ata gca att gcc ata gtc cac cta cta ttc ctc 600
181 F H F 1 L P F 1 1 MoA 1 A M V H L L F L 200
601 cac gaa aca ggc tcc aac aac cca aca gga att tcc tca gac gta gac aaa atc cca ttc 660
201 H E T G S N N P T G 1 S S D V D K 1 P F 220
661 cac ccc tac tat acc att aag gac atc tta ggg gcc ctc tta cta att cta gct cta ata 720
221 H P Y Y T 1 K D 1 L 6 A L L L 1 L A L M 240

721 cta cta gta cta ttc gca ccc gac ctc ctc gga gac cca gat aac tac acc cca gcc aat 780

241 L L Vv L F A P D L L G D P D N Y T P A N 260

781 cca ctc aac aca ccc cct cac atc aaa ccc gag tga tac ttc tta ttt gca tac gca atc 840
E

261P L N T P P H 1 K P w Yy F L F A Y A 1 280
841 tta cga tca atc ccc aac aaa cta gga gga gta cta gcc cta gcc ttc tct atc cta att 900
281L R S 1 P N K L G G V L A L A F S 1 L 1 300
901 ctt gct cta atc ccc cta cta cac acc tcc aaa caa cga agc ata ata ttc cga cca ctc 960
301 L A L 1 P L L H T S K Q R S M M F R P L 320

961 agc caa tgc cta ttc tga gcc cta gta gca gac cta ctg aca ctc aca tga att gga gga 1020

321 S Q Cc L F w A L \ A D L L T L T w 1 G G 340

1021 caa cca gtc gaa cac cca tat atc acc atc gga caa cta gca tct gtc cta tac ttt ctc 1080
\

341 Q P E H P Y 1 T 1 G Q L A S \ L Y F L 360
1081 ctc atc cta gtg cta ata cca acg gcc ggc aca atc gaa aac aaa tta cta aaa tga aga 1140
361 L 1 L \ L M P T A G T 1 E N K L L K w * 380

Fig. 5. Secuencia de ADN vy la proteina correspondiente del gen cyt & de res (Bos taurus). La proteina consta de
379 aminodcidos con un peso molecular de 42.590 Da y una mayorfa de aminodcidos insolubles (27%
solubilidad) tipicos de proteinas intramembranales®.

4 http://www.columbia.edu/cu/biology/courses/c2005/handouts/etccomplexes.jpg
5 Fuente: Genbank, URL: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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La proteina citocromo & tiene regiones altamente conservadas que contrastan con otras que en
el transcurso de la evolucién han divergido significativamente (Irwin et al., 1991). Algunas
regiones estdn bien conservadas no solamente a nivel de la secuencia de aminodcidos, sino de
nucleétidos. Esto ha permitido disenar oligonucleétidos universales que amplifican genes de

citocromo & a pesar de los cambios evolutivos (Kocher et al., 1989) (Fig. 6).

El éxito del disefio de un método confiable de identificacidon de especies es la seleccién correcta

de los genes que van a servir de punto de comparacién.

w
=
<
@
o
=
w
=

%% by

Fig. 6. Variabilidad de los aminodcidos en el citocromo b de mamiferos. Los circulos negros representan los
residuos conservados mientras que los circulos blancos corresponden a residuos hipervariables. Q; y Q, son los
centros redox (sitio activo). La superficie externa e interna de la membrana corresponden respectivamente, a las
secciones superior e inferior®.

El gen del citocromo & (asi como otros genes mitocondriales) presenta varias ventajas:

- Es uno de los genes mitocondriales mds conocidos y mejor entendidos a nivel

estructural y funcional.

® Tomado de Irwin et al. (1991)
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Dentro de él se han encontrado caracteristicas intrinsecas que lo convierten en una
excelente herramienta en trabajos de biologia molecular. El gen posee zonas muy
conservadas relacionadas directamente con porciones de la proteina citocromo &
localizadas en las partes interna y externa de la membrana interna (Irwin et al., 1991)
(Fig. 6). Estas partes de la proteina corresponden a centros redox indispensables para su
funcién. Por esto, cualquier alteracién de su estructura por mutaciones en el gen, puede

tener efectos letales.

El gen citocromo & posee regiones muy variables que codifican para la porcién
transmembranal de la proteina. El hecho de poseer zonas dentro del mismo gen que
evolucionan rdpida y lentamente ha facilitado el manejo metodolégico. Se pueden
flanquear las regiones variables con un determinado primer dirigido a las secuencias
conservadas para luego amplificar la secuencia adyacente (Kocher et al., 1989). De esta
forma, es posible analizar las diferencias entre regiones de diferentes muestras e inferir

una posible filiacién con un taxén determinado.

La presencia de multiples copias por célula del genoma mitocondrial facilita su
recuperacién, amplificacién y secuenciacién a partir de pequenas cantidades de

muestras, en contraste con genes nucleares que poseen una Unica copia.

Dada la circularidad del ADN mitocondrial, lo hace m4ds resistente a condiciones
extremas, en comparacién con el ADN nuclear (Bartlett & Davidson, 1992). Por
consiguiente, se tiene mayor probabilidad de éxito con muestras  antiguas o

extensamente procesadas.
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- Finalmente, se han publicado secuencias de primers dirigidos a regiones conservadas del
gen ¢yt b con las cuales se han obtenido excelentes amplificados de una gran variedad de

vertebrados (Kocher et al., 1989).
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2. METODOLOGIA

2.1 ESTABLECIMIENTO DE LA BASE DE DATOS DEL GEN ¢yt b

Las bases de datos EMBL, Genbank y DNA Data Bank of Japan fueron interrogadas mediante

las siguientes estrategias:

e Busqueda mediante el uso de palabras clave: Cytochrome 4, ¢yt b, mitochondrial DNA,
mtDNA y nombres especificos.

e Busqueda de homologias con secuencias de cyz b de especies previamente encontradas
con programas como Blast y FASTA.

e Busqueda mediante ndmeros de accesién obtenidos en referencias bibliograficas.
q g

2.2 SELECCION DE IA REGION DENTRO DEL GEN ¢ &b Y
OLIGONUCLEOTIDOS CONSERVADOS PARA AMPLIFICACION

Se selecciond la regién dentro del gen a amplificar por PCR mediante alineamientos de
secuencias del gen cyr b, asistidos por el programa Clustal W V 1.82 (Thompson et al., 1994,
Higgins et al., 1996) y utilizando los andlisis de variabilidad a lo largo del gen citocromo & en

mamiferos, hechos por Irwin et al., (1991).

Con base en los alineamientos del gen ¢yr & y en disefios previos de oligonuclestidos
conservados para amplificacién y secuenciacién del mismo (Kocher et al, 1989), se
seleccionaron los oligonucledtidos para la amplificacién de la regién interna. A estos
oligonucleétidos se agregaron sitios de restriccién Hind 111 y Pst I para posterior clonacién. Los

oligonucleétidos fueron sintetizados quimicamente por Invitrogen™.
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23 TOMA Y DPRESERVACION DE TEJIDOS ANIMALES FUERA DEL
LABORATORIO

2.3.1 Toma de tejido para identificacién de especies. Utilizando un bisturf estéril se cortaron
aproximadamente 10 g de tejido fresco o procesado; la muestra se lavé con suero fisiolégico o
solucién salina y se introdujo en una bolsa plistica estéril y hermética. Las muestras se
etiquetaron y fueron conservadas en recipientes de poliestireno con hielo seco hasta llegar al

laboratorio.

Para la toma de muestras de sangre se utilizaron vacutiners de 5 ml impregnados con EDTA; de

igual manera se etiquetaron y se depositaron en hielo seco.

2.3.2 Manejo de las muestras en el laboratorio. Las muestras fueron almacenadas en
congelador a -20 °C; en estas condiciones se pueden conservar por largos periodos de tiempo

(seis meses). Se evitd la descongelacién del material.

