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1. Introduccion

1.1 Derecho del consumidor

Hoy en dia, hablar de adulteracién o sustitucién fraudulenta de los alimentos, es
hablar de un problema que ha acompafado a la industrializacién de los mismos desde
tiempos ancestrales. Garantizar la calidad de un producto es actualmente un requisito
importante para el consumidor, que exige autentificar el origen y la calidad del
alimento. Se trata de una problemdtica que no sdlo afecta a los consumidores, sino
también al sector productivo. La identificacién de especies animales o vegetales en los
alimentos, por medio de la observacién de las caracteristicas exteriores tales como la
forma, tamafio o apariencia, resulta dificil y poco fiable. Mas aun, si en su mayoria se
encuentran en pequefias cantidades o procesados. En los alimentos procesados, la
sustitucidn de especies se puede realizar sencillamente, dado que el tejido de especies
diferentes puede llegar a ser similar en apariencia, y una vez incorporado a un
producto procesado, las pequefias diferencias se pierden casi por completo. Esta
situacién hace necesario recurrir al uso de analisis a nivel molecular: Identificacion de
proteinas o ADN (Lopez et al., 2003).

La identificacion de especies animales y vegetales, asi como la deteccién y
cuantificacion de transgénicos son areas que han sido definidas como fundamentales
para el sector alimentario en la actualidad. Los productos susceptibles de fraudes y
gue son sometidos frecuentemente a analisis de autenticidad incluyen: identificacidon
de especies de peces en alimentos de pescado procesado (Botti & Giuffra, 2010);
identificacion de especies animales en productos carnicos (Kocher et al., 1989;
Matsunaga et al., 1999); identificacion de especies vegetales en jaleas y yogurts
(Ortola Vidal et al., 2007); identificaciéon de especies genéticamente modificadas en
alimentos (Luthy, 1999), derivados del maiz (Pifieyro-Nelson et al., 2008), carnes

(Germini et al., 2009), cultivos (Pua & Davey, 2007), entre otros.



1.1.1 Situacién local

A nivel local, los fraudes alimentarios también son frecuentes. La situacion actual
manifiesta la existencia de distintas areas donde seria importante desarrollar
estrategias de identificacion de especies. Gracias a los contactos con organismos
nacionales de contralor (DIGEGRA, DILAVE, INAC, Laboratorio de Bromatologia de la
IMM, etc) se ha sabido de adulteraciones de dulces de membrillo con manzana, y la de
especias con otros vegetales de menor valor, entre otras.

Siguiendo la linea de investigacién de la Secciéon Bioquimica de la Facultad de
Ciencias: “Desarrollo e implementacion de herramientas moleculares en el drea de la
sequridad alimentaria”, el laboratorio de Trazabilidad Molecular Alimentaria
(LaTraMA) de la Seccidn, junto a la cooperacién del Laboratorio de Bromatologia de la
Intendencia Municipal de Montevideo (LB-IMM), ha logrado desarrollar estrategias
fiables que indican que la mayoria de los alimentos manufacturados a partir de maiz
presentan componentes transgénicos, y que muchos chacinados no cumplen con la
reglamentacién bromatoldgica. En cuanto a las “especias”, se estan aplicando las
normas ISO para analizar un extenso nimero. Los andlisis de rutina incluyen humedad,
cenizas totales e insolubles en HCI, extracto etéreo fijo y analisis microbioldgicos.
Existen algunas pautas bioquimicas (cromatografia de gases), asi como morfoldgicas
para la identificacién de especies en las especias, pero aun asi es sumamente dificil, si
no imposible, poder identificar una adulteracién sobre todo en las presentaciones de
producto “molido”. En particular, es preocupante -segun lo planteado por parte de las
autoridades de contralor locales- las situaciones del orégano, perejil y estragon.
(Martinez Debat, 2008).

Es de interés de LaTraMA, afianzar la colaboracién ya existente con el LB-IMM.
Dicha colaboracién esta dirigida a ampliar y fortalecer los requerimientos analiticos
orientados a proteger y garantizar el consumo de alimentos genuinos e inocuos,
verificando asi el cumplimiento de los requisitos y especificaciones establecidas en la
legislacién vigente. Asimismo, estas acciones plantean la posibilidad de generar
informacién para la gestion o el desarrollo de nuevas normativas. Estrechar los
vinculos entre un laboratorio de contralor oficial (LB-IMM) y el ambito académico,
permitira implementar un servicio de certificacién de producto a las empresas

manufactureras del rubro alimentacidon e interesadas en la excelencia. Mediante el



papel multiplicador (como Laboratorio de referencia) del LB-IMM hacia la Red de
Laboratorios nacionales, los resultados obtenidos beneficiardan a los integrantes de
dicha red y a toda la poblacidn del pais, a través de otros Servicios gubernamentales o
privados dedicados al control de alimentos, y a ONGs o grupos de consumidores

preocupados en temas de Inocuidad y Seguridad Alimentarias.

1.2 Trazabilidad Alimentaria

La Trazabilidad alimentaria se define como la capacidad de rastrear un alimento
desde su origen hasta el consumidor, dando lugar a una identificacién fiable de sus
ingredientes, un control sanitario, y un seguimiento del alimento durante toda la
cadena de produccién. La trazabilidad es por tanto una herramienta fundamental al
servicio de la calidad alimentaria. Todos aquellos compuestos que forman parte de un
alimento seran en consecuencia, susceptibles de ser sometidos a un proceso de
trazabilidad mediante diversas técnicas (Lépez et al., 2003).

Se han desarrollado distintas técnicas analiticas y moleculares, para la identificacion
de los componentes de diversas matrices alimentarias. Las técnicas analiticas mas
utilizadas incluyen: cromatografias (HPLC; GC, GC-MS, GC-FTIR); espectroscopias (UV,
IR), resonancia magnética nuclear (NMR), absorcion atémica (AAS/AES, ICP-AES, ICP-
MS) y espectrometria de masas (IRMS, GC-IRMS, GC-C-IRMS), entre otras. (Cordella et
al., 2002). Sin embargo, muchas de ellas no son aplicables a productos alimentarios
procesados. En contraste, las técnicas moleculares basadas en el estudio de ADN vy
proteinas parecen ser mas versatiles, permitiendo la identificacién de especies en
distintas matrices alimentarias, que incluyen productos crudos, congelados y
procesados. Originalmente estos métodos se basaban en el andlisis de las proteinas
presentes (Marmiroli et al.,2003) mediante técnicas electroforéticas y/o inmunoldgicas
(ELISA, western blot, entre otros). Sin embargo, éstas resultan dificiles de aplicar para
alimentos procesados, debido a que las proteinas mediante los procesos de
manufactura tales como la coccién, pueden desnaturalizarse y degradarse, dando lugar

a resultados del tipo “falso positivo”.



1.2.1 Trazabilidad basada en el ADN

Actualmente, se han desarrollado ensayos de identificacion basados en el ADN, que
permiten la identificacidn y discriminacién de especies a nivel especifico en una
variada gama de alimentos. Estos ensayos presentan varias ventajas con respecto a
aquellos basados en la identificaciéon de proteinas. El ADN puede extraerse de la casi
totalidad de los tejidos y permanece practicamente inalterado a través de todo el
proceso de manufactura, desde el organismo vivo a la porcién de producto que se
consume. Aunque el ADN también se degrada durante la esterilizacién por calor, como
en el proceso de enlatado de alimentos, todavia es posible obtener pequefios
fragmentos para hacer posible la diferenciacién entre especies cercanas.

Por lo anteriormente mencionado, la identificacién basada en el ADN constituye la
herramienta de eleccion para realizar la identificacidon de especies en alimentos. Para
la deteccidn de ADN se utilizan técnicas como Southern Blot (discontinuada debido a la
gran cantidad de ADN necesaria) y PCR (Reaccién en Cadena de la Polimerasa). Esta, es
una técnica muy extendida y utilizada en la identificacién de especies, tanto animales
como vegetales (Lockley & Bardsley, 2000). Permite obtener cantidades suficientes de
ADN para el analisis a partir de trazas. Los métodos mds modernos analizan ADN de
alto numero de copias, en particular provenientes de mitocondrias y cloroplastos
(animales y vegetales respectivamente). Ambos tipos de secuencias cumplen con las
caracteristicas necesarias para ser utilizados como indicativos de especie, al estar
presentes en todas las especies y presentar una gran variabilidad entre las mismas. En
la actualidad, se han desarrollado diversos métodos para la identificacion de especies
animales en alimentos manufacturados derivados de carnes (Partis et al., 2000;
Kingombe et al.,, 2001; Bravi et al., 2004; Mafra et al., 2008). Dichos métodos son
rapidos y sensibles y logran determinar de manera especifica las especies presentes. A
su vez, se ha logrado desarrollar métodos que permiten discriminar entre sustituciones
accidentales y fraudulentas. No obstante, existen escasos métodos desarrollados para
confirmar la identidad de especies vegetales contenidas en productos procesados y un
numero menor de métodos para la determinacidon de sustituciones accidentales o

adulteracion en los mismos (Di Bernardo et al., 2005; Turci et al., 2010).



La PCR es una técnica rapida, que permite obtener cantidades suficientes de ADN
para su posterior analisis a partir de cantidades minimas del mismo. Sin embargo, es
una técnica costosa en infraestructura de partida por el equipamiento y los reactivos
que se utilizan. Dada su gran sensibilidad requiere un lugar de trabajo debidamente
disefiado para evitar la contaminacién por productos previamente amplificados, ya
gue esto puede provocar la aparicidn de “falsos positivos” en el resultado final. Entre
las medidas a tomar se incluye: tener areas de trabajo separadas para la manipulacién
de la pre-PCR y controlar que el ADN de partida esté libre de contaminantes que
puedan inhibir la reaccién.

Existen tres factores esenciales que determinan el éxito del método de deteccién de
especies mediante PCR. Estos son la cantidad de ADN extraido, la calidad (la cual se
relaciona con el dafio que ha sufrido el ADN durante los pasos de procesamiento del
alimento) vy la pureza (la cual refleja la cantidad de contaminantes co-purificados con

el ADN) (Griffiths et al., 2002).

1.3 Industrializacion del membrillo

1.3.1 El membrillo

El membrillo (Cydonia oblonga), pertence a la familia de las Rosaceas, sub-familia
Maloideae, al igual que la pera (Pyrus spp.) y la manzana (Malus spp.). Es nativo del sur
de Europa y Asia y por ser un fruto duro, astringente y agrio, se utiliza para hacer
mermelada, dulces o vinos (Laureiro et al., 2009).

Hasta los afios 1990, se habian documentado un gran numero de variedades de
membrillo a traves de estudios botanicos y quimicos, sin embargo no fue hasta el afio

2004, que dichas variedades se clasificaron desde la genética. (Yamamoto et al., 2004).

1.3.2 Productos derivados del membrillo

En nuestro pais, a partir del membrillo se produce basicamente: pasta, jalea,
mermelada y dulce de corte (Figura 1). La pasta de fruta, contiene menos azlcar que
una mermelada y a su vez mayor contenido de frutas. La jalea, es un producto
elaborado con el jugo de la fruta cocida y azlucar. La mermelada, es obtenida por la

coccion y concentracion del membrillo al que se adiciona azucar o edulcorante hasta
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obtener una consistencia pastosa. El dulce de corte, se obtiene de la coccion de la
pasta a la que se le agrega azucar o edulcorante. Para preparar dulce, mermelada,

pasta y jalea de membrillo es necesario: membirillos, azlcar y aditivos.

Figura 1: Productos comerciales derivados del dulce de membrillo. De izquierda a derecha se ilustran
las imagenes de la pasta, jalea, mermelada y dulce de corte obtenidos a partir del fruto.