Se fij6 un mapa en la puerta del congelador con la disposicién de las muestras para facilitar su
localizacién. Las muestras se clasificaron por taxones en cajas de poliestireno (icopor), para un
ficil manejo de los especimenes. Ademds, el recipiente se identificé con el tipo de material

bioldégico que contenia a través de un cédigo de colores (véase el numeral 2.3.3).

2.3.3 Etiquetado del material. Se etiqueté todo el material para evitar cruce de referencias.
Las bolsas se rotularon con marcadores indelebles que soportan la manipulacién y proceso de
preservacién. Para evitar confusiones por pérdida de datos, dentro de la bolsa se introdujo una

copia de la etiqueta hecha en papel pergamino.
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Modelo de Etiqueta:

Colector | Fecha

Categoria

Taxondmica

Descripcion:

Nuamero de Colecta: Este debe coincidir con el de un catdlogo permanente que incluye los
datos relevantes a la toma de la muestra: sitio de colecta, fecha, colector, réplicas tomadas,

estado de la muestra (fresca o procesada); si es fresca, cudnto tiempo ha transcurrido desde el

sacrificio y un espacio para observaciones hechas por el colector.

Colector: Se escriben las iniciales de quien muestrea, las cuales debe coincidir con las

registradas en el catdlogo permanente (las iniciales deben estar acompafiadas de la firma del

colector).

Fecha: Se escribe con iniciales, e.g., 09-18-04.

Categoria Taxonémica: Corresponde a la procedencia animal del tejido. Debe incluir:

- Clase taxondémica: ave, reptil, anfibio, mamifero.

- Nombre cientifico: género y especie

- Nombre comtn o vulgar.

Los diferentes zaxa se mantuvieron a -20 °C dentro de un mismo recipiente de poliestireno.

Cada recipiente se marc6 con un cédigo de color que indicara la categoria taxonémica.
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Rojo: Mamiferos
Azul: Aves
Amarillo: Reptiles
Violeta: Anfibios

También se etiquetaron los recipientes con un cédigo de color:

Negro: Procesado

Blanco: Fresco.

2.4 METODOLOGIA PARA EL AISLAMIENTO DEL ADN TOTAL

2.4.1 Aislamiento de ADN.

2.4.1.1 M:étodo PCI, fenol-cloroformo-alcohol isoamilico (Hillis et al., 1996).
Aproximadamente 100 mg del tejido congelado se cortaron en pequefas porciones y se
depositaron en un mortero estéril (autoclave) previamente enfriado con hielo seco. La muestra
fue triturada, teniendo cuidado de no dejar descongelar, hasta cuando adquirié la textura de un

polvo. Se permiti6 la evaporacién de un poco de diéxido de carbono.

El triturado fue transferido a un tubo de microcentrifuga de 1,5 ml con buffer de lisis: 500 pl
de buffer STE (Sodium Tris-EDTA); 25 pl de 10 mg/ml proteinasa K; 75 pl de 10% SDS
(Sodium Dodecyl Sulfate). Se mezcl6 e incub6 por 2 h a 55 °C en bano con agitacién. Fue
necesario mezclar ocasionalmente para mantener el tejido en suspensién. Algunos tejidos

necesitaron mds tiempo para una digestién total sin que esto afectara la estabilidad del ADN.
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Se agregd un volumen igual de una mezcla 25:24:1 de fenol-cloroformo-alcohol isoamilico,
mezclando e incubando a temperatura ambiente por 5 min. Si las fases se separaban, se
mezclaba nuevamente. A continuacién, se centrifugd por 10 min a 17300 g y se transfirié la
fase superior acuosa a un tubo limpio, cuidadosamente para no arrastrar la interfase de desechos

celulares.

Nuevamente se agreg6 un volumen igual de fenol-cloroformo-alcohol isoamilico; mezclando e
incubando a temperatura ambiente por 5 min. Se centrifugd por 10 min a 17300 g y se

transfirié la fase superior acuosa a un tubo limpio.

Se adicioné un volumen igual de una mezcla 24:1 de cloroformo-alcohol isoamilico y se incubé
a temperatura ambiente por 2 min, mezclando cada min para prevenir la separacién de las
fases. Después de centrifugar por 3 min a 10000 g se transfirié la capa acuosa superior a un
tubo limpio. La extraccién con cloroformo-alcohol isoamilico fue repetida una vez mds y se

centrifugé por 3 min a 10000 g.

El ADN fue precipitado con 1/10 de volumen de 3 M NaAc (acetato de sodio) y 2.5
volimenes de 100% etanol frio y enfriado a -20 °C durante 8-10 h. Se centrifugé por 10 min a
10000 g y se descartd el sobrenadante. Se lavé el peller con 70% etanol y al final se dejé

evaporar las Gltimas trazas de etanol.

El pellet fue resuspendido en 250 pl de 1X TE (Tris-EDTA) con incubacién a 55 °C durante 2-
5 h para facilitar la resuspension del ADN. Finalmente, se etiquetd el tubo (fecha, cédigo y tipo

de tejido) y se almacené a -20 °C.

2.4.1.2 Protocolo de extraccién de sangre del FBI (Federal Bureau of Investigation) (FBI,
USA, 1993). 1 ml de sangre con anticoagulante fue mezclado con 0.8 ml de buffer 1X SSC y
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centrifugado por 1 min a 11000 g. Se descarté 1 ml del sobrenadante y 1 ml de buffer 1X SSC
(Standard Saline-Citrate) fue agregado. La mezcla se agito con vortex'y se centrifugé por 1 min

para remover todo el sobrenadante.

Se agregaron 375 pl de NaOAc, aplicando vortex brevemente para luego anadir 25 pl de 10%
SDS y 5 pl de (20 pg/ml) proteinasa K. Se aplicé vortex brevemente e incubé por 1 ha 55
°C.

120 pl de fenol-cloroformo-alcohol isoamilico fueron agregados y luego se aplicé wvorzex por 30

s. Esta mezcla se centrifugd por 2 min a 11000 g.

Cuidadosamente, la fase acuosa fue removida a un tubo de microcentrifuga de 1,5 ml. Se
agregé 1 ml de100% etanol frio y se incubé por 15 min a -20 °C. Se centrifugd por 2 min a

11000 g, se descarté el sobrenadante y se dejé secar el pellet.

Se agregaron 180 pl de buffer TE, se aplicé vortex e incubé a 55 °C por 10 min.
Posteriormente, el ADN se precipité con 20 pl de 2 M acetato de sodio y 500 pl de 100%
etanol frio, centrifugando por 1 min a 11000 g. El pellet fue lavado con 1 ml de 70% etanol y
centrifugado por 1 min a 11000g. Se descarté el sobrenadante y el pellet se resuspendié en 200

pl de buffer TE, incubando toda la noche a 55 °C.
2.4.1.3 Método de extraccién alcalina (Rudbeck & Dissing, 1998). Se mezclaron 5 pl de
sangre con 20 pl de 0.2 M NaOH vy se incubé por 5 minutos a temperatura ambiente.

Posteriormente, la reaccién se detuvo agregando 180 pl de 0.04 M Tris-HCL, pH 7.5.

Los métodos citados en los numerales 2.4.1.2 y 2.4.1.3 se aplicaron cuando se hicieron

extracciones de ADN de sangre.
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2.4.2 Extraccién de ADN con el Kit DNeasy Tissue (Qiagen, Maryland)

Muestras de carnes procesadas (salchicha, chorizo, atdn enlatado, salchichén, carne cocida y
mortadela) adquiridas en el mercado local, fueron empleadas en las extracciones de ADN total,
utilizando el kit de extracciéon DNeasy Tissue (Qiagen, Maryland), siguiendo el protocolo
descrito en el manual del usuario. El método aprovecha las propiedades de unién del ADN a
una membrana de silica-gel para una purificacién rdpida y eficiente de ADN celular total, sin

extraccidn orgdnica o precipitacién con etanol.

Las extracciones dC ADN tanto en pI‘OdUCIOS frescos como pl‘OCCS&dOS NS repitieron varias veces

para asegurar su reproducibilidad.