1.3.3 El proceso productivo

El proceso de elaboracion del dulce (Figura 2) comienza con la recepcion, el lavado
y la seleccidon de la fruta. Los memobrillos frescos se vuelcan en una lavadora que
funciona con aspersores de agua a presion y utiliza para el lavado jabones germicidas,
o sOlo agua. La fruta lavada ingresa a una cinta clasificadora donde es seleccionada
para continuar con el proceso productivo. La fruta que no cuenta con la calidad
adecuada se desecha, mientras que aquella que si la tiene, ingresa en un cocinador
continuo que funciona a vapor y alcanza una temperatura de 1002C. Luego que el
membirillo esta cocido, ingresa a una tamizadora que se encarga de separar las semillas
y las durezas de la pulpa. El resultado de esta primera parte constituye lo que se
denomina pasta de membrillo. La pasta puede tener tres posibles destinos: continuar
con el proceso productivo, ser comercializada como pasta, o almacenarse para su
utilizacion posterior. En los Ultimos dos casos, es necesario el agregado de
conservantes (anhidrido sulfuroso o benzoato). Si el proceso continla para obtener
dulce, la pulpa es llevada a una mezcladora donde se agregan los insumos (azucar,
fructosa, conservantes) necesarios de acuerdo a la férmula de cada industrial. En caso
de que vaya a ser almacenada, la pulpa se pasa a una paila de enfriamiento. Cuando la
pasta alcanza una temperatura de 402C, pasa a un sulfitador donde se agrega

anhidrido sulfuroso en forma de gas, para su posterior almacenado en silos. Las



empresas pequefias en general no cuentan con silos, sino que almacenan la
produccién en tarrinas. En estos casos, el conservante utilizado es el benzoato porque
el anhidrido sulfuroso se evapora. Desde los silos, la pulpa es llevada a una mezcladora
en donde se determina la cantidad de azlcar a agregar. Lo primero que ingresa a la
mezcladora es la pulpa, la cual se calienta durante 10 o 15 minutos a unos 70-809C
para evaporar el anhidrido sulfuroso. Luego del agregado de azlcar, la pasta se cocina
a una temperatura de 60-70°C. La coccion en pailas dura aproximadamente 50 minutos
lo que es variable en funcién de la empresa y la tecnologia utilizada.

La férmula para confeccionar el dulce puede ser variable, dependiendo de lo que se
quiera lograr con el producto y la rentabilidad econdmica. El insumo mas caro es el
azucar, pero en los valores totales puede ser el membrillo y su procesamiento lo que
impliqgue un mayor costo.

En el caso de que el producto sea dietético el azucar se sustituye por fructosa. El
dulce de membirillo es el Unico que por propiedades naturales se conserva solo cuando
tiene mds de cierto contenido de azucar (659Brix), por lo que las empresas que
trabajan por encima de este nivel podrian no agregarle conservantes al dulce.

Una vez confeccionado el dulce, se prosigue con el envasado y etiquetado. Para
envasar el dulce se puede utilizar bandejitas de plastico, vidrio, lata o poliéster con
polietileno. Lo mds econdmico es el poliéster con polietileno que tiene barrera de
oxigeno. Como ultimo paso, el dulce ya etiquetado es testeado a través del control de

calidad. (Laureiro et al., 2009).
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Figura 2: Proceso productivo del dulce de membrillo. Se describe el tratamiento por el cual la fruta llega a

formar la pasta, jalea, mermelada y/o dulce de corte (Laureiro et al., 2009).




1.4 Deteccion de especies vegetales en el dulce de membrillo

1.4.1 Antecedentes

Hasta la fecha, no existen a nivel mundial, estudios moleculares de deteccién de
especies vegetales en productos derivados del membrillo. No obstante, se han
realizado trabajos de determinacién de adulteracién en dichos productos, mediante
técnicas analiticas como HPLC, HPLC-DAD, HPLC-MS, entre otras. (Andrade et al., 1998;
Silva et al., 2000; Nollet, 2004). En estos, se estudian los perfiles caracteristicos de los
compuestos fenolicos de las frutas y se comparan con los encontrados en la matriz
problema.

En Uruguay, las metodologias moleculares utilizadas para la deteccion de especies
vegetales en el dulce de membrillo, comenzaron a desarrollarse en el aino 2008 a raiz
del proyecto titulado: “Donde hubo vida ADN quedan: Desarrollo de un método
molecular capaz de detectar otras materias primas en la elaboracion del Dulce de
Membrillo”, presentado por el Laboratorio de Trazabilidad Molecular Alimentaria, ante
la Comisién Sectorial de Investigacion Cientifica (Proyecto CSIC, 2008). A partir de ese
afo, el Laboratorio ha ido profundizando en el desarrollo de estas metodologias y ha

logrado poner a punto varias de las estrategias disefiadas.

1.4.2 Estrategia experimental

La estrategia experimental en la que se basan los actuales estudios de
identificacion de especies, se divide en tres etapas fundamentales:

1. En primer lugar, se realiza un trabajo previo al experimental de laboratorio, que
implica el abordaje bio-informdtico del problema de Trazabilidad Molecular a resolver,
de manera de obtener datos para la realizacién de un protocolo experimental
adecuado. En particular, se analizan las bases de datos del NCBI (PubMed, GenBank),
scholar.google, freepatents online, entre otras. Cuando el estudio se basa en la
identificacion de especies determinadas dentro de una matriz alimentaria compleja,
pueden darse por lo menos dos escenarios. El primero, es aquel en que se cuenta con
antecedentes previos reflejados en articulos cientificos y/o patentes publicadas. En
este caso, las metodologias publicadas se tratan de adaptar al problema analitico,

mediante la infraestructura disponible. El segundo, y que implica un desafio aun
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mayor, es aquel en el que no se disponen de antecedentes directos. En este caso, se
impone un analisis bioinformatico de las secuencias de ADN disponibles en las bases
de datos globales, seguido de un trabajo bioinformatico de andlisis de secuencias,
mediante algoritmos de alineamiento (ej. BLAST, Clustal, etc), deteccidn de zonas en el
ADN adecuadas para ser amplificadas y el disefio de cebadores.

2.  En segundo lugar, se busca optimizar la extraccion de ADN para cada matriz
alimentaria. Este es un paso crucial, pues es sabido de la presencia de inhibidores de la
PCR en muchas matrices (Lauri et al., 2008); que el ADN puede encontrarse degradado
debido al tratamiento de manufactura del alimento; y que incluso puede estar
modificado quimicamente, por ejemplo a partir de variantes de la reaccidon de Maillard
(Harrison & Dake, 2005). Este ultimo punto, puede contrarrestarse con la utilizacién
de reactivos especificos tales como el PTB (bromuro de N-fenaciltiazolio) (Di Pinto
et al., 2007). Asimismo, en las matrices complejas pueden estar presentes compuestos
que interfieran con la purificacion del ADN, tales como: grasas, aceites, polisacaridos,
etc. Dichos compuestos pueden ser eliminados mediante el tratamiento previo fisico o
bioquimico de la muestra, utilizando reactivos como el CTAB (bromuro de
hexadeciltrimetilamonio) (Doyle & Doyle, 1987).

3. En tercer lugar, se busca optimizar la PCR, RFLP, o cualquier otra estrategia
destinada a la identificacion y/o cuantificacion de las especies en estudio dentro de las
matrices problema. Actualmente el laboratorio cuenta con un equipo de PCR de punto
final con gradientes de temperaturas que permite determinar las condiciones éptimas
para cada ensayo en un tiempo mucho mds corto que con un aparato de PCR normal, y

con un sensible ahorro de insumos y reactivos.

Para el caso concreto de identificacion de especies en el dulce de membrillo, no se
cuenta con antecedentes de estudios moleculares publicados en articulos cientificos,
ni se conocen datos completos de las secuencias del ADN del membrillo. Por lo tanto,
el andlisis bio-informatico para este caso, debe consistir en el analisis de las secuencias
de ADN disponibles, deteccidon de regiones a ser amplificadas, disefio de cebadores
especificos y/o arbitrarios y la elaboracién de estrategias de identificacion por RFLP
(polimorfismos en los fragmentos de restriccion). La eleccion de los cebadores y del

tamano del fragmento amplificado es de gran importancia para el resultado final. El
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tamafio del fragmento amplificado debe estar en el rango de 80 a 150 pares de bases
de ADN por tratarse de un alimento procesado. El tipo de cebador que se utilice en la
PCR dependera del tipo de identificacidn que se requiera. Para la identificacion de
especies muy relacionadas, se deberan utilizar cebadores especificos o cebadores
arbitrarios que discriminardan entre las especies tras técnicas de RFLP y/o
secuenciacion. (Lopez et al., 2003).

Al igual que el diseno de las estrategias de identificacidn, el protocolo de extraccién
de ADN a implementar, debe ser bien estudiado ya que es uno de los puntos criticos
del analisis. El dulce de membrillo corresponde a una matriz con alto contenido de
polisacaridos y que pasd por un complejo proceso de manifactura, por lo que puede
contener un ADN muy degradado y/o modificado quimicamente y a su vez puede tener
compuestos que inhiban la PCR (Weising et al., 2005). Por lo mencionado, el método
de extraccién de ADN debe incluir la utilizacidon de reactivos capaces de resolver los

aspectos mencionados.

2. Objetivos Generales

Como objetivo general, se plantea desarrollar un método de trazabilidad molecular
alimentaria basado en el estudio del ADN, que permita la determinacién e
identificacion de las materias primas (y/o fraudes), en un alimento procesado como lo
es el dulce de membirillo.

Asimismo, se apunta a resolver problemas que afectan la competitividad de
productores nacionales debido a una competencia desleal, y a dotar de herramientas

analiticas a los organismos de contralor correspondientes.

3. Objetivos especificos

Se buscard optimizar los métodos de extraccién de ADN para este tipo de matriz
alimentaria compleja, desarrollar, optimizar y validar los métodos basados en la PCR,
PCR-RFLP, o métodos derivados de éstos, destinados a la identificacidn de las especies

en estudio dentro del dulce de membrillo.

11



4. Materiales y métodos

El método utilizado para la deteccion e identificacion de especies vegetales en el
dulce de membrillo, se basa en la extraccion de ADN a partir de una muestra
problema, su posterior analisis mediante técnicas de PCR, digestién con enzimas de
restriccion y electroforesis en geles de poliacrilamida. En algunos casos se recurrird a la
utilizaciéon de técnicas de clonacion y secuenciacion. Los perfiles obtenidos para las

muestras se comparan con controles positivos de manzana y membrillo.

4.1 Material de partida

Las muestras empleadas para la realizacidon de los estudios, se obtuvieron a partir
de dulces de membrillo provenientes del mercado uruguayo (cinco “dulces problema”)
y dulces de membrillo proporcionados por la empresa Limay SRL. Dentro de estos
ultimos, se contd con dulces elaborados exclusivamente con pulpa de membrillo (100%
membirillo) y dulces fabricados con pulpa de membrillo y pulpa de manzana
(50% membrillo-50% manzana). Para los controles positivos se utilizaron hojas frescas

de membrillo y manzana cedidas por DIGEGRA.

4.1.1 Filtrado del dulce

Previamente a la extraccion de ADN, los dulces fueron lavados y filtrados en
solucién, con el fin de eliminar los excedentes de azlcar y obtener una consistencia
adecuada para el posterior manejo de la muestra. Para ello, 10 gramos de cada dulce
se diluyeron en 40ml de una solucién TEN (ver Anexo Il), previamente calentada a
60°C. El homogeinizado resultante, se filtrd a través de filtro de malla de plastico tipo

Blutex mediante bomba de vacio.

4.2 Protocolo de extraccion de ADN

Las extracciones de ADN de los dulces fueron realizadas, partiendo de 100-200
miligramos del material filtrado, utilizando distintos métodos adaptados a tejidos
vegetales. Las hojas frescas de manzana y membrillo utilizadas como controles
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positivos, previamente a la extraccidon de ADN, fueron homogeneizadas con nitrégeno
liquido en morteros de ceramica.

Las mesadas, morteros y pipetas utilizadas para la extraccidon, fueron
descontaminadas previamente segun el siguiente protocolo: 5 minutos en Hipoclorito

de Sodio 10%, 5 minutos en alcohol 70% y un lavado posterior con H,O miliRO.

4.2.1 Meétodo basado en PTB

En este método descrito por Asif & Cannon en 2005, se utiliza una solucién de
PTB (bromuro de N-fenaciltiazolio) para liberar el ADN de productos derivados de la
condensacién de azlcares y proteinas como los productos de Maillard.

En el mismo, 100 mg de filtrado del dulce se homogenizan mecanicamente con
nitrégeno liquido y se transfieren a un tubo conteniendo EDTA 0,3 M. Luego se agrega
Tris-Base 100 mM, pH=8.0 y una solucién de PTB 0,1 M (ver Anexo ll). A continuacién
se realiza un paso de desproteinizacion con proteinasa K (3 mg/ml) y se incuba a 65°C
durante toda la noche. Posteriormente se agrega un volumen igual de cloroformo-
isoamilico (24:1), se invierte el tubo unas 100 veces y se centrifuga a 12000 rpm por 5
minutos. Luego se toman 500 pl aproximados del sobrenadante y se les agrega 2
volumenes de EtOH absoluto frio mas acetato de amonio 2,5 M. Se deja precipitar el
ADN por 24 horas a -20°C y a continuaciéon se centrifuga durante 30 minutos a
velocidad maxima. Se realiza un lavado con EtOH 70%, se seca a temperatura ambiente

y se resuspende en 20 pl de agua miliQ (previamente calentada a 60°C).

4.2.2 Modificacion del protocolo PTB (PTB/macerozima)

Este protocolo es similar al de PTB descrito en el apartado 4.2.1, pero con una
aporte descrito por Rogstad et al, en el afno 2001. En este, se hace uso de una
pectinasa para separar el ADN de contaminantes polisacaridos remanentes, luego del
paso de precipitacion del ADN. Con ese fin, seguido al agregado de la soluciéon tampdn
de lisis y antes de realizar el paso de desproteinizacidn, se agrega Macerozima 15%
(Yakult pharmaceutical LTD, Japdn), y se incuba la mezcla durante 3 horas a 65°C. El

protocolo continta de forma idéntica al detallado en el apartado anterior.
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4.2.3 Meétodo basado en CTAB

El método de CTAB descrito por Doyle & Doyle en el afio 1987, es el mas utilizado
cuando se trata de extracciones de ADN de compuestos vegetales con altos contenidos
de polisacaridos. Este protocolo, que no se detalla aqui, utiliza dentro de la solucion de
lisis, el detergente CTAB (bromuro de hexadeciltrimetilamonio) para destruir

membranas, desnaturalizar proteinas, y ayudar a disociarlas del ADN.

4.2.4 Modificacién del método basado en CTAB (CTAB/PTB)

El método descrito a continuacion, corresponde a una modificacion del protocolo
original de Doyle and Doyle (1987), y fue el que se utilizé para realizar la mayoria de las
extracciones del filtrado del dulce de membrillo. Las modificaciones se realizaron en
base a lo descrito en el protocolos de Di Bernardo, et al., 2005 y Asif & Cannon, 2005.
En ellos se introducen dentro de la solucion de lisis, reactivos como el PTB y PVP
(polivinil pirrolidona). La PVP generalmente es utilizada para impedir la oxidacién del
ADN por quinonas generadas a partir de fenoles y polifenoles (Weising et al., 2005).

A 100 mg de filtrado del dulce, se le agrega 1 ml de solucidn de extraccion
CTAB/PTB previamente calentado a 65°C (ver Anexo Il). Se mezcla y se incuba a 652C
durante 1 hora, agitando cada 10 minutos. Posteriormente se agrega 1 ml de
cloroformo-isoamilico (24:1), se invierte el tubo unas 100 veces y se centrifuga a 12000
rom por 10 minutos. Luego, se toman 500 pl aproximados del sobrenadante, a los
cuales se le incorporan 2 volumenes de EtOH absoluto. La mezcla se invierte y se deja
precipitar el ADN a temperatura ambiente por 15 minutos. Seguidamente, se
centrifuga a maxima velocidad por 5 minutos, luego se descarta el sobrenadante y se
agregan 500 pl de etanol 70% para centrifugar una vez mas por 1 minuto a 12000 rpm.
Por ultimo, se descarta el sobrenadante, se seca el precipitado, se resuspende en 100
ul de agua miliQ (previamente calentada a 60°C) y se guarda en freezer a -20°C para su

posterior utilizacién.

4.2.5 Extraccion con Kits comerciales
Se utilizaron diferentes kits de extracciéon de ADN especialmente desarrollados para
eliminar inhibidores de la PCR presentes en las matrices alimentarias. Algunos de los

Kits utilizados fueron:
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e QIAamp DNA Stool Minikit (QIAGEN, Milano, Italy)

En este protocolo, 200 mg. de muestra son lisados quimicamente con una solucién
tampon proporcionada por el Kit. Los presuntos inhibidores de la PCR son eliminados
en un paso posterior mediante el agregado de una pastilla denominada InhibitEX.
Luego de incubar la mezcla y centrifugarla a maxima velocidad, se procede a un paso
de desproteinizacidon del sobrenadante con Proteinasa K. Posteriormente, se agrega
otra solucién tampdn proporcionada por el kit, se incuba, centrifuga y se hace pasar el
sobrenadante por una columna tipo filtro (QI/Ashredder). Esta columna fija
selectivamente el ADN dejando pasar el resto de los contaminantes. Los
contaminantes que quedan fijados débilmente a la columna son eliminados mediante

dos pasos de lavado. El ADN es eluido de la columna con agua o buffer salino.

e Power Soil DNA Isolation Kit Sample (MO BIO Laboratories)
Este tipo de Kit es utilizado para muestras de suelo con grandes cantidades de
acido humico, un gran inhibidor de la PCR (no se detalla, mas informacidon en

www.mobio.com)

4.3 Purificacion del ADN

El ADN de algunas de las muestras, extraido a partir de la utilizacién del protocolo
modificado de CTAB (CTAB/PTB), fue posteriormente purificado mediante Kits
especificos y mediante una re-extraccion con cloroformo-isoamilico, con el fin de

obtener una mayor calidad del ADN.

4.3.1 Purificacion mediante Kits
Los kits utilizados para la purificacién de las muestras fueron los siguientes:
e Power Clean™ DNA Clean-Up Kit (MO BIO Laboratories)

e MinElute Reaction CleanUp Kit (QIAGEN)

4.3.2 Purificacién mediante re- extraccién de ADN
La purificacion mediante re-extraccion, comenzd con el agregado de acetato de

amonio (2.5 M) a 100 ul de cada muestra resultante de la extracciéon de ADN con el
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protocolo de CTAB/PTB. Luego de dejar reposar 10 minutos en hielo, se agregd 1
volumen de cloroformo-isoamilico (24:1) y se dejé reposar por 15 minutos a
temperatura ambiente. Posteriormente se realizé una centrifugacion a velocidad
maxima por 20 minutos y se agregd al sobrenadante 2 volimenes de EtOH 100%. Se
dejo precipitar en hielo durante 15 minutos y luego se centrifugd por 5 minutos a
velocidad maxima. Se prosiguié a lavar el pellet con EtOH 70%, a secar en secador
vacuo-rotatorio (speed vac) y a resuspender en 100 pl de H,O miliQ (previamente

calentada a 60°C).

4.4 Cuantificacion del ADN

La concentraciéon de ADN extraido de las muestras se realizé mediante lecturas de
absorbancia a 260nm especifica para ADN, en NANODROP del Institut Pasteur de
Montevideo. La pureza del acido nucleico se estimé a partir de la relacién de

absorbancia a 260nm/280nm.

4.5 Diseiio de cebadores y amplificacion por PCR

Se elaboraron dos estrategias para la identificacion y diferenciacién de manzana
(Malus doméstica y/o Malus trilobata), y membrillo (Cydonia oblonga), en los dulces
en estudio. Ambas estuvieron basadas en la amplificacién por PCR de regiones
conservadas del ADN de estas especies. Se utilizaron cebadores especificos para
distintas regiones del gen de la polifenol oxidasa (nuclear) y del gen de la maturasa k
(cloroplastico). Todas las amplificaciones fueron realizadas por PCR en punto final y
todos los cebadores fueron disenados por nosotros.

Asimismo, se realizaron ensayos previos de inhibicidn para cada una de las muestras,
con el fin de descartar resultados “falsos negativos” producidos por inhibicién de la

PCR.

4.5.1 Ensayo de inhibicién
Para revelar la presencia de inhibidores de la PCR en las muestras a analizar, se

monitored la amplificacion de un Control Interno Positivo (CIP) junto con estas. Como
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la amplificacion de cualquier molde enddgeno puede distorsionar los resultados, se
utilizé como CIP un ADN exdgeno, que no estd presente en la muestra y que amplifica
satisfactoriamente utilizando el par de cebadores adecuados. La amplificacién del CIP
demuestra la ausencia de inhibidores de la PCR en la muestra estudiada (King et al.,
2009).

Para este ensayo se seleccioné como CIP una regidn del gen mitocondrial citocromo
b de vaca. El ADN exdgeno del cual deriva el CIP fue proporcionado por el Dr. Claudio
Martinez Debat y corresponde a un ADN gendmico extraido de sangre de vaca.
Los cebadores utilizados en el ensayo, SIM (5"-GACCTCCCAGCTCCATCAAACATCTCATC
TTGATGAAA-3") y primer B (5-CTAGAAAAGTGTAAGACCCGTAATATAAG-3’), amplifican
un fragmento de 274 pares de bases en dicha especie. (Matsunaga et al, 1999).

Las reacciones se llevaron a cabo en un volumen total de 25 pl, cada tubo
conteniendo: 1 U Top Taq ADN polimerasa (Bioron), 2.5 ul Buffer Complete (10x), 0.25
pul dNTPs [25 mM)], 1 ul de cada cebador [10 uM], y 100 ng de ADN gendmico. Las
reacciones de PCR se realizaron en un termociclador Gene Amp 2400 PCR System. El
termociclador fue programado para realizar: 4 minutos de la desnaturalizacidn inicial a
94°C, seguida de 33 ciclos: 30 segundos a 94°C; 30 segundos a 62°C y 30 segundos a
72°C. La extension final fue realizada a 72°C por 7 minutos.

La visualizacién de los productos de PCR, se realizé en geles de poliacrilamida 6%,

utilizando la técnica de tincidn en plata para su revelado (Sanguinetti et al., 1994).

4.5.2 Disefio de cebadores y amplificacién de una region del gen de la polifenol oxidasa.
Se disefiaron y utilizaron distintos cebadores para amplificar una regién del gen de
la polifenol oxidasa nuclear en las especies de manzana y membrillo. (Figura 4),
(Tabla 4). El disefio de los cebadores se llevé a cabo con el programa Primer 3 Plus

(http://www.bioinformatics.nl/cgi-bin/primer3plus/primer3plus.cgi). El tamafio de los

amplicones y la especie vegetal a amplificar varia segun el par de cebadores utilizados.
(Tabla 5).

Las reacciones se llevaron a cabo en un volumen total de 25 pl, cada tubo
conteniendo, 2-5 pl de ADN molde, 1 ul de los cebadores [10 uM], 0.25 uL Top Taq
polimerasa (Bioron, equivalente a 1 U), 0.25 ul de solucion dNTP’s [25 mM], 2.5 ul

Buffer Complete (10x). Las reacciones de PCR se realizaron en un termociclador
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Maxygen Terminal Cycler T1000 (Axygen EE.UU.) El termociclador fue programado
para realizar 2 minutos de desnaturalizacion inicial a 94°C, seguida de 34 ciclos: 30
segundos a 94°C, 30 segundos a 60°C y 1 minuto a 72°C. Por ultimo un ciclo de 10
minutos a 72°C.

La visualizacién de los productos de PCR, se realizd en geles de poliacrilamida 12%,

utilizando la técnica de tincidn en plata para su revelado (Sanguinetti et al., 1994).