2.4.3 Visualizacién de los aislamientos de ADN

Los resultados de las extracciones de ADN  total fueron visualizados por electroforesis,
depositando 8 pl de ADN sobre geles de 0.4% agarosa a 100 V. Finalmente, los geles fueron
fotografiados bajo luz ultravioleta con el sistema de fotodocumentacién DigiDoc-It System
(UVP'). Adicionalmente, diluciones 1/100 (v/v) de los extractos puros de ADN rtotal fueron
preparados para cuantificacién por espectrofotometria. Para cada muestra fue medida su
absorbancia a 260 nm empleando un equipo Spectronic Genesis 2 (Milton Roy®). Una
solucién que contiene 50 pg/ml de ADN de doble cadena tiene una absorbancia de 1 a 260

nm.

2.5 REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR)

Para la amplificacién del fragmento interno del gen citocromo 4, las condiciones fueron las

siguientes: aproximadamente 100 ng de ADN total (4 — 8 pl de extracto), 2.5 U de Taqg DNA
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polimerasa (Promega, Madison), 200 pM de cada dNTP (Sigma), 0.5 pM de cada uno de los
primers 114841 y H15149, 1X buffer PCR (Promega), 1.8 mM MgCl, (Promega), en un

volumen final de 100 pl de reaccién.

La desnaturalizacién completa se llevé a cabo a 94 °C por 3 min, seguido por 30 ciclos de
desnaturalizacién a 94 °C por 45 s, alineamiento a 60 °C por 30 s y extensién a 72 °C por 1
min. El dltimo ciclo fue seguido por un paso de extensién extra a 72 °C por 5 min. Las rutinas
de amplificacién fueron realizadas en un termociclador PTC-100™ (M] Research, Inc.). Las
reacciones de PCR se repitieron varias veces para cada muestra con el fin de asegurar de su

reproducibilidad.

La confiabilidad y eficiencia de las reacciones PCR fueron monitoreadas por un control
negativo sin ADN molde. Con el fin de verificar el tamano y la calidad del amplificado, 8 pl
del producto PCR fueron corridos sobre geles de 1.5% agarosa a 100 V' y fotografiados bajo luz
ultravioleta con un equipo DigiDoc-It System (UVP).

2.5.1 Digestién enzimética del amplificado. Se tomaron, aproximadamente 340 ng de ADN
amplificado procedentes de Homo sapiens se cortaron con la enzima Ban I, mientras que cerca
de 200 ng de ADN amplificado de salchichén (elaborado con carne de res, cerdo y pollo, segiin
la etiqueta) fueron digeridos con las enzimas Ban I, Xba 1 y BamH 1, en reacciones por

separado.
Las condiciones para las digestiones enzimdticas fueron las siguientes: 5 U de la enzima, 0.1

pg/pl de suero albimina de bovino, 1X buffer de digestién para cada enzima, para un volumen

final de 10 pl por reaccién. Las reacciones fueron incubadas a 37 °C por 2 h.
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Los productos de las digestiones fueron corridos en geles de 2% agarosa y las imdgenes se

documentaron en el sistema DigiDoc-It System (UVD).
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3. RESULTADOS

3.1 ESTABLECIMIENTO DE LA BASE DE DATOS DEL GEN c¢yz &

Se obtuvieron secuencias de cyr & de 76 especies, habiéndose seleccionado aquellas que son
comunes en Colombia y que son susceptibles de comercializacién como carne cruda o

procesada. También se tuvieron en cuenta especies exdticas que no se encuentran en el medio

natural colombiano como camellos, llamas, bufalos, leones, tigres, elefantes, etc.

En la Tabla 1 se relacionan las 76 secuencias escogidas por su compatibilidad con los objetivos

del presente proyecto y que constituyen nuestra base de datos de referencia para la

identificacién posterior de especies.

Tabla I. Especies con secuencia del gen cyz b conocida (no exhaustiva)

NOMBRE CIENTIFICO NOMBRE VULGAR AC Clli\ISoI ON* ESTADO Pb
Aburria aburri Pava negra AF165466 Parcial 1002
Aix sponsa Pato carolino AF059053 Parcial 1074
Alligator mississippiensis Cocodrilo americano Y13113 Completo 1159
Alouatta palliata Mono aullador negro AY065880 Parcial 800
Alouatta seniculus Mono aullador colorado | AF289982 Parcial 1016
Boa constrictor Boa AF471036 Completo 1117
Bos taurus Vaca NC_001567 Completo 1140
Bradypus variegatus Oso perezoso AF232013 Parcial 648
Bubulcus ibis Garcita del ganado AF193823 Parcial 1041
Caiman crocodilus Babilla NC_002744 Completo 1150
Cairina moschata Pato criollo 108385 Completo 1143
Cairina sp Pato L07521 Parcial 281
Canis familiaris Perro X94920 Completo 1140
Canis lupus Lobo AY170103 Completo 1140
Capra hircus Cabro, Chivo AB004074 Completo 1140
Carcharbinus plumbeus Tiburén pardo 108032 Completo 1146
Cathartes aura Gallinazo rey AF082059 Parcial 512
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Cavia tschudii Cobayo AF491747 Parcial 642

Cebus albifrons Mono capuchino NC_002763 Completo 1137
Cebus capucinus Mono cara blanca AY065907 Parcial 800

Choloepus didactylus Perezoso de dos dedos AF232012 Parcial 648

Coendou prehensilis Puercoespin AF411584 Parcial 1123
Columba leucocephala Paloma cabeci-blanca AF182689 Parcial 1045
Coragyps atratus Chulo U08946 Parcial 1009
Coregonus lavaretus Salmén AB034824 Desconocido 1141
Crotalus durissus ruruima Cascabel AY196656 Parcial 729

Cyprinus carpio Carpa comin NC_001606 Completo 1141
Dasypus novemcinctus Armadillo NC_001821 Completo 1140
Elephas maximus Elefante asidtico D50846 Completo 1137
Equus asinus Burro, Asno NC_001788 Completo 1140
Equus caballus Caballo D82932 Completo 1140
Eretmochelys imbricata Tortuga carey AF385673 Parcial 875

Eunectes murinus Anaconda U69808 Completo 113

Felis catus Gato X82296 Completo 1140
Gallus gallus Gallina AY235570 Completo 1143
Geochelone denticulada Morrocoy AF192941 Parcial 405

Giraffa camelopardalis Jirafa X56287 Completo 1140
Gorilla gorilla Gorila NC_001645 Completo 1141
Homo sapiens Humano AY195791 Completo 1135
Icterus mesomelas Toche AF089033 Parcial 890

cterus spurius Desconocido AY212245 Parcial 925

Iguana iguana Iguana comdn NC_002793 Completo 1140
Inia geoffrensis Delfin rosado X92534 Completo 1140
Jabiru mycteria Garzén soldado U72770 Parcial 1057
Loxodonta africana Elefante africano AJ224821 Completo 1137
Macropus giganteus Canguro gris U87137 Completo 1146
Meleagris gallopavo Pavo doméstico L08381 Completo 1143
Micropterus salmoides Trucha AF479273 Completo 1245
Odocoileus virginianus Venado cola blanca 148406 Parcial 401

Oreochromis mossambicus Tilapia Mozambique X81565 Desconocido 1140
Oryctolagus cuniculus Conejo NC_001913 Completo 1139
Pagrus pagrus Pargo piedra AF240729 Parcial 1140
Pan troglodytes Chimpancé NC_001643 Completo 1141
Panthera leo Leén AF384818 Completo 1140
Panthera tigris Tigre AF053051 Completo 1140
Pecari tajacu Chanco de monte, Pecari | X56296 Completo 1140
Phoenicopterus ruber Flamenco U08940 Parcial 1009
Procyon lotor Mapache (Colombiano) | X94930 Completo 1140
Pteronura brasiliensis Perro de agua AF057126 Completo 1140
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Puma concolor Puma de montafia AF499775 Parcial 307
Rana catesbeiana Rana toro, Rana coreana | AF205089 Completo 1143
Rattus norvegicus Rata NC_001665 Completo 1143
Saguinus oedipus Mico titi AF245086 Parcial 356
Salvelinus alpinus Salmén NC_000861 Completo 1141
Sardinops melanostictus Sardina AB032554 Desconocido 1141
Stenella attenuata Delfin rosado X92525 Completo 1140
Struthio camelus Avestruz NC_002785 Completo 1140
Sus scrofa Cerdo, Puerco AY237534 Completo 1140
Tamandua tetradactyla Oso hormiguero NC_004032 Completo 1140
Tapirus terrestris Tapir, Danta de la costa | AF056030 Completo 1140
Tayassu pecari Manao o pecari U66290 Parcial 1047
Tremarctos ornatus Oso de anteojos U23554 Completo 1140
Trichechus manatus Manati D83050 Parcial 1005
Ursus arctos Osop ardo' NC_003427 Completo
norteamericano 1140
Vultur gryphus Céndor de los Andes X86763 Desconocido 1026

* Genbank, EMBL Nucleotide Data Base, DNA Data Bank of Japan.

Adjunto al presente informe, se hallan grabadas en medio magnético las secuencias completas

de todas las especies seleccionadas.

Las secuencias completas del gen ¢yr & de las siguientes especies comunes de Colombia y
susceptibles de explotacién como carne de consumo humano, no se encontraron en ninguna
base de datos utilizando los criterios antes mencionados: Agouti paca (paca), Agouti taczanowskii

(guagua), Dasyprocta punctata (feque) y Tapirus bairdii (danta del Chocd).

3.2 SELECCION DE LA REGION EN EL GEN ¢¢ b A AMPLIFICAR Y
OLIGONUCLEOTIDOS COMUNES PARA PCR

Con el fin de cumplir con el objetivo principal, se debié seleccionar una regién con suficientes
posiciones nucleotidicas variables que pudieran proporcionar informacién para la identificacién

animal especie-especifica. La mayoria de las posiciones variables a nivel aminoacidico en la
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proteina citocromo & se hallan dentro de los segmentos transmembranales y los que se ubican
hacia la cara interna de la membrana (Fig. 7). Varios autores han disenado oligonucleétidos
(primers) en estas regiones del gen; al igual que ellos, se encontrd conveniente seleccionar este

segmento para amplificacién por PCR.

Se trata de un fragmento de 307 pb que codifica para una porcién de 80 aminodcidos (Fig. 8) y
que se amplifica con los primers 114841 y H15149, como lo sugieren Kocher et al., (1989),
quienes los disenaron y emplearon en un andlisis de la dindmica evolutiva del ADN

mitocondrial en animales.

Citocramo b {oyt b)

L14a41
ﬁ
.(_
H14148 1
200 gh

Fig. 7. Fragmento del gen cyt & amplificado por los primers L14841 y H15149 (en gris). El amplificado,
incluyendo los oligonucledtidos, posee una longitud de 379 pb.

En nuestro caso, estos primers cumplieron con los criterios de seleccién determinados para el

proyecto, después de realizar numerosos alineamientos del gen c¢yz & de diferentes especies

animales (Fig. 8).

Bostaurus GACCTTCCAGCCCCATCAAACATTTCATCATGATGAAATTTCGGTTCCCTCCTGGGAATC 117
Caprahircus GACCTCCCAACCCCATCAAACATCTCATCATGATGAAACTTTGGATCCCTCCTAGGAATT 117
Susscrofa GACCTCCCAGCCCCCTCAAACATCTCATCATGATGAAACTTCGGTTCCCTCTTAGGCATC 117
Equsasinus GACCTGCCAACCCCCTCAAACATTTCATCATGATGAAACTTTGGCTCCCTCCTAGGAATC 117
Equscaballus GACCTACCAGCCCCCTCAAACATTTCATCATGATGAAACTTCGGCTCCCTCCTAGGAATC 117
Feliscatus GATCTACCCACCCCATCTAACATCTCAGCATGATGAAACTTCGGCTCCCTTCTAGGAGTC 117
Canisfamiliaris GACCTCCCAGCGCCGTCTAACATCTCTGCTTGATGGAACTTCGGATCCTTACTAGGAGTA 117
Oryctolaguscuniculus GACCTTCCTGCTCCATCAAACATCTCTGCCTGATGAAACTTTGGCTCTCTACTAGGCCTG 117
Rattusnorvegicus GACCTACCGGCCCCATCTAACATCTCATCATGATGAAACTTCGGTTCTCTACTAGGAGTA 117
Homosapiens GACCTCCCCACCCCATCCAACATCTCCGCATGATGAAACTTCGGCTCACTCCTTGGCGCC 117
Gallusgallus GACCTCCCAGCCCCATCCAACATCTCTGCTTGATGAAATTTCGGCTCCCTATTAGCAGTC 120
** AAAAAGCTTCCATCCAACATCTCAGCATGATGAAA ** ** ** & *x =&
L14841
Bostaurus TGCCTAATCCTACAAATCCTCACAGGCCTATTCCTAGCAATACACTACACATCCGACACA 177
Caprahircus TGCCTAATCTTACAAATCCTGACAGGCCTATTCCTAGCAATACACTATACATCCGACACA 177
Susscrofa TGCCTAATCTTGCAAATCCTAACAGGCCTGTTCTTAGCAATACATTACACATCAGACACA 177
Equsasinus TGCCTAATCCTCCAAATCCTAACAGGCCTATTCCTAGCCATACACTACACATCAGACACT 177
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Equscaballus
Feliscatus
Canisfamiliaris
Oryctolaguscuniculus
Rattusnorvegicus
Homosapiens
Gallusgallus

Bostaurus
Caprahircus
Susscrofa
Equsasinus
Equscabal lus
Feliscatus
Canisfamiliaris
Oryctolaguscuniculus
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Homosapiens
Gallusgallus

Bostaurus
Caprahircus
Susscrofa
Equsasinus
Equscabal lus
Feliscatus
Canisfamiliaris
Oryctolaguscuniculus
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Homosapiens
Gallusgallus

Bostaurus
Caprahircus
Susscrofa
Equsasinus
Equscabal lus
Feliscatus
Canisfamiliaris
Oryctolaguscuniculus
Rattusnorvegicus
Homosapiens
Gallusgallus

Bostaurus
Caprahircus
Susscrofa
Equsasinus
Equscabal lus
Feliscatus
Canisfamiliaris
Oryctolaguscuniculus
Rattusnorvegicus
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Gallusgallus

Bostaurus
Caprahircus
Susscrofa
Equsasinus
Equscaballus
Feliscatus

TGCCTAATCCTCCAAATCTTAACAGGCCTATTCCTAGCCATACACTACACATCAGACACG
TGCCTAATCTTACAAATCCTCACCGGCCTCTTTTTGGCCATACACTACACATCAGACACA
TGCTTGATTCTACAGATTCTAACAGGTTTATTCTTAGCTATGCACTATACATCGGACACA
TGCCTTATAATTCAAATTTTCACTGGCCTATTCTTAGCCATACACTACACCTCTGACACA
TGCCTCATAGTACAAATCCTCACAGGCTTATTCCTAGCAATACACTACACGTCTGATACC
TGCCTGATCCTCCAAATCACCACAGGACTATTCCTAGCCATACACTACTCACCAGACGCC
TGCCTCATGACCCAAATCCTCACCGGCCTACTACTAGCCATGCACTACACAGCAGACACA