4.5.3 Diseno de cebadores y amplificacidn de una regién del gen de la maturasa k

Se disefiaron y utilizaron distintos cebadores para amplificar tres regiones distintas
del gen de la maturasa k en las especies de manzana y membrillo (Figuras 6, 7 y 8),
(Tabla 6). El disefio de los cebadores se llevd a cabo con el programa Primer 3 Plus. El
tamaifo de los amplicones y la especie vegetal a amplificar varia seglin el par de
cebadores utilizados. (Tabla 7).

Las reacciones se llevaron a cabo en un volumen total de 25 pl, cada tubo
conteniendo, 2-5 ul de ADN molde, 1 ul de los cebadores [10 uM], 0.25 ul Top Taq
polimerasa (Bioron, equivalente a 1 U), 0.25 ul de soluciéon dNTP’s [25 mM] y 2.5 ul
Buffer Complete (10x) Las reacciones de PCR se realizaron en un termociclador
Maxygen Terminal Cycler T1000 (Axygen EE.UU.) El termociclador fue programado
para realizar 2 minutos de desnaturalizacién inicial a 94°C, seguida de 34 ciclos: 30
segundos a 94°C, 30 segundos a 50°C y 1 minuto a 72°C. Por ultimo un ciclo de 10
minutos a 72°C. La visualizacién de los productos de PCR, se realizé en geles de
poliacrilamida 12%, utilizando la técnica de tincién en plata para su revelado

(Sanguinetti et al., 1994).

4.6 Digestion con enzimas de restriccion

Los productos de PCR resultantes de la amplificacion de los fragmentos del gen ppo
y del gen mat-k, fueron digeridos con enzimas de restriccién, y los fragmentos fueron
resueltos y visualizados por electroforesis en geles de poliacrilamida 12%. En todos los
casos, las enzimas de restriccion fueron elegidas para digerir Unicamente manzana
(Malus domestica y/o Malus trilobata), permitiendo su diferenciacion del membrillo

(Cydonia oblonga).
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4.6.1 Restriccidén con Apol

Los fragmentos resultantes de la amplificacidn de la regién del gen ppo, mediante la
utilizacion de los cebadores 1F-4R (176pb), fueron digeridos con la enzima de
restriccion Apol. Para ello, 10 ul del producto de PCR fueron digeridos utilizando 1 U de
Apol (Fermentas), Buffer Tango (10x) (Fermentas), en un volumen final de reaccién de
30 pl. La reaccion se incubd durante una hora a 37°C.

Tras la digestion del producto de amplificacion, se obtienen dos fragmentos de 101

y 75 pares de bases.

4.6.2 Restriccidon con EcoRl

Los fragmentos resultantes de la amplificaciéon de la region A del gen mat-k,
mediante la utilizacidon de los cebadores A1F-A3R (98pb para manzana y 87pb para
membirillo), fueron digeridos con la enzimas de restriccidon EcoRl. Se digirieron 10 ul del
producto de PCR utilizando 1 U de EcoRI (Fermentas), Buffer EcoRl (10x) (Fermentas),
en un volumen final de reacciéon de 20 pl. La reaccion se incubé a 37 °C durante una
hora.

Tras la digestidn del producto de amplificacion con la enzima EcoRl, se obtienen dos

fragmentos de 39 y 58 pares de bases.

4.6.3 Restriccion con Mbol

Los fragmentos resultantes de la amplificacion de la region B del gen mat-k,
mediante la utilizacién de los cebadores BF-BR (129 pb), fueron digeridos con la
enzima de restriccion Mbol. Para ello, 15 pl del producto de PCR fueron digeridos
utilizando 1 U de Mbol (Fermentas), Buffer Mbol (10x), en un volumen final de
reaccion de 20 pl. La reaccion se incubd durante dos horas a 37°C.

Tras la digestién del producto de amplificacién con la enzima Mbol, se obtienen dos

fragmentos de 61 y 68 pares de bases.

4.7 Clonado, secuenciacion y analisis de las secuencias obtenidas

Con el fin de confirmar la identidad de las especies encontradas en los dulces de

membrillo tras la utilizacidon de las estrategias disefiadas, se recurrid al uso de técnicas
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de clonacidn y secuenciacién. Asimismo, se secuenciaron los productos de PCR de los
controles positivos de manzana y membrillo, para probar la correspondencia de las
secuencias obtenidas tras el andlisis, con las secuencias teéricas encontradas en el

NCBI utilizadas para el disefio de las estrategias de identificacidn de las especies.

4.7.1 Clonado y secuenciado del producto de PCR con cebadores A1F-A3R

Se realiz6 el clonado de los fragmentos de ADN obtenidos tras la amplificacion de la
region A del gen mat-k, para dos muestras de dulces distintas. Dichas muestras se
obtuvieron de la extraccién de ADN mediante el protocolo de CTAB/PTB, de un dulce
de composicion conocida 100% membrillo, y uno problema proveniente del mercado
(dulce problema lI).

Para realizar el clonado de los fragmentos de ADN obtenidos por PCR, se siguio el
protocolo GeneJet™ PCR cloning Kit (Fermentas). Los productos de PCR obtenidos
mediante la amplificacidn con los cebadores A1F-A3R, fueron purificados mediante el
kit AXYPrep PCR Clean-Up Kit AXYGEN (Spin Protocol) y ligados a un vector pJet1/ Blent
Cloning vector (50 ng/ul) (Fermentas). La reaccion de ligacion se realizé utilizando 1-2
pl de producto de PCR purificado, en un volumen total de 20 pl.

La transformacién de bacterias competentes se realizé mediante shock térmico
utilizando 20 ul de reaccion de ligacion. Posteriormente, las colonias sembradas vy
crecidas en placa se picaron y dejaron crecer en un medio de cultivo LB conteniendo
ampicilina (100 pg/ml), durante toda la noche. EI ADN plasmidico de las colonias
conseguidas, fue obtenido por la técnica de minipreparacion plasmidica (las soluciones
empleadas se detallan en el Anexo Il).

Se realizd un rastreo por PCR, para detectar la presencia del inserto, utilizando los
cebadores A1F-A3R y los respectivos al vector plet (pJetF-pJetR). La visualizacién de los
productos de PCR se realizd mediante electroforesis en gel de poliacrilamida 12%. A
continuacion, se eligieron aquellas colonias conteniendo el tamafio adecuado del
inserto (181 pares de bases para manzana y 172 pares de bases para membrillo), para
ser enviadas al servicio de secuenciacion del Institut Pasteur de Montevideo.

Las secuencias obtenidas fueron sometidas a un analisis de BLAST en la base de
datos del National Center for Biotechnology Information (NCBI), restringiendo la

busqueda a especies de plantas con flor.
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4.7.2 Secuenciado del producto de PCR con cebadores C1F-C3R

Los productos de PCR obtenidos tras la amplificacién de la regién C del gen mat-k
con los cebadores C1F-C3R, sobre los controles positivos de manzana y membirillo, se
purificaron y se enviaron a secuenciar al Institut Pasteur de Montevideo. La purificaciéon
se realizd utilizando el protocolo PCR Clean-Up Spin Protocol, del kit AXYPrep PCR
Clean-Up kit (AXYGEN).

Al igual que para el caso anterior, las secuencias obtenidas fueron sometidas a un

analisis de BLAST restringiendo la blsqueda a especies de plantas con flor.

5. Resultados y Discusion

5.1 Extracciodn, purificacién y cuantificacién del ADN

Se compararon distintas estrategias de extraccién de ADN, todas ellas comUnmente
utilizadas para extraer ADN de muestras vegetales; el método de PTB (Asif & Cannon
en 2005), una modificacién del método basado en PTB, (Rogstad et al., 2001), el
método de CTAB (Doyle and Doyle en 1987), una modificacién del método basado en
CTAB (Di Bernardo, et al., 2005), y dos kits comerciales: Ql/Aamp DNA Stool Minikit
(QIAGEN, Milano, Italy), y Power Soil DNA Isolation Kit Sample (MO BIO Laboratories,
Inc). Estos ultimos generalmente utilizados para extraer ADN de muestras con altos
contenidos de inhibidores de la PCR. A su vez, las cantidades y calidades de los ADN
obtenidos mediante las extracciones, fueron comparadas con las conseguidas tras las

purificaciones.
En las Tablas 1, 2 y 3 de este apartado, se presentan los datos de concentracién y

pureza del ADN de las muestras de dulces y hojas frescas (controles positivos),

obtenidos mediante la utilizacién de los distintos protocolos.
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Tabla 1: Datos de cuantificacion y pureza de ADN obtenidas mediante espectrofotometria de las
extracciones de ADN con los métodos de PTB, PTB/macerozima y el Kit Power Soil (MO BIO Lab.)

METODO

MUESTRA PTB PTB/macerozima Kit Power Soil DNA isolation
Abs260nm  [ADN]ng/ul Abs 260280 Abs260nm [ADN]ng/ml Abs260/280  Abs260nm  [ADNIng/ul  Abs 260/280
D. membrillo comp. conocida 1.469 73.4 6.39 1.272 63.5 7.9 0.288 14.39 0.82
D. membrillo problema 1.314 65.7 4.13 1.102 55.1 7.9 0.247 12.37 0.97
Hojas de manzana (C+Mz) 2.752 137.5 3.38 2.399 119.9 4.01 - - -

Hojas de membrillo (C+Mb) 1.775 88.7 5.35 1.55 77.9 3.82 = = -

En la Tabla 1 se establece una comparacién entre los tres métodos inicialmente
utilizados para la extraccion de ADN. Para las muestras de dulces extraidas mediante
los protocolos de PTB y PTB/macerozima, se obtuvieron valores de concentracién de
ADN de 60-70 ng/ul, mientras que para aquellas extraidas mediante el kit comercial
Power Soil DNA Isolation Kit Sample, se obtuvieron concentraciones del orden de 12-15
ng/ul. A su vez, independientemente del protocolo utilizado, los valores de
concentracion de ADN obtenidos para los controles positivos fueron mayores a los
obtenidos para los dulces; siendo del orden de 80-90 ng/ul para el control de
membrillo y 120-140 ng/ul para el control de manzana. Asimismo, se observaron
diferencias en los valores de relacion Abs2e0/Abs2s0 nm dependiendo del protocolo
utilizado, consiguiéndose valores de relacién de 3-7 para los métodos que utilizan PTB

y de 0.8-0.9 para el ADN obtenido mediante el kit comercial.

Tabla 2: Datos de cuantificacion y pureza de ADN obtenidas mediante espectrofotometria de las
extracciones de ADN con los métodos de CTAB, CTAB/PTB y el Kit Stool (QIAGEN).

METODO

MUESTRA CTAB CTAB/PTB Stool Minikit
Abs260nm  [ADN]ng/ml  Abs 2601280 Abs260nm [ADN]ng/ml  Abs 260/280 Abs260nm  [ADN]ng/ul  Abs 260/280

D. membrillo comp. conocida

0.288 14.39 0.82 0.889 44.4 2.0 0.609 30.47 1.06
D. membrillo problema

0.247 12.37 0.97 1.066 53.3 1.54 1.097 54.8 1.45
Hojas de manzana (C+Mz)

1.448 723 1.5 3.412 170.5 2.0 2.099 105 1.32
Hojas de membrillo (C+Mb)

1.616 80.8 1.1 2.406 120.2 1.95 0.874 43.6 1.2
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En la Tabla 2 se comparan los protocolos de extraccién que utilizan CTAB con el
método de kit comercial QlAamp DNA Stool Minikit. En este caso, se observa que
mediante el método de extraccion de CTAB/PTB y el de kit comercial, se obtuvieron
valores de concentracion final de ADN mayores a las obtenidas mediante el método de
CTAB original de Doyle & Doyle, 1987. Para los dulces analizados, los valores de
concentracién fueron de alrededor de 12-14 ng/ul para el método original de CTAB,
mientras que para los métodos de CTAB/PTB y el kit Stool (QIAGEN), los valores
resultantes fueron del orden de 30-50 ng/ul. Para los controles positivos, también se
obtuvieron valores de concentracion de ADN diferentes segun el protocolo utilizado.
Mediante el protocolo de CTAB original se obtuvieron concentraciones de ADN de
72 ng/ul para el control de manzana y de 80 ng/ul para el control de membrillo; para el
protocolo modificado de CTAB (CTAB/PTB), 170 ng/ul para el control de manzana y
120 ng/ul para el de membrillo; y para las extracciones realizadas con el Kit Stool
(QIAGEN) 105 ng/ul para el control de manzana y 40 ng/ul para el de membrillo.