Kkhk Kk kk Kk Kk Kk Kk * * K Khk Kk kk hk * * Khk *

ACAACAGCATTCTCCTCTGTTACCCATATCTGCCGAGACGTGAACTACGGCTGAATCATC
ATAACAGCATTTCCCTCTGTAACTCACATTTGTCGAGATGTAAATTATGGCTGAATCATC
ACAACAGCTTTCTCATCAGTTACACACATTTGTCGAGACGTAAATTACGGATGAGTTATT
ACAACTGCCTTCTCATCCGTCACCCATATCTGCCGAGACGTTAACTACGGATGAATCATT
ACAACTGCCTTCTCATCCGTCACTCACATCTGCCGAGACGTTAACTACGGATGAATTATC
ATAACCGCCTTTTCATCAGTTACCCACATCTGTCGCGACGTTAATTATGGCTGAATCATC
GCCACAGCTTTTTCATCAGTCACCCACATCTGCCGAGACGTTAACTACGGCTGAATTATC
ACAACAGCATTCTCATCAGTAACCCATATTTGCCGAGATGTTAACTATGGCTGACTTATC
ATAACAGCATTCTCATCAGTCACCCACATCTGCCGAGACGTAAACTACGGCTGACTAATC
TCAACCGCCTTTTCATCAATCGCCCACATCACTCGAGACGTAAATTATGGCTGAATCATC
TCCCTAGCCTTCTCCTCCGTAGCCCACACTTGCCGGAACGTACAATACGGCTGACTCATC

**x Kk * K%k * * Kk K Kk = * Kk Kk kAhkhk Kk KKk

CGATACATACACGCAAACGGAGCTTCAATGTTTTTTATCTGCTTATATATGCACGTAGGA
CGATACATACACGCAAACGGAGCATCAATATTCTTTATCTGCCTATTCATACATATCGGA
CGCTATCTACATGCAAACGGAGCATCCATATTCTTTATTTGCCTATTCATCCACGTAGGC
CGCTACCTCCATGCCAACGGAGCATCCATATTTTTCATCTGCCTCTTTATCCACGTAGGG
CGCTACCTCCATGCCAACGGAGCATCAATATTTTTTATCTGCCTCTTCATTCACGTAGGA
CGATATTTACACGCCAACGGAGCTTCTATATTCTTTATCTGCCTGTACATACATGTAGGA
CGCTATATGCACGCAAATGGCGCTTCCATATTCTTTATCTGCCTATTCCTACATGTAGGA
CGATACCTCCACGCTAACGGAGCATCTATATTCTTTATTTGCCTCTACATACACGTAGGC
CGATACCTACAAGCCAACGGCGCCTCAATATTTTTCATCTGCCTATTCCTCCATGTGGGA
CGCTACCTTCACGCCAATGGCGCCTCAATATTCTTTATCTGCCTCTTCCTACACATCGGG
CGGAATCTCCACGCAAACGGCGCCTCATTCTTCTTCATCTGTATCTTCCTTCACATCGGA

** * * Kk Kk Kk Kk Kk Kk * Kk Kk Kk KKk * * = =

CGAGGCTTATATTACGGGTCTTACACTTTTCTAGAAACATGAAATATTGGAGTAATCCTT
CGAGGTCTATATTATGGATCATATACCTTTCTAGAAACATGAAACATTGGAGTAATCCTC
CGAGGTCTATACTACGGATCCTATATATTCCTAGAAACATGAAACATTGGAGTAGTCCTA
CGCGGCCTCTACTATGGCTCCTACACATTCCTAGAAACATGAAACATTGGAATTATCCTA
CGCGGCCTCTACTACGGCTCTTACACATTCCTAGAGACATGAAACATTGGAATCATCCTA
CGGGGAATGTACTACGGCTCCTACACCTTCTCAGAGACATGAAACATTGGAATCATACTA
CGAGGCCTATATTACGGATCCTATGTATTCATAGAAACATGAAACATTGGAATTGTACTA
CGCGGAATCTACTATGGATCATACACATACCTAGAGACCTGAAACATTGGCATCATCCTC
CGAGGACTATACTATGGATCCTACACTTTCCTAGAAACCTGAAACATTGGGATCATCCTA
CGAGGCCTATATTACGGATCATTTCTCTACTCAGAAACCTGAAACATCGGCATTATCCTC
CGAGGCCTATACTACGGCTCCTACCTCTACAAGGAAACCTGAAACACAGGAGTAATCCTC

**x Kk * Kk *k Kk kk X ECECEE = S = *k * * Kk

CTGCTCACAGTAATAGCCACAGCATTTATAGGATACGTCCTACCATGAGGACAAATATCA
CTGCTCGCGACAATGGCCACAGCATTCATAGGCTATGTTTTACCATGAGGACAAATATCA
CTATTTACCGTTATAGCAACAGCCTTCATAGGCTACGTCCTGCCCTGAGGACAAATATCA
CTTTTCACAGTAATAGCCACAGCATTCATAGGCTATGTCCTACCATGAGGACAAATATCC
CTTTTCACAGTTATAGCTACAGCATTCATGGGCTATGTCCTACCATGAGGCCAAATATCC
TTATTTACAGTCATAGCCACAGCTTTTATGGGATACGTCCTACCATGAGGCCAAATGTCC
TTATTCGCAACCATAGCCACAGCATTCATGGGCTATGTACTACCATGAGGACAAATATCA
CTATTCGCAGTAATAGCCACAGCATTTATGGGTTATGTCCTCCCATGAGGACAAATATCA
CTATTTGCAGTCATAGCAACTGCATTCATGGGCTATGTACTCCCATGAGGACAAATATCA
CTGCTTGCAACTATAGCAACAGCCTTCATAGGCTATGTCCTCCCGTGAGGCCAAATATCA
CTCCTCACACTCATAGCCACCGCCTTTGTGGGCTATGTTCTCCCATGGGGCCAAATATCA
H15149

TTCTGAGGAGCAACAGTCATCACCAACCTCTTATCAGCAATCCCATACATCGGCACAAAT
TTTTGAGGGGCAACAGTCATCACTAATCTTCTTTCAGCAATCCCATATATTGGCACAAAC
TTCTGAGGAGCTACGGTCATCACAAATCTACTATCAGCTATCCCTTATATCGGAACAGAC
TTCTGAGGAGCAACGGTCATTACAAACCTCCTATCAGCAATCCCCTACATCGGTACTACG
TTTTGAGGAGCAACAGTCATCACAAACCTCCTATCAGCAATTCCCTACATCGGTACTACC
TTCTGAGGAGCAACCGTAATCACCAACCTCCTGTCAGCAATTCCATACATCGGGACTGAA
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Canisfamiliaris TTTTGAGGAGCAACTGTAATCACTAATCTTCTCTCTGCCATCCCTTATATCGGAACTGAC 477
Oryctolaguscuniculus TTTTGGGGAGCAACCGTAATCACTAACCTCCTATCAGCAATCCCATATATCGGAACAACC 477

Rattusnorvegicus TTCTGAGGAGCTACAGTAATTACAAACCTATTATCAGCTATCCCTTACATTGGGACTACC 477
Homosapiens TTCTGAGGGGCCACAGTAATTACAAACTTACTATCCGCCATCCCATACATTGGGACAGAC 477
Gallusgallus TTCTGAGGGGCCACCGTTATCACAAACCTATTCTCAGCAGTTCCCTACATTGGACACACC 480

Fig. 8. Alineamiento asistido por el programa Clustal W de un segmento del gen ¢yz 6. Se destaca la regién de 307
pb (en negrilla) amplificada por L14841 y H15149 vy las regiones (en gris) donde hibridizan estos tltimos. Las
especies incluidas son: Bos raurus (vaca), Capra hircus (cabro o chivo), Sus scrofa (cerdo), Equs asinus (asno), Equs
caballus (caballo), Felis catus (gato), Canis familiaris (perro), Oryctolagus cuniculus (conejo), Rattus norvegicus
(rata), Homo sapiens (hombre), y Gallus gallus (pollo). ~El primer H15149 corresponde en realidad a la secuencia
complementaria del gen original

Para facilitar la futura clonacién de los amplificados, se afadieron sitios de restriccién en el
extremo 5 de los oligonucledtidos que no estuvieran dentro de la secuencia a amplificar.
L14841 incluye en su regién 5’ un sitio de restriccién para la enzima Hind 111 correspondiente

al palindromo AAGCTT. H15149 posee un sitio de restriccién para la enzima Psz I en
CTGCAG. Detalles de las secuencias de los primers L14841 y H15149 se hallan en la Tabla 2.

Tabla 2. Oligonucledtidos para amplificacién del fragmento interno del gen cyz 6. Los nucleétidos enmarcados

en gris representan las secuencias reconocidas por Hind I11'y Pst1 en 114841 y H15149, respectivamente.

Long. Contenido

. * . ok

Primer Secuencia (pb) GC Tm
Hind 111 o

L4841 5. ) AAAAGCTTCCATCCAACATCTCAGCATGATGAAA-3” 32 37 % 75
Pst 1

H15149 57 -AAACTGCAGCTCCTCAGAATGATATTTGTCCTCA-3~ 34 41 % 72

*Las letras L y H corresponden a las cadenas liviana (Light) y pesada (Heavy) en el ADN mitocondrial respectivamente.
Los niimeros indican la posicién de la base 3’ del primer sobre la secuencia completa del ADN mitocondrial humano
(Anderson et al., 1981). ** Temperatura media de desnaturalizacién.

3.3 EXTRACCION DE ADN

ADN total (gendémico y mitocondrial) fue aislado a partir de tejido muscular crudo de varias

especies animales (Fig. 9, A), asi como de material cdrnico procesado (Fig. 9, B), empleando los
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métodos de extraccion PCI (Hillis et al., 1996) y el kit DNeasy® Tissue (Quiagen, Maryland).
Los métodos de extraccién en sangre del FBI (FBI, USA, 1993) (Fig. 9 A, Hs) y lisis alcalina,

fueron empleados sélo en sangre de Homo sapiens.

MW Hs Bt Rn Mm Ch Cf Ss Oc Fc Gg ClI Pr MW
Kb ;

23.1
9.41
6.55
4.36

MW 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 MW

23.1
9.41

6.55
4.36
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Fig. 9. A. Resultados del aislamiento de ADN total en tejido muscular crudo por el método de extraccién bdsica
de fenol-cloroformo, excepto para Homo sapiens (método de extraccién de FBI). Gel de 0.4% agarosa. Kb,
kilobases; MW, marcador de peso molecular (ADN de virus lambda + Hind 111); Hs, Homo sapiens (hombre); Bt,
Bos taurus (vaca); Rn, Rattus norvegicus (rata); Mm, Mus musculus (ratén); Ch, Capra hircus (cabra); Cf, Canis
Jamiliaris (perro); Ss, Sus scrofa (cerdo); Oc, Oryctolagus cuniculus (conejo); Fe, Felis catus (gato doméstico); Gg,
Gallus gallus (gallina); Cl, Columba livia (paloma), Pr, Prochyludus reticulatus (bocachico). B. Resultados del
aislamiento de ADN total de productos cdrnicos procesados a través de dos métodos de extraccién: fenol-
cloroformo-alcohol isoamilico (PCI) y DNeasy Tissue Kit (kit). 1, mortadela (kit); 2, mortadela (PCI); 3,
salchichénl (PCI); 4, salchichén2 (kit); 5, salchichén2 (PCI); 6, salchichén3 (kit); 7, salchicha (kit); 8, salchicha
(PCI); 9, chorizo (kit); 10, carne cocida; 11, atiin enlatado (PCI).

Previamente se probaron algunas modificaciones al protocolo de extraccién PCI con el objetivo
de evaluar sus efectos sobre la cantidad y calidad de los extractos de ADN. En una de las
modificaciones se omitieron los pasos de precipitacién con fenol-cloroformo-alcohol isoamilico
y se conservé la precipitacién con cloroformo-alcohol isoamilico, mientras que en otras se
siguié el método de extraccidn alternativo para PCI citado por Hillis et al., (1996), en el cual,

después de la lisis del tejido se realiza precipitacion salina del ADN con NaCl.

Las cantidades de ADN total aisladas por PCI y precipitacién con el método modificado
(cloroformo-alcohol isoamilico) fueron similares; sin embargo, la precipitacién salina con
NaCl produjo cantidades minimas de ADN (datos no mostrados). Adicionalmente se evalué la
calidad de estos aislados mediante amplificacién por PCR del fragmento interno del gen cyz b
(ver numeral 3.5) Los resultados para la extracciéon por lisis alcalina en Homo sapiens fueron

satisfactorios (datos no mostrados).

3.4 RENDIMIENTO DE ADN AISLADO

El método PCI generé alrededor de 1.1 y 1.3 pg/pl de ADN total a partir de tejido muscular
crudo y material cdrnico procesado respectivamente, mientras que el kit de extraccién DNeasy’
Tissue, empleado en el material cdrnico, permitié aislar cerca de 0.8 pg/pl de ADN total en las

muestras utilizadas (Tabla 3).
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Tabla 3. Rendimiento de ADN total aislado de tejido muscular crudo y material cdrnico procesado.

Muestra Método* Abs0nm ** pg/pl
Homo sapiens FBI 0,157 0,79
Canis familiaris PCI 0,213 1,07
Oryctolagus cuniculus PCI 0,275 1,38
Rattus norvegicus PCI 0,144 0,72
Felis catus PCI 0,242 1,21
Bufo marinus PCI 0,28 1,40
Gallus gallus PCI 0,25 1,25
Mus musculus PCI 0,349 1,75
Columba livia PCI 0,275 1,38
Sus scrofa PCI 0,133 0,67
Bos taurus PCI 0,215 1,08
Cappra hircus PCI 0,226 1,13
Bagre PCI 0,238 1,19
Prochilodus reticulatus PCI 0,169 0,85
Attn enlatado PCI 0,231 1,16

kit 0,146 0,73
Chorizo kit 0,129 0,65
Mortadela PCI 0,278 1,39

kit 0,14 0,70
Salchicha PCI 0,206 1,03
Salchichal kit 0,175 0,88
Salchicha2 kit 0,15 0,75
Salchichénl PCI 0,313 1,57
Salchichén2 PCI 0,284 1,42

kit 0,184 0,92
Salchichén3 kit 0,161 0,81

* FBI, método de extraccién en sangre del FBI (FBI, USA 1993); PCI, método bésico de
extraccién con fenol-cloroformo (Hillis et al. 1996); kit, DNeasy Tissue Kit (Quiagen,
Maryland).

** Lecturas hechas sobre una dilucién 1/100 a 260 nm de longitud de onda.

3.5 AMPLIFICACION ENZIMATICA (PCR) DEL FRAGMENTO SELECCIONADO

La evaluacién de la calidad amplificable del ADN aislado empleando el método PCI y sus
modificaciones se muestra en la figura 10. El ADN extraido con NaCl (Fig 10; 1 y 4) no

amplific el fragmento de ¢y# 6, mientras que para los aislamientos con el método modificado
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(cloroformo-alcohol isoamilico) y PCI se presenté amplificacién (Fig. 10; 2, 5 y 3, 6

respectivamente). Los mejores resultados se obtuvieron con el método PCI.

Gallus gallus  Rattus norvegicus

Control -
Control +

MW

Fig. 10. Evaluacién de la calidad amplificable del ADN aislado empleando el método PCI y las modificaciones
hechas al protocolo original. MW, marcador de peso molecular; 1y 4, precipitacién con NaCl; 2 y 5, cloroformo-

alcohol isoamilico; 3 y 6, PCL. Como control positivo (+) de la PCR se empleé ADN de Homo sapiens (humano)
aislado por el método del FBI.