Las relaciones Abs260/Abs2s0 nm obtenidas mediante los protocolos comparados en
este caso, también fueron variadas, observdndose valores menores a 1 para el ADN de
los dulces obtenidos mediante el protocolo de CTAB, y valores de entre 1y 2 para el
ADN obtenido mediante el protocolo modificado de CTAB/PTB y el kit comercial. En
tanto, para los controles positivos, las relaciones difirieron de manera menos

significativa, ubicdndose entre valores de relacién de 1-2 para los tres protocolos.

Tabla 3: Datos de cuantificacién y pureza de ADN obtenidas mediante espectrofotometria, de las
purificaciones realizadas sobre muestras extraidas con el protocolo de CTAB/PTB.

METODO

MUESTRA Kit Power Clean Kit MinElute Re-extraccion

Abs260nm  [ADN]ng/ml  Abs 2601280 Abs260nm [ADN]ng/ml  Abs 260/280 Abs260nm  [ADN]ng/ul  Abs 260/280

D. membrillo comp. conocida

0.361 18 1.4 0.149 7.45 1.42 0.859 43 1.6
D. membrillo problema
0.341 17 1.62 0.271 13.56 1.44 0.969 48.3 1.8
Hojas de manzana (C+Mz)
= = = = - = 2.468 123.3 2.0
Hojas de membrillo (C+Mb)
- - - - - - 2.153 107.6 1.87
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En la Tabla 3 se comparan los tres métodos de purificacion de ADN utilizados sobre
las muestras de ADN obtenidas a partir del protocolo de extraccion de CTAB/PTB.

Para el caso de los dulces analizados, los valores de concentracion de ADN
obtenidos mediante las purificaciones con los kits comerciales, oscilaron entre 10-20
ng/ul, mientras que para la re-extraccion con cloroformo los valores obtenidos fueron
de 40-50 ng/ul. La relacidon Abs2so/Abs2so nm, fue similar para los tres métodos de

purificaciéon, obteniéndose valores de relacion de 1.4-2.

A partir de los resultados obtenidos, se observa que la cantidad y calidad del ADN
conseguido difiere segun el protocolo y el material de partida utilizado para la
extraccién. La cantidad varia desde 10 pg a mas de 150 pg de ADN por gramo de tejido
analizado, y en general la calidad se aparta del valor éptimo de pureza para el ADN
(relacion Abs2sonm/Abs2sonm de 1.8) (Gallagher & Desjardins, 2001). Estos valores
pueden ser explicados debido a algunos procesos que surgen durante el aislamiento y
la purificaciéon del ADN: i) degradacidn parcial o total del ADN por endonucleasas, ii)
coprecipitacion con polisacaridos viscosos, iii) coaislamiento con &acidos orgénicos
solubles, polifenoles, u otros compuestos secundarios. Todos ellos hacen dificil el
manejo de la muestra, interfieren con las medidas y pueden inhibir reacciones
enzimaticas posteriores. (Turci et al., 2010).

Las diferencias entre los valores obtenidos para cada método descrito, se explican
por las diferencias en los pasos de disrupcién del tejido, la composicién de la solucién
de lisis y la manera en que el ADN es purificado de los componentes de las células
como proteinas, ARN, membranas, polisacdridos y polifenoles. Precisamente, las
modificaciones introducidas en el protocolo de CTAB/PTB ayudaron a incrementar la
cantidad y la calidad del ADN y a conseguir la amplificabilidad del ADN a través de la
reduccion de la cantidad de compuestos secundarios inhibidores de la PCR (ver en el
apartado siguiente). Entre estas modificaciones se encuentran: un mayor contenido de
sales que ayudan a disociar proteinas del ADN y a mantener los polisacaridos en
solucién durante la precipitacion del ADN con etanol; la inclusién de PVP que inhibe las
oxidasas intrinsecas que generan compuestos secundarios a partir de fenoles y
polifenoles que oxidan el ADN; el aumento del contenido de EDTA para capturar los

iones metdlicos divalentes necesarios para el funcionamiento de ADNsas (Weising
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et al., 2005); y la inclusién de PTB que cliva los enlaces entre las proteinas y los
polisacaridos ayudando a liberarlos del ADN (Asif & Cannon, 2005). Estos cambios en la
solucion de lisis, contribuyeron a elegir a dicho protocolo como el mas apropiado para

extraer ADN de esta matriz compleja.

La extraccion por Kits, en especial por el Kit Stool (QIAGEN), también conlleva
buenos resultados y puede ser una buena alternativa para este tipo de matriz

complicada, pero tiene la desventaja de ser mas costoso.

Las purificaciones realizadas sobre las muestras extraidas con el protocolo de
CTAB/PTB, mostraron una disminucion en la cantidad de ADN en relacién a las
extracciones de partida, pero un aumento en su calidad. El protocolo de purificacién
con mayor relacion calidad-cantidad de ADN, corresponde al método de re-extraccion

con cloroformo-isoamilico.

5.2 Amplificacion por PCR y digestion con enzimas de restriccion

5.2.1 Ensayo de Inhibicidon

Luego de realizadas las extracciones de ADN de los dulces mediante los distintos
protocolos descritos en el apartado 5.1, se paso a detectar la inhibicion de las muestras
sobre la PCR.

La Figura 3, corresponde al ensayo de inhibicidn realizado sobre muestras de siete
dulces distintos, extraidas mediante el protocolo de CTAB/PTB y el Kit Stool (QIAGEN).
Las bandas observadas de aproximadamente 270 pares de bases, corresponden a un
fragmento de la regién del gen cytb de vaca amplificado mediante los cebadores de

Matsunaga, et al, 1999, que se utiliz6 como Control Interno Positivo (CIP).
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274 pb.

Figura 3: Geles de poliacrilamida 6% de los productos de PCR correspondientes al ensayo de
inhibicion sobre muestras de dulce extraidas mediante el protocolo CTAB/PTB (gel izquierdo) y el Kit
Stool, QIAGEN (gel derecho). Gel A: 1-Marcador de peso molecular 100pb (50pb DNA Ladder sbs)
2- (-), 3- Dulce de membrillo de composicién conocida (100% membrillo), 4- Dulce de membrillo
problema (I), 5- Dulce de membrillo de composicién conocida (50% membrillo-50%manzana),
6- Dulce de membrillo problema (ll), 7- Dulce de membrillo problema (1), 8- Dulce de membrillo
problema (IV), 9- Control positivo (C+), 10- (-), 11- control negativo de PCR. Gel B: 1- Marcador de
peso molecular 100pb (50pb DNA Ladder sbs) 2- Dulce de membrillo de composicién conocida
(100% membrillo), 3- Dulce de membrillo problema (l), 4- Dulce de membrillo de composicidn
conocida (50%membrillo-50%manzana) 5- Dulce de membrillo problema (l1), 6- Dulce de membrillo
problema (lll), 7- Control positivo (C+), 8- Dulce de membrillo problema (IV), 9 - control negativo de
PCR.

En el gel A se observa, que sélo tres de las seis muestras extraidas a partir del
protocolo de CTAB/PTB, permitieron la amplificacion del CIP. Dichas muestras
corresponden al dulce de composicién conocida 50% membrillo-50% manzana y a los
dulces problema | y IV. Las restantes no amplificaron el Control Interno Positivo.

Para las muestras extraidas con el Kit Stoo/ (QIAGEN), se observa el mismo patrén.
Aquellas que permitieron la amplificacion del control interno, corresponden al dulce
de composicidn conocida 50% membrillo- 50% manzana y a los dulces problemas | y IV.
Sin embargo, los ultimos dos permitieron una amplificaron del CIP menos efectiva,
revelando una banda tenue en el gel (carril 3 y 8 del gel B).

Paralelamente, se realizaron ensayos de inhibicién sobre las muestras extraidas con
los demas protocolos descritos y sobre las purificaciones de las muestras extraidas por
el método de CTAB/PTB. Ninguna de las muestras extraidas con estos protocolos,

lograron amplificar el fragmento del tamanio del CIP (los datos no se muestran).
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Del mismo modo, los kits utilizados para las purificaciones (Power Clean™ DNA
Clean-Up Kit, MO BIO Laboratories; MinElute Reaction CleanUp Kit QIAGEN), no
lograron mejorar los resultados de inhibicion. Ninguna de las muestras purificadas
mediante los kits mencionados, lograron amplificar el CIP. No obstante, el método de
purificaciéon basado en la re-extraccidon con cloroformo-isoamilico, logré aumentar el
rendimiento en aquellas muestras que amplificaban de manera poco eficaz el CIP y

permitio su amplificacién en aquellas que no lo hacian (los datos no se muestran).

A partir del ensayo de inhibicion fue posible evidenciar la ineficiencia en la
amplificabilidad del ADN obtenido mediante los distintos protocolos. Esta ineficiencia
hace referencia a la baja integridad del ADN, debido al tratamiento de manufactura del
dulce y a la presencia de compuestos secundarios (tales como grasas, aceites,
polisacaridos, etc) que inhiben las reacciones enzimaticas (Di Bernardo et al, 2005;
Turci et al, 2010). A pesar de ello, fue posible amplificar en mayor o menor grado, las
muestras obtenidas mediante los protocolos de CTAB/PTB y el Kit Stool (QIAGEN). Por
lo visto, dichos métodos parecen ser los mas aptos para extraer ADN libre de
impurezas de dulces de membrillo, lo que su vez se apoya en los resultados de

concentracion y pureza de ADN obtenidos para ambos casos.

Las muestras que obtuvieron un resultado negativo para este ensayo, es decir, que
no inhibieron la PCR, continuaron analizdndose por PCR y digestidon con enzimas de
restriccion. Para ello se siguidé con la estrategia experimental disefiada y detallada en

los apartados 4.5y 4.6.

5.2.2 Diseno de cebadores para la amplificacién de una region del gen nuclear ppo.

Datos disponibles de las secuencias del gen nuclear de la polifenol oxidasa, para las
especies de Malus domestica (manzana) y Cidonya oblonga (membrillo), fueron
obtenidas en las bases de datos del NCBI y alineadas mediante el software ClustalX. A
partir de este analisis, se pudieron identificar diferencias entre nucledtidos para las dos
especies en una region conservada del gen (Figura 4). El polimorfismo encontrado para
las especies, permitio el disefio de cebadores especificos para el andlisis de

identificacion por PCR y el diseno de estrategias de RFLP con el mismo fin.
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Los cebadores disefados se muestran en la Tabla 4 y los fragmentos tedricos

resultantes de la amplificacién, en la Tabla 5.

TTGTTCTTTGGGAACCCGTACAGGGCAGGGGACGAGCCTGACCCTGGTGGCGGC
1F -->
TCCATCGAGGGGACACCACACGCGCCGGTTCATTTATGGACCGGTGACAACACC
2F y R <---> v 3F y R <—-—>
CAGCCCAACTTTGAGGACATGGGGAATTTTTACTCCGCTGGTCGGGACCCCATA

TTTTTTGCACACCATTCGAATGTCGATCGAATGTGGAGTATTTGGAAAACTCTT
<-- 4R

Figura 4: Esquema de la regién del gen de la polifenol oxidasa de Malus domestica (5°- 3°). Se
presentan los cebadores disefiados para la amplificacién y el sitio de restriccién para la enzima
Apol. La secuencia de Cydonia oblonga (membrillo) para esta region del gen, se diferencia de la

de manzana en las bases coloreadas de la figura.

Tabla 4: Cebadores utilizados para las reacciones de PCR de identificacion de especies
mediante la estrategia ppo.