Como se esperaba, un fragmento de ADN de 379 pb, perteneciente al gen citocromo & (cyt b),
fue amplificado de las muestras de ADN aisladas de tejido muscular crudo (Fig. 11, A) y de
material cdrnico procesado (Fig. 11, B). La amplificacién con 30 ciclos de este fragmento
permitié un rendimiento hasta 1300 ng de ADN, cuando se utilizan aproximadamente 100 ng

de ADN total molde para la PCR en reacciones de 100 pl de volumen final.
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300
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Fig. 11. A. Amplificacién por PCR del fragmento interno del gen cyz & (379 pb) en muestras de ADN total en
diferentes especies animales. pb, pares de bases; MW, marcador de peso molecular; Hs, Homo sapiens (hombre);
Bt, Bos taurus (vaca); Rn, Rattus norvegicus (rata); Mm, Mus musculus (ratén); Ch, Capra hircus (cabra); Cf, Canis
Jamiliaris (perro); Ss, Sus scrofa (cerdo) Oc, Oryctolagus cuniculus (conejo); Fe, Felis catus (gato doméstico); Gg,
Gallus gallus (gallina); Cl, Columba livia (paloma); Pr, Prochylodus reticulatus (bocachico). B. Amplificacién por
PCR del fragmento interno del gen ¢yz & (379 pb) en muestras de ADN total aisladas a partir de material cdrnico
procesado. 1, mortadela (kit); 2, mortadela (PCI); 3, salchichénl (PCI); 4, salchichén2 (kit); 5, salchichén2
(PCI); 6, salchichén3 (kit); 7, salchicha (kit); 8, salchicha (PCI); 9, chorizo (kit); 10, carne cocida; 11, attin
enlatado (PCI).

Las amplificaciones no generaron bandas pardsitas como resultado de posibles hibridizaciones

de los oligonucledtidos en otras regiones del ADN diferentes al gen c¢yr b. Temperaturas de
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hibridizacién por debajo de 60 °C durante los ciclos PCR repercutieron en la aparicién de

bandas no especificas, en tanto que temperaturas de 60 °C generan amplificados 6ptimos (Fig.

12).

55°C 60°C
pb

400 — | 4
] W < 379 pb
. - € fragmento no
especifico
300 —

Figura 12. Efecto de la temperatura de hibridizacién en la PCR. La disminucién de la temperatura de
hibiridizacién por debajo de 60 °C incrementa la probabilidad de amplificados no especificos. Las condiciones
restantes para la PCR fueron las mismas citadas en la metodologfa. Las amplificaciones se efectuaron en Homo
sapiens. pb, pares de bases.

Para verificar la autenticidad del amplificado (fragmento de 379 pb de cyz b) se realizaron

andlisis de restriccién en algunas muestras.

3.5.1 Digestién enzimdtica. Los corridos electroforéticos de los digeridos para Homo sapiens y

salchichdn se pueden observar en la figura 13 (A y B respectivamente).

Como se esperaba, para Homo sapiens se obtuvieron tres fragmentos (179, 144 y 53 pb) ya que
el producto PCR posee sitios de corte para la enzima Ban I en las posiciones 53 y 197 del

fragmento amplificado de 379 pb (Fig. 13, A).

Para salchichén (Fig. 13, B) se obtuvieron fragmentos de 197 y 176 pb en la reaccién
correspondiente para Ban I, ya que tedricamente el fragmento amplificado para Gallus gallus
pose un sitio de corte en la posicién 197 al ser digerido con esta misma enzima. De igual

forma, en la reaccién para Bam HI se obtuvieron dos fragmentos (122 y 254 pb)
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correspondiente a la digestién tedrica con esta enzima para Sus scrofa. Claramente se aprecia
que no hubo digestién en la reaccién para la enzima Xba 1, la cual deberia cortar en la posicién
268 del amplificado, generando dos fragmentos de 268 y 108 pb respectivamente, si éste

presentara amplificados correspondientes para Bos taurus.

Sin digerir

—
3
q

< 122pb

< 53 pb 100 —

A B

Fig. 13. A. Digestién enzimdtica del amplificado PCR (379 pb) de Homo sapiens con Ban 1. Detalles en el texto.
B. Digestion enzimdtica del amplificado PCR (379 pb) de un producto cérnico procesado (salchichén) con Xba 1,
BamH 1y Ban 1. Detalles en el texto. MW, marcador de peso molecular; pb, pares de bases.
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4. DISCUSION

En este trabajo se desarrollé un conjunto de métodos para el aislamiento de ADN total y
amplificacién de un fragmento del gen ¢yz b en tejido muscular fresco y productos cdrnicos
procesados, los cuales rinden suficiente ADN para posteriores andlisis destinados a tipificar el
origen animal de una muestra de carne. Estos andlisis podrdn servir de soporte para que las
autoridades sanitarias logren controlar la sustitucién ilegal de tejido animal de una u otra

especie.

Para esto, fue necesario escoger un marcador genético a utilizar (¢yz 6); probar y modificar
diferentes metodologfas para la extracciéon de ADN en tejidos y desarrollar una estrategia de

amplificacién via PCR que fuese reproducible.

4.1 SELECCION DEL MARCADOR GENETICO Y OLIGONUCLEOTIDOS
PARA PCR

La regién seleccionada dentro del gen cyr & incluye segmentos transmembranales y de la
superficie interna mitocondrial en la proteina citocromo 4, con un alto nimero de posiciones
internas variables a nivel aminoacidico. Irwin et al., (1991) sugirieron que la superficie externa
de la proteina, al parecer, evoluciona mds lentamente que la regién transmembranal o la
superficie interna y que la mayoria de los cambio variables en la porcién transmembranal
corresponde a cambios entre residuos hidrofébicos (leucina, isoleucina y valina). Esto ha
podido ser soportado por otros autores (Matthee & Robinson 1997); sin embargo, Mouchaty
et al., (1995) en un andlisis filogenético en focas, no encontraron diferencias significativas en la
proporcién de reemplazamientos en sitios hipervariables en las regiones interna,

transmembranal y externa, y de igual forma, en la tasas de evolucién de estas mismas.
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Se ha encontrado que esta corta secuencia (307 pb) del gen c¢yr & contiene informacién
filogenética que se extiende desde nivel intraespecifico a nivel intergenérico (Kocher et al.,
1989), por lo que se ha empleado éste o parte de él en un gran ndmero de andlisis filogenéticos
(Mouchaty et al., 1995; Matthee & Robinson, 1997; Theimer & Keim, 1998), filogeograficos
(Clark et al., 2003; Li et al., 2003), poblacionales (Steiner & Catzeflis, 2003) y en
identificacién taxonémica (Russell & Carnegie, 1994; Wickliffe et al., 2003).

Los alineamientos de las secuencias completas del gen cyr & pertenecientes a especies
comdnmente utilizadas en el comercio legal e ilegal de carnes, permitieron identificar
segmentos conservados que flanqueaban la regién seleccionada. A partir de estos segmentos
fueron seleccionados los oligonucledtidos necesarios para la amplificacién. Los oligonucle6tidos
escogidos, L14841 y H15149, fueron disenados inicialmente por Kocher et al. (1989) basado
en alineamientos de secuencias del gen ¢y & publicadas en esa fecha para mamiferos; la rana
Xenopus laevis (Roe et al. 1985) y Drosophila yakuba (Clary & Wolstenholme 1985). Sin
embargo, en esta investigacion se adicionaron sitios de restriccién enzimdtica en sus extremos 5’
que pueden ser empleados en futuras manipulaciones. Kocher et al., (1989) emplearon estos
oligonucleétidos y amplificaron un fragmento en 110 especies que inclufan mamiferos, aves,
anfibios, reptiles, peces e insectos. Desde entonces se han empleado de manera amplia como

primers altamente conservados en numerables, trabajos investigativos (Russell & Carnegie

1994; Mouchaty et al. 1995; Clark et al. 2003).

4.2 EXTRACCION DEL ADN

Los patrones observados en la figura 9 demuestran que el tiempo post mortem y el
almacenamiento afectan la calidad y cantidad del ADN aislado. Hillis et al., (1996) han
aclarado que una vez muerto un organismo, al interior de sus células se desencadenan procesos

degradativos del ADN, explicado por la actividad de DNasas liberadas durante la muerte
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celular. En los corridos electroforéticos de la figura 9A se aprecian bandas de alto peso
molecular correspondientes a muestras con reducidos tiempos post mortem (Cf, Cl), asi como
de muestras de sangre procesadas inmediatamente después de tomada la muestra (Hs). Para los
demds carriles se aprecia ADN con alto grado de degradacién relacionado con diferentes

tiempos después de ser sacrificados.

De igual forma, Hillis etal., (1996) sugieren que el tiempo de almacenamiento es critico ya que
el proceso de descongelamiento de las muestras durante la manipulacién aumenta la actividad
de las DNasas. Se recomienda que durante el proceso de maceracién de la muestra, ésta debe
permanecer congelada; este punto es importante cuando se usan tejidos frescos, dado que si este
paso se omite, los extractos no rinden productos PCR. El método PCI ofrece los mejores
rendimientos en cuanto a la extraccién, aunque se presenta cierto grado de degradacién (Fig. 9
A, Cl), en comparacién con otros métodos usados (Fig. 9 A, Hs) donde se aprecia mejor

calidad de ADN.

El procesamiento culinario extensivo de la muestra, asi como el tiempo de almacenamiento una
vez procesado el producto cdrnico afecta drésticamente la calidad y cantidad del ADN aislado.
Como se puede apreciar para cdrnicos procesados, el método PCI ofrece los mejores
rendimientos, (Fig. 9 B; 2, 3, 5, 8, 10 y 11); sin embargo, dichos rendimientos también
pueden verse afectados por el procesamiento culinario de la muestra (Fig. 9 B; 2, 10 y11); en
éstos, los derivados cdrnicos fueron sometidos a extensos tiempos de coccidén y sobrecoccién

que contribuirfan a la degradacién del ADN y en consecuencia, en la cantidad extraible.
Los extractos realizados con el kit (Fig. 9 B; 1, 4, 6, 7 v 9) ofrecen menores rendimientos.
g y

Limitaciones de disefio en la metodologia aplicada a la extraccién de ADN con el kit

(colmatacién de la membrana) impiden tomar més de 25 mg de muestra y dado que se trata de
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tejidos altamente procesados, esta cantidad inicial ofrece bajos rendimientos. No se extrajo

ADN de tejido frescos utilizando el kit por limitantes econémicos.

Los extractos realizados con el método alternativo de precipitacion salina no generan productos
PCR (Fig. 10); es probable que la falta de extraccién orgdnica pueda dejar inhibidores

enzimdticos y contaminantes que interfieran con la rutina de la PCR.

Los extractos de ADN llevados acabo por el método de lisis alcalina no ofrecen resultados
cuantificables en un gel de electroforesis; sin embargo, productos PCR a partir de estos

extractos son satisfactorios (dato no mostrado).

4.3 AMPLIFICACION ENZIMATICA (PCR) DEL FRAGMENTO GEN CITOCROMO
b SELECCIONADO

Para la rutina de la PCR inicialmente se utilizaron condiciones como 94 °C para
desnaturalizacién, 55 °C para la hibridizacion y 72 °C para la extensién; sin embargo, se
observé que con estas condiciones surgian bandas parasitas (Fig. 12), como consecuencia de
uniones inespecificas entre los oligonucledtidos y secuencias para los cuales no se disefiaron.
Por esto se decidié aumentar la temperatura de hibridizacion a 60 °C para hacer mds especifica

la unién entre el oligonucleétido y su secuencia diana.

La concentraciones 1.8 mM MgCl2 present los mejores resultados, con lo cual se aumenté la
cantidad del amplificado, mientras las otras condiciones de la PCR permanecian inalteradas.
Innis & Gelfand (1990) consideran que la temperatura de hibridizacién y la concentracién de

MgCl2 son puntos criticos a modificar cuando se presentan estos problemas.

39



Los rendimientos de los productos PCR, se ven afectados por la concentracién del ADN
utilizado en cada reaccién, como se puede apreciar en la (Fig.11 A; 2, 3,5, 8, 10y 11) ya que el
método de extraccién PCI ofrece mejores rendimientos durante las reacciones posteriores de
amplificacién, en tanto que los amplificados realizados a partir de extractos hechos con el kit
ofrecen menos rendimientos por reaccién (Fig. 11 A; 1, 4, 6, 7 y 9). De igual manera, los
resultados sugerirfan que ciertas condiciones como el origen de la muestra, tiempo de
almacenamiento y el procesamiento, pueden afectar los rendimientos en los productos PCR
(Fig.11 B; 1, 4, 11); por ejemplo para atdn (Fig.11 B, 11), los rendimientos de extraccién
fueron bajos y esto afecta la cantidad de los productos PCR (Fig.11 B, 11), lo que indica
claramente que el procesamiento extenso afecta los resultados. Los amplificados a partir de

extracto de ADN en atdn utilizando el kit fueron nulos (dato no mostrado).

Es importante mencionar que, aunque el método de extraccién de ADN utilizado y el extenso
procesamiento de las muestras afectan el rendimiento de los productos PCR, en la reaccién
final (100 pl) se encuentra suficiente amplificado (aproximadamente entre 0.63 pg - 1.9 pg);
que una vez filtrado y concentrado a través de columnas se obtienen productos PCR suficientes

y limpios para posteriores andlisis (RFLPs, secuenciacién, clonacién).

Dado los datos obtenidos durante la extraccién y amplificacién se recomienda la utilizacién del

método PCI para la extraccién del ADN en productos frescos y procesados.

Para procesados donde se esperaba una amplia degradacién del ADN (corroborado en la
practica, figura 9 B) se obtuvieron excelentes patrones PCR, a pesar del alto grado de
procesamiento del tejido (es claro que este procesamiento afecta la calidad y cantidad del ADN
gendmico); sin embargo, el ADN mitocondrial resiste més esta manipulacién. Esto es debido a
su circularidad lo cual lo hace més resistente. Ademds, se encuentran varias copias por células

que aumentan la probabilidad que algunas de estas moléculas soporten el procesamiento.
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Los patrones de restriccién obtenidos por la digestién enzimdtica sobre algunas muestras (Fig.
13) permiten soportar la identidad del fragmento interno del gen cyz & amplificado en las
especies y productos cdrnicos procesados incluidos en la presente investigacién. Patrones de
restriccién teéricos del fragmento establecidos por anilisis informdticos para algunas especies,
e.g., Homo sapiens, Bos taurus, Gallus gallus y Sus scrofa, son congruentes con los datos

experimentales.
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5. CONCLUSIONES

Los primers seleccionados son suficientemente conservados para amplificar la regién interna
96-402 pb de c¢yr b en todos los grupos vertebrados. En esta investigacién se pudo
amplificar el fragmento deseado en todos los grupos vertebrado empleados en el andlisis,

demostrando de esta manera su caracter universal.

A pesar de las intensas rutinas de procesamiento de las muestras cdrnicas, el ADNmt puede
conservarse y ser amplificado por PCR. Gran parte del ADN gendémico puede estar
altamente degradado, sin embargo un buen niimero de moléculas de ADNmt soportan el

procesamiento.

Muestras de tejido muscular con largos periodos post mortem permiten extraer ADN total

conteniendo ADNmt de calidad amplificable.
Andlisis de PCR-RFLP sobre este fragmento mitocondrial permitirian una identificacién
animal previa en cualquier tipo de muestra o podrian facilitar la identificacién simultdnea

de 2 0 3 taxa que hicieran parte de una misma muestra.

La amplificacién exitosa del den gen cyz b a partir de estos tejidos demuestran la adecuada

utilidad del ADNmt como herramienta en la identificacién de especies animales.
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6. RECOMENDACIONES

Es necesario implementar andlisis de polimorfismo nucleotidico intraespecifico del

fragmento en poblaciones animales colombianas objeto de estudio del proyecto.

La posibilidad de identificaciones animales utilizando esta herramienta puede extenderse a

casos forenses y en el tréfico ilegal de pieles.

Se debe evaluar su utilidad en la identificacién vegetal. Es interesante establecer otros tipos

de marcadores moleculares en el ADNmt que puedan brindar esta aplicacién.

La continuacién de la fase II (secuenciacién) asegura la implementacién de esta
herramienta en el control sanitario de estos alimentos por parte de los organismos

gubernamentales de salud publica a nivel local o nacional.
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