Secuencia (5- 3") Tm (°C)

PPO 1F ACGAGCCTGACCCTGG 61.84

GGGGACACCACACGC 61.63

PPO 2R GCGTGTGGTGTCCCC 61.63

CGGTGACAACACCCAGC 62.02

PPO 3R GCTGGGTGTTGTCACCG 62.02
PPO 4R CCACAATACTCCACATTCG 58

Tabla 5: Tamaio en pares de bases de los fragmentos amplificados en cada especie,
segun el juego de cebadores utilizado.

Cebadores Fragmento amplificado (pb)

Manzana Membrillo

| Cebadores

]

st st
176 176
BT :

| 3F-4R | 112 112

28



Se han realizado diversos trabajos que apuntan al estudio filogenéticos de especies
vegetales, mediante la utilizacion de marcadores moleculares. (Yamamoto et al., 2004;
Chase et al., 2005; Potter et al., 2007). Los genes mas comunmente utilizados como
marcadores son: rbcL, atpB, ndhF, trnL, trn-F de origen cloroplastico y 18S, ITS, pgip,
ppo de origen nuclear, entre otros. No obstante, muchos de estos genes no pueden ser
incluidos en los estudios de identificaciéon de especies, debido a que sus secuencias se
encuentran muy conservadas, haciendo dificil la determinacion de polimorfismos entre
las especies a estudiar.

Como se comentd anteriormente, en nuestro caso fue posible la identificacion de
polimorfismos entre las especies de manzana y membrillo para el gen de la polifenol
oxidasa nuclear, lo que permitié el disefio de distintas estrategias de identificacion

para la matriz problema.

5.2.3 Amplificacion de una regién del gen ppo y digestién con Apol

176 pb.

101 pb.

75 pb.

Figura 5: Gel de poliacrilamida 12% correspondiente al producto de PCR y digestién con Apol de los
fragmentos amplificados con los cebadores ppo 1F-4R de los controles positivos de membrillo y
manzana. El fragmento amplificado en membrillo posee el mismo tamafio que el amplificado en
manzana: 176pb. La digestidn con Apol es especifica para manzana y genera dos productos de corte
de 101 y 75pb. Carriles: 1-Marcador de peso molecular 50pb, 2- (-), 3- Control de membrillo sin
digerir, 4- Control de membrillo digerido, 5- Control de manzana sin digerir, 6- Control de manzana
digerido, 7- Control negativo de PCR.
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La Figura 5 muestra los productos de PCR obtenidos para los controles positivos de
membrillo y manzana tras la amplificacion de la region del gen nuclear de la polifenol
oxidasa con los cebadores 1F-4R. De la misma forma, se muestra la digestién de dichos
fragmentos amplificados, con la enzima de restriccién Apol.

A partir de la figura, se observa que tanto el control positivo de membrillo como el
de manzana, amplificaron el fragmento esperado de 176 pares de bases (carriles 3y 5
respectivamente). En el carril 4, se sembré la digestion del producto de amplificacién
para el control de membrillo. Para este caso, se observa una banda de igual peso
molecular a la sembrada en el carril 3, correspondiente al producto de amplificacién de
dicho control. El carril 5 muestra el producto de amplificacién para el control positivo
de manzana. Se observa que desaparece la banda de mayor peso molecular de 176
pares de bases (correspondiente al producto de amplificacidn), pero aparecen dos de
menor tamafio, que concuerdan con el producto de la digestién para la especie de
manzana: 101y 75 pares de bases.

Paralelamente a la amplificacion de los controles con el juego de cebadores 1F-4R,
se realizaron las amplificaciones de los controles, con los restantes juegos de
cebadores disefiados (1F-2R, 1F-3R, 2F-3R, 2F-4R y 3F-4R). En todos los casos, los
resultados fueron los esperados. Los cebadores 1F-2R, 2F-3R y 2F-4R, disefados para
amplificar especificamente manzana, lograron levantar Unicamente la banda
correspondiente en el control positivo de manzana. El juego de cebadores 3F-4R, al
igual que el 1F-4R que se muestra aqui, logré amplificar un fragmento de igual tamafio
en los controles de manzana y membrillo, que se diferenciaron a continuacién tras el

corte con la enzima Apol, especifica para manzana (estos datos no se muestran).

A partir de los datos obtenidos, se puede sefalar que la estrategia de identificacion
de especies utilizando como marcador el gen de la polifenol oxidasa, funciona
correctamente para los controles positivos. Sin embargo, resultd imposible la
amplificacién de cualquiera de los fragmentos correspondientes, sobre los dulces
analizados (estos datos no se muestran). Esto podria deberse a la baja cantidad de
ADN disponible para amplificar, probablemente relacionada con la degradacion del
ADN y la modificaciéon quimica del mismo, como resultado del proceso industrial y/o

como resultado de la oxidacion mediante compuestos secundarios presentes en la
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muestra (Di Bernardo et al., 2005). Del mismo modo, la escasa cantidad de ADN
disponible para amplificar surge del bajo nimero de copias obtenido tras la extracciéon

de ADN, por tratarse de un gen nuclear con una sola copia por célula.

5.2.4 Diseino de cebadores para la amplificacidn de tres regiones del gen cloropldstico mat-k.

Al igual que para el gen de la polifenol oxidasa, se encontraron secuencias del gen
cloroplastico de la maturasa-K, para las especies de Malus domestica y trilobata
(manzana) y Cidonya oblonga (membrillo), en las bases de datos del NCBI. Dichas
secuencias fueron alineadas mediante el software ClustalX, identificAandose tres
regiones conservadas con polimorfismos para las dos especies (Figuras 6, 7 y 8). El
polimorfismo encontrado para las especies, permitid el disefio de cebadores
especificos para el andlisis de identificacion por PCR y el disefio de estrategias de RFLP
con el mismo fin. Los cebadores disefiados se muestran en la Tabla 6 y los fragmentos

tedricos resultantes de la amplificacion para cada caso, en la Tabla 7.

TCAATGGATAATTCTAAGAATATTTCATTCTTACCGAATAGGTCCAAAAC
v AlF -->
CTTATTTAAATTGTTTGAATTCTTGTCGTGTAATAAAAAAAATGAATTTG
A2F -->
GTCGAGTGAATAAATGGGTAGAGCCCTACTACGGTTCCAATTATAGGGAA
<-- A3R

Figura 6: Esquema de la regidon A del gen de la maturasa-k de Malus trilobata (5' — 3’). Se
presentan los cebadores disefiados para la amplificacidn y el sitio de restriccion para la enzima
EcoRl. La secuencia de Cydonia oblonga para esta region del gen, se diferencia de la de
manzana por un gap de 9 pares de bases sefialado en color en la figura.

TCTTCGTAATCAATCTTCTCATTTACGATTAACCTCTTCTGGTATCTTTT
BF -->
v
TTGAGCGAATACATTTCTATGAAAAAAAAAAAGATCCTGTAGAAGAAGTC

TTCGTTAATGATTTTCCGGCCGCCATCTTATGGTTCTTCAAGGATCCTTT
<-- BR

Figura 7: Esquema de la regidon B del gen de la maturasa-k de Malus domestica (5'- 3°). Se
presentan los cebadores disefiados para la amplificacion y el sitio de restriccidon para la enzima
Mbol. La secuencia de Cydonia oblonga para esta region del gen, se diferencia de la de manzana
por una base en el sitio de corte de la enzima, especificada en color en la figura.
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ATTTGGTATTTGGATATTTTTTGCATCAATGATCTAGTCAATCATGAATA
ClF -->

ATTGGTTATGCGATCGTAGAAATGGAAATTCTATTTAAATATTAAATAAT

GAAGAGATAACAAAAAATTAAGAGATAACAAAAAATTAATTTATTTCTAT

<-- C2R
TATGAAATGTTCATCCAGTAAGATTAAGGGTTGATCAACTGAGTATTCAA
<-- C3R

Figura 8: Esquema de la region C del gen de la maturasa-k de Malus domestica (5'- 3°). Se
presentan los distintos cebadores disefiados para la amplificacion. La secuencia de Cydonia
oblonga para esta region del gen, se diferencia de la de manzana por dos gaps de 7 y 18 pares de
bases, coloreados en la figura.

Tabla 6: Cebadores utilizados para las reacciones de PCR de identificacién de especies
mediante la estrategia de Mat-k

m Secuencia (5°- 3") Tm (°C)

TCTTACCGAATAGGTCCAAAAC 56.5
m ATTGTTTGAATTCTTGTCGTGTA 53.5
m GGCTCTACCCATTTATTCACTC 58.4
m CTTCTCATTTACGATTAACC 51.2
CCTTGAAGAACCATAAGATG 53.2
CAATCATGAATAATTGGTTATGC 53.5
TGTTATCTCTTAATTTTTTGTTATC 51.5
CCTTAATCTTACTGGATGAAC 54.0

Tabla 7: Tamafio en pares de bases de los fragmentos amplificados en cada especie, segin
el juego de cebadores utilizado

Fragmento amplificado (pb)

Manzana Membrillo

AlF - A3R 97 88
66 =
BF - BR 129 129
C1F - C2R 92 =
C1F- C3R 147 115
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5.2.5 Amplificacion de una regién del gen mat-k y digestién con EcoRl.

La Figura 9, ilustra el resultado de la PCR obtenidas a partir de la amplificacion de la
region A del gen mat-k con los cebadores A1F-A3R y la respectiva digestion con EcoRl.
En los carriles 9 y 11 se sembraron los productos de amplificacion de los controles
positivos de manzana y de membrillo. Para ambos controles se observa el fragmento
amplificado del tamafio esperado: 97 pares de bases para manzana y 88 pares de
bases para memobirillo. El carril 8 corresponde a la digestién del control de manzana con
la enzima EcoRl. En este caso, se observan dos bandas de tamafio inferior a 97 pares
de bases, que se corresponden con los fragmentos producidos tras la digestién: 39 y 58

pares de bases.

Figura 9: Gel de poliacrilamida 12% correspondiente al producto de PCR y digestién con EcoRl de los
fragmentos amplificados con los cebadores matk A1F-A3R. El fragmento amplificado en membrillo
posee 88pb, mientras que el amplificado en manzana posee 97pb. La digestion con EcoRl es
especifica para manzana y genera dos productos de corte de 58 y 39pb. Carriles: 1-Marcador de peso
molecular 50pb, 2- Dulce de membrillo de composicién conocida (50% Mb-50% Mz) digerido, 3-D.
de membrillo (50% Mb-50% Mz) sin digerir, 4- D. de membrillo problema (I) digerido, 5- D. de
membirillo problema (1) sin digerir, 6- D. de membrillo problema (IV) digerido , 7- D. de membrillo
problema (IV) sin digerir, 8- Control+ de manzana digerido, 9- Control+ de manzana sin digerir,
10- Control+ de membrillo digerido, 11- Control+ de membrillo sin digerir, 12- Control negativo de
PCR sin digerir.
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En el carril 10 donde se sembrd la digestién del control de membrillo, se observa la
presencia de una banda de igual tamafio a la resultante de la amplificacion
(aproximadamente 88 pares de bases). Para este caso no se observaron productos de
digestion. Esto era de esperase ya que existe un gap en la secuencia de membrillo para
la region del gen amplificada, en donde se encuentra el sitio de corte para la enzima

EcoRl (ver figura 6 del apartado 5.2.4)

En los carriles 3, 5y 7, se sembraron los productos de amplificacién del ADN de tres
muestras de dulce distintas, correspondientes a: dulce de membrillo de composicién
conocida (50% membrillo-50% manzana) y dulces de membrillo problema | y IV. En los
tres casos fue posible apreciar la presencia de dos bandas de alrededor de 100 y 90
pares de bases. Dichas bandas parecen tener el mismo tamano que las obtenidas para
los controles positivos de manzana y membrillo. En los carriles 2, 4 y 6, se sembraron
los productos de digestion de los fragmentos amplificados para estos dulces. Para las
tres digestiones se observa la presencia de tres bandas de distinto tamafio e
intensidad. La banda de mayor tamafio e intensidad, corresponde al fragmento de
menor tamano observado en las amplificaciones (88 pares de bases). Puede apreciarse
que la banda de mayor tamafio presente en las amplificaciones (97 pares de bases), no
se observa luego de la digestion. Sn embargo, aparecen dos nuevas bandas de menor
tamafio e intensidad, que se corresponderian con las observadas para el producto de

digestion del control de manzana (58 y 39 pares de bases).

De la figura se desprende, que los fragmentos obtenidos tras la amplificacién y
digestion de las muestras analizadas, se corresponden con los de los controles
positivos de membrillo y manzana, indicando que ambas especies podrian estar
presentes en los dulces. Asimismo, en la figura es posible apreciar una diferencia entre
las intensidades de las bandas para las amplificaciones de los controles positivos y las
muestras de dulce, aunque para todos los casos se sembré la misma cantidad del
producto de PCR (5 pl). La menor intensidad de las bandas para los dulces, podria
explicarse por la escasa cantidad y calidad del molde de ADN utilizado para la

realizaciéon de la PCR.
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A diferencia de los que result6 para la estrategia de la amplificacion del gen de la
polifenol oxidasa, en este caso fue posible la amplificacion del ADN de las muestras de
los dulces. Esta diferencia parece residir en la naturaleza del ADN a ser amplificado. Es
decir, para este tipo de analisis, las estrategias apuntadas a la amplificacién de genes
cloroplasticos, parecen conferir ventajas sobre aquellas apuntadas a amplificar genes
nucleares (Lopez et al., 2003). El ADN de los cloroplastos es mds abundante en las
preparaciones de ADN en comparacion con el ADN nuclear, tiene un tamafio pequefio
lo que lo hace menos susceptible a degradacién, y existe en mayor cantidad de copias
por célula.

Para poder confirmar las especies en cuestién se prosiguid con el clonado vy

secuenciacion de estos dulces, como se describe en el apartado 5.3.

5.2.6 Amplificacion de una regién del gen mat-k y digestién con Mbol

La Figura 10, corresponde al gel de electroforesis en poliacrilamida 12%, de los
productos de PCR obtenidos a partir de la amplificacién de la regién B del gen mat-k
con los cebadores BF-BR y la respectiva digestion con Mbol.

En los carriles 12 y 14 se sembraron los productos de amplificacién de los controles
positivos de manzana y membrillo respectivamente. En ambos casos se observa la
banda esperada de 129 pares de bases para ambas especies. El carril 15 corresponde al
producto de digestiéon del ADN amplificado para el control positivo de manzana. Para
este caso, se observa la presencia de dos bandas de bajo peso molecular que surgen de
la digestién del fragmento de 129 pares de bases. Dichos fragmentos corresponden a
los productos de digestidon esperados de 61 y 68 pares de bases para la especie de
manzana. Para el caso del control positivo de membrillo, no se observan productos de
digestion ya que el fragmento amplificado no posee un sitio de restriccion para la
enzima Mbol. Se observa entonces, la misma banda de 129 pares de bases

correspondientes al fragmento amplificado con los cebadores BF-BR.
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129 pb

68 pb

61 pb

Figura 10: Resultado de PCR y digestidon con Mbol del fragmento amplificado con los cebadores mat-k
BF-BR. Tanto para membrillo como para manzana el fragmento amplificado corresponde a 129pb. La
digestion con Mbol es especifica para manzana y genera dos productos de corte de 61 y 68pb.
Carriles: 1-Marcador de peso molecular 50pb, 2- Dulce de membrillo de composicidn conocida 100%,
3- Dulce de membrillo de composicidon conocida 100% digerido, 4- D. de membrillo (50%-50%) sin
digerir, 5- D. de membrillo (50%-50%) digerido, 6- D. de membrillo problema (l) sin digerir, 7- D. de
membrillo problema (I) digerido, 8- D. de membrillo problema (IV) sin digerir, 9- D. de membrillo
problema (IV) digerido, 10- D. de memobrillo problema (V) sin digerir, 11- D. de membrillo problema (V)
digerido, 12- Control+ de manzana sin digerir, 13- Control+ de manzana digerido, 14- Control+ de
membrillo sin digerir, 15- Control+ de membrillo digerido.

En los carriles 2-11 se sembraron los productos de amplificacién del ADN de las
muestras de dulce de membrillo y las respectivas digestiones con Mbol. Para este
ensayo se incluyé otra muestra problema (dulce de membrillo problema V), también
obtenida mediante el protocolo de CTAB/PTB y con un resultado negativo de inhibicidn
de la PCR. En todas las amplificaciones se observa una Unica banda de alrededor de
129 pares de bases (igual a la resultante para los controles positivos). Sin embargo, no
en todos los carriles correspondientes a las digestiones se observan bandas de menor
tamafio molecular, producto del corte con la enzima. En el carril 1, en donde se
sembrd la digestion del fragmento amplificado para un dulce de membrillo de
composicion conocida 100% membrillo, se observa solamente la banda de 129 pb. En
cambio, en los carriles que corresponden a la digestién de los dulces problemas (I, IVy

V), al igual que en el de composicion conocida 50%membrillo-50%manzana, se observa
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la banda de 129 pb y ademas dos bandas de menor peso molecular, que
corresponderian al producto de digestion del fragmento amplificado para la especie de
manzana. Esto puede sugerirse debido a que ambos fragmentos tienen tamafios
similares al de los productos de digestidn para el control positivo de manzana (61 y 68

pares de bases).

Al igual que para la estrategia detallada en el apartado anterior, en este caso
también fue posible la amplificacién del ADN de las muestras de dulces por PCR y la

restriccion especifica por la enzima de digestion.

5.3 Clonado, secuenciado y analisis de las secuencias obtenidas

5.3.1 Clonado del producto de PCR con cebadores A1F-A3R

Si bien fue posible amplificar y diferenciar dos especies distintas utilizando la
estrategia de mat-k con los cebadores A1F-A3R, es necesario confirmar mediante
secuenciacion si estas corresponden a las especies Malus domestica (6 trilobata) y
Cydonia oblonga. Sin embargo, la técnica de secuenciacién directa del producto de PCR
no es capaz de analizar claramente los fragmentos pequefios producidos. Por tanto, se
opté por emplear la técnica de clonacién, con el fin de obtener plasmidos
recombinantes y asi lograr un andlisis claro de las secuencias correspondientes a las
especies en cuestion.

Empleando la metodologia descrita en el apartado 4.7.1, se lograron obtener diez
colonias conteniendo plasmido recombinante; 4 de ellas correspondientes al dulce de
composicion conocida (100% membrillo) y 6 correspondientes al dulce de membrillo
problema I. El rastreo por PCR para detectar la presencia del inserto, se realizd
utilizando los cebadores A1F-A3R (no se muestra) y los respectivos al vector plet

(pJetF-pletR) (Figura 11).

A partir de la Figura 11 puede observarse que todos los ADN plasmidicos
amplificados contienen una banda que corresponde con alguno de los dos resultados
esperados, salvo la del carril 8 que presenta una banda de menor peso molecular. Los

carriles 2-5 corresponden a colonias provenientes del dulce 100% membirillo. De las 4
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colonias analizadas para este dulce, pareceria que tres incorporaron el inserto de
menor tamano de secuencia producto de la amplificacién con los cebadores A1F-A3R

(172 pares de bases) y tan sélo una, el de mayor longitud (181pares de bases).

Figura 11: Rastreo de diez colonias por PCR, utilizando los cebadores del vector Pjet.
Aquellas colonias cuyo inserto fue de aproximadamente 170-180 pares de bases, fueron
seleccionadas para su posterior secuenciado. Carriles: 1-Marcador de peso molecular 50pb,
2- Colonia 1 (D. de membrillo de composicion conocida 100%), 3- Colonia 2 (Dulce de
membrillo de composicién conocida 100%), 4- Colonia 3 (D. de membrillo de composicién
conocida 100%), 5- Colonia 6 (D. de membrillo de composicién conocida 100%), 6- Colonia 1
(D. de membrillo problema), 7- Colonia 2 (D. de membrillo problema), 8- Colonia 3 (D. de
membrillo problema), 9- Colonia 4 (D. de membrillo problema), 10- Colonia 5 (D. de
membrillo problema), 11- Colonia 6 (D. de membrillo problema), 12- Control negativo de
PCR.

En los carriles 6-11 se sembraron los productos de PCR de las colonias provenientes
de un dulce problema. Para este caso, se observa una colonia con el inserto de menor
longitud (carril 10) y cuatro que parecerian haber incorporado el de mayor tamaiio (6,
7,9y 11).

En el caso de que los insertos incorporados, efectivamente correspondieran al
producto de amplificacion para la region del gen mat-k, se podria sefialar que aquellas
colonias que muestran bandas de mayor peso molecular contendrian la especie Malus
domestica (6 trilobata) (manzana) y aquellas de menor peso molecular, la especie

Cydonia oblonga (membrillo). Para poder comprobar que dichos insertos
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corresponden a las especies en cuestién, se seleccionaron para secuenciar, dos
colonias para el dulce de composiciéon conocida (colonias 1y 2) y tres para el problema
(colonias 4,5y 6).

Cabe destacar que, el hecho de que existan dos tamafios distintos de productos de
PCR para las colonias de dulce 100% membrillo, es contradictorio a lo esperado. Para
este caso, Unicamente deberian encontrarse productos de PCR de menor peso
molecular, correspondientes a membrillo. Esto podria estar indicando una
contaminacién en alguno de los pasos de clonado o PCR. No obstante, la técnica de
secuenciacion evidenciara si efectivamente se trata de un contaminante, y de ser el
caso, si se trata de un contaminante exégeno a la muestra, o de las especies

estudiadas (para este caso manzana).

5.3.2 Secuenciado del producto de clonacion

Los resultados revelaron que fue posible clonar en plasmidos, los productos de PCR
obtenidos mediante la utilizacidn de los cebadores A1F-A3R. De esta manera, se pudo
obtener las secuencias de los insertos en cuestion (Tabla 8) e identificar las especies

correspondientes.

Tabla 8: Resultado del andlisis por BLAST del producto de amplificacidon por PCR, para tres colonias obtenidas
a partir de un dulce problema. Se especifica la maxima identidad de secuencia obtenida para dicho analisis.

COLONIA RESULTADO DEL BLAST MAXIMA RESULTADO
IDENTIDAD

Malus trilobata tRNA-Lys (trnK) gene, intron sequence; and maturase K 98% Manzana
(matK) gene, complete cds; chloroplast

- Cydonia oblonga tRNA-Lys (trnK) gene, intron sequence; and maturase K 98% Memobrillo
(matK) gene, complete cds; chloroplast

“ Malus trilobata tRNA-Lys (trnK) gene, intron sequence; and maturase K 98% Manzana
(matK) gene, complete cds; chloroplast

Se encontré que dos de las tres colonias analizadas para el dulce problema,
adquirieron un inserto correspondiente a manzana (colonias 4 y 6) y que la restante
(colonia 5), adquirié un inserto correspondiente a la especie de membrillo. No
obstante, no fue posible identificar las secuencias de los insertos correspondientes a

las colonias obtenidas para el dulce de composiciéon conocida (100% membrillo),
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debido a que practicamente no dieron sefial en el secuenciador. Esto pudo deberse a

la baja concentracién de ADN conseguida tras la purificacion para dichas colonias.

5.3.3 Secuenciado del producto de PCR con cebadores C1F-C3R

Como se comentd anteriormente en el apartado 4.7.2, se enviaron a secuenciar los
productos de PCR obtenidos de los controles positivos (manzana y membirillo)
amplificados con los cebadores C1F-C3R, para poder comparar las secuencias
obtenidas, con las encontradas en las bases de datos. Las secuencias obtenidas para
dichos controles, ciertamente corresponden a las especies Malus domestica y Cydonia
oblonga. Sin embargo, la secuencia obtenida para Cydonia oblonga no corresponde en
su totalidad a la especificada en la base de datos del NCBI. Precisamente, pudo
comprobarse la presencia del gap de 7 pares de bases especificado en gris en la Figura
12, pero no pudo comprobarse la presencia del gap de 18 pares de bases especificado

en verde.

ATTTGGTATTTGGATATTTTTTGCATCAATGATCTAGTCAATCATGAATA
ClF

ATTGGTTATGCGATCGTAGAAATGGAAATTCTATTTAAATATTAAATAAT

GAAGAGATAACAAAAAATTAA CHCHTRACANAARAMTIARN T TTATTTCTAT
C2R

TATGAAATGTTCATCCAGTAAGATTAAGGGTTGATCAACTGAGTATTCAA
C3R

Figura 12: Esquema de la region C del gen de la maturasa-k de Malus domestica (5°-3°). La secuencia
de Cydonia oblonga para esta region del gen, se diferencia de la de manzana por dos gaps de 7 y 18
pares de bases, coloreados en la figura. C1F, C2R, C3R corresponden a los cebadores disefiados para
amplificar esta region del gen.

La ausencia de este gap en Cydonia oblonga, explica la proximidad de las bandas
observadas en los geles en donde se sembraron los productos de PCR con los
cebadores C1F-C3R de ambas especies (no se muestra). En vez de observarse una
separacion de 25 pares de bases entre las bandas obtenidas para las dos especies, se

observa solamente una separacion de aproximadamente 7 pares de bases.
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Debido a que este gap de 18 pares de bases tedrico sirvid para disefiar uno de los
cebadores especificos para Malus domestica, fue imposible amplificar exclusiva y
selectivamente dicha especie. Como consecuencia, mediante la utilizacidn del juego de
cebadores C1F-C2R, ambas especies amplificaron un fragmento. Sin embargo, debido a
la existencia del gap de 7 pares de bases hacia el extremo 5" en la secuencia,
igualmente fue posible la diferenciacién de especies por electroforesis de los
productos de PCR obtenidos mediante la amplificacion con los cebadores C1F-C3R (no
se muestra).

Cabe destacar que el disefio del cebador C2R no fue el mdas adecuado para lograr la
amplificacién selectiva de manzana, ya que este cebador podria igualmente aparearse
con la secuencia de membrillo, independientemente de la existencia o no del gap de

18 pares de bases en la misma.

5.4 Tabla de resultados

La Tabla 9, resume los datos obtenidos para cada uno de los dulces analizados
mediante las técnicas descritas. Para realizar la tabla, se tomd en cuenta el método de
extracciéon que obtuvo mayor concentracién y calidad de ADN para cada muestra
extraida.

Todas las muestras fueron sometidas al ensayo de inhibicién. Este mostré que,
tanto el dulce de membrillo 100% membrillo, como los dulces problema Il y I,
inhibian la PCR. Para subsanar este problema, se prosiguidé a extraer nuevamente el
ADN de estos dulces utilizando otro tipo de método de extraccidon. Las muestras que
no mostraron inhibicién, se analizaron por PCR utilizando los cebadores A1F-A3R y

luego se digirieron con la enzima EcoRl.
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Ninguno de los dulces que mostré inhibicidn en el primer andlisis, logré amplificar la
region A del gen mat-k. Las demas muestras si amplificaron el fragmento
correspondiente a dicha regién. La restriccion con EcoRl sobre el fragmento
amplificado de todos los dulces, mostré dos productos de menor peso molecular que

se correspondieron con los esperados para la especie manzana

Paralelamente se realizd el analisis por PCR utilizando los cebadores BF-BR. Las
muestras correspondientes a los dulces problema Il y lll tampoco lograron amplificar la
region B del gen. Sin embargo, a diferencia de lo que ocurrié en el analisis anterior, la
muestra correspondiente al dulce 100% membrillo si logré la amplificacion del
fragmento esperado. Las demdas muestras también lograron amplificar el fragmento
correspondiente. Todos los fragmentos amplificados fueron digeridos con la enzima
Mbol y todas las muestras, a excepcion de la correspondiente al dulce 100%
membrillo, mostraron los dos productos de bajo peso molecular esperados para la
especie de manzana. Esto podria estar dando indicios de que todos los dulces
problemas que lograron ser analizados por PCR, contienen las dos especies: membrillo

y manzana.

Para comprobar la identidad de dichas especies, se escogieron para secuenciar, los
productos de PCR amplificadas con los cebadores A1F-A3R, de dos muestras distintas
de dulces (un dulce problema y el 100%membrillo). La secuenciacién correspondiente
al dulce problema evidencié la presencia de las especies: Cydonia oblonga y Malus
trilobata. Sin embargo, como se comento en el apartado 5.3.2, no se pudo obtener un
resultado claro de la secuencia analizada del dulce 100% membrillo. A pesar de ello, a
partir de los datos obtenidos por PCR se pudo inferir que este dulce efectivamente

contiene sélo membrillo.
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6. Conclusiones y perspectivas

Los resultados obtenidos en el presente estudio, representan un avance en las
metodologias para la deteccién de posibles fraudes y/o contaminaciones en matrices
alimentarias complejas. Asimismo constituyen un primer intento para la determinacién

e identificacion de especies vegetales en el dulce de membrillo.

Como se comentd anteriormente, existen tres factores esenciales que determinan
el éxito del método de deteccion de especies mediante PCR. Estos son la cantidad,
calidad, y la pureza del ADN extraido. Dichas propiedades dependen directamente del
método de extraccion del ADN. Mediante este trabajo, se pudo constatar que los
métodos convencionales utilizados para la extraccion de ADN de matrices vegetales,
no resultan de utilidad para este tipo de matriz compleja que conlleva complejos
procesos de elaboracion. No obstante, se logré desarrollar un método de extraccion de
ADN, adecuado para este tipo de matriz alimentaria. Este método que utiliza reactivos
como el PTB (bromuro de N-fenaciltiazolio) y CTAB (bromuro de
hexadeciltrimetilamonio), minimiza la cantidad de contaminantes que co-precipitan
con el ADN y reduce la capacidad de inhibicién de la PCR. Este ultimo punto es critico,
debido a que es a partir de esta técnica que se logra la deteccién, discriminacién e

identificacion de las especies vegetales contenidas en el dulce de membrillo.

Para la determinacién de especies, se disefiaron diversas estrategias que combinan
analisis por PCR y RFLP. Sin embargo, sélo se lograron poner a punto algunas de ellas.
Se observd, que para los casos en los que no se obtiene una alta concentraciéon de
ADN, la mejor estrategia a utilizar es aquella que tiene como objetivo la amplificacion
de ADN de origen cloroplatico y no de origen nuclear. De esta manera, se eligid
desarrollar y ajustar aquellas estrategias que involucran al gen de la maturasa k. A
partir de la utilizacion de los cebadores A1F-A3R y mediante la simple visualizacion de
los productos en un gel de poliacrilamida 12%, fue posible detectar la presencia de dos
especies distintas en los dulces. Para un analisis mas completo, se implementd la

digestion con la enzima EcoRl que contiene un sitio de corte especifico para una de las
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especies en cuestion. La confirmacidon de las especies se llevd a cabo por
secuenciacion. Todos los dulces de membrillo analizados mediante esta estrategia
manifestaron la presencia de dos especies: Cydonia oblonga (membrillo) y Malus

trilobata (manzana).

Un resultado similar se obtuvo mediante el analisis de PCR y RFLP utilizando los
cebadores BF-BR y la enzima de restriccion Mbol. No obstante, debido a que mediante
esta estrategia ambas especies amplifican un fragmento de igual tamafio tras la PCR,
no es posible discriminar de manera precisa las dos especies presentes. Sin embargo, si
es posible detectar una adulteracion ¢ contaminacidon con manzana, tras la utilizacién

de la enzima de restriccion.

Cabe destacar que, si bien el analisis de secuenciacidon de los productos de PCR
permite la confirmacién de las especies presentes en la muestra, la utilizacién de las
estrategias de PCR y RFLP descritas en este trabajo, resultan suficientes para la

discriminacion de las especies en el dulce de membirillo.

Todas las estrategias desarrolladas, implican un analisis cualitativo de las especies
presentes en las matrices alimentarias. No obstante, no escapa a nuestra atencion que,
a nivel analitico, la etapa siguiente en el desarrollo e implementacién de estas
metodologias de trazabilidad molecular es la aplicacién de métodos cuantitativos a

través de por ejemplo, la utilizacién de metodologias de PCR en tiempo real.
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8. Anexos

8.1 Anexo | - Abreviaturas

ADN: Acido desoxirribonucleico.

AAS: Espectroscopia de Absorcion Atdmica.

BLAST: Basic Local Alignment Search Tool.

CSIC: Comisidn Sectorial de Investigacion Cientifica.

CTAB: Bromuro de hexadeciltrimetil amonio.

DIGEGRA: Direccion Nacional de la Granja.

DILAVE: Direccion Laboratorios Veterinarios.

EDTA: Acido etilendiaminotetraacético.

ELISA: Ensayo por inmunoabsorcion ligado a enzimas.

GC: Cromatografia de gases.

GC-FTIR: Cromatografia de gases asociada a espectrometria de Infrarroja por
Transformada de Fourier.

GC-IRMS: Cromatografia de Gases asociada a espectrometria de masas de razones
isotdpicas.

GC-C-IRMS: Cromatografia de gases con celda de combustién y espectrometria de
masas de relaciones isotdpicas.

GC-MS: Cromatografia de gases asociada a espectrometria de masas.

HPLC: Cromatografia liquida de alta eficacia.

HPLC-DAD: Cromatografia de gases asociada a detector de diodos.

ICP-AES: Espectrometria de Plasma acoplada a espectroscopia de emisién.

ICP-MS: Espectrometria de Plasma acoplada a espectrometria de masa.

IMM: Intendencia Municipal de Montevideo.

INAC: Instituto Nacional de Carnes.

IR: Infra rojo.

IRMS: Espectrometria de masas de razones isotopicas.

ISO: Organizacion Internacional de Normalizacidn (International Organization for

Standardization).
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LaTraMA: Laboratorio de Trazabilidad Molecular Alimentaria.

LB: Medio de cultivo Luria Bertani que contiene NaCl, pepsina y levadura.

LB-IMM: Laboratorio de Bromatologia de la Intendencia Municipal de Montevideo.

MPM: Marcador de Peso Molecular.

NCBI: National Center for Biotechnology Information.

NMR: Resonancia magnética Nuclear.

OGM: Organismo Genéticamente Modificado.

ONG: Organizaciéon No Gubernamental.

PCR: Reaccién en Cadena de la Polimerasa (Polymerase Chain Reaction).
PEDECIBA: Programa de Desarrollo de las Ciencias Basicas.

PTB: Bromuro de N-fenacil tiazolio.

PVP: Polivinil pirrolidona.

RFLP: Polimorfismo en los largos de fragmentos de restriccién.
RT-PCR: Real Time PCR.

TEN: Buffer compuesto por Tris 10mM, EDTA 10mM y NaCl 0.1M.

UV: Ultra violeta.
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8.2 Anexo Il - Soluciones

e Solucién TEN: Tris-HCI 10 mM, pH 8.0
EDTA 10 mM
NaCl 0.1 M

e Solucién de PTB: PTB-0.142 gs.
Solucién fosfato 10mM- 5ml

e Solucién de extraccion CTAB/PTB:  Tris-HCI 100mM, pH 8.0
EDTA 50mM, pH 8.0
NaCl 1,5M
CTAB 3% (m/v)
PVP 1% (m/v)
B-mercaptoetanol 0.2% (m/v)
PTB 10% (m/v)

e Medio LB (liquido): NaCl-10g/I

Peptina - 10g/I
Levadura - 5g/I

e Soluciones de minipreparacion plasmidica:

Solucién I. Solucion Il. Solucidn .
Tris-HCI pH: 8.0, 50 mM NaOH 0,2 M AcOK pH: 4.8 3M
EDTA pH: 8.0, 10 mM SDS 1%

52



Agradecimientos

A mi familia, a mis padres y mis hermanos, por la compaiiia, el apoyo y el interés de
siempre.

A mis amigos, los viejos y los nuevos, por el aguante y las horas compartidas.

A mis compafieros de laboratorio, por su paciencia, por siempre motivarme y
escucharme.

A Claudio, por darme un lugarcito en el laboratorio, por haber confiado en mi para
este emprendimiento y para los futuros.



