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1. PRESENTACION

La Unién Europea vy el INTI firmaron un convenio de financiacion destinado a mejorar
la competitividad de las miPyMEs del norte argentino acercando respuestas tecnologicas
apropiadas al nuevo entorno productivo industrial. Los responsables de la ejecucion del
Proyecto "Mejora de las Economias Regionales y Desarrollo Local” son el Instituto Nacio-
nal de Tecnologia Industrial (INTI), en representacion del gobierno nacional, y la Delegacion
de la Union Europea en Argentina.

Durante mas de medio siglo, el INTI ha construido capacidades profesionales e in-
fraestructura tecnologica de relevancia que lo posicionan hoy como actor importante para
aportar innovacion tecnolégica aplicada a los procesos productivos de toda la economiay
para el desarrollo de soluciones industriales que incrementen la productividad y la com-
petitividad de la industria nacional.

Con Ia ejecucion de este proyecto se busca acercar la tecnologia vy las capacidades
técnicas a las regiones de menor desarrollo relativo del pais, poniendo a disposicion de
las miPyMEs vy Pymes los medios para satisfacer las demandas de mejora de eficiencia
y calidad de sus productos y/o servicios para dar un salto cualitativo en cada una de las
provincias del NOAy NEA.

Por tanto, a través de un diagnostico v evaluacion de necesidades tecnoldgicas hecho
en articulacion con los gobiernos provinciales, se disefid un plan de accion sectorial que se
implementara hasta el 2015, en cinco sectores industriales determinados como priorita-
rios: industrializacion de alimentos, curtiembre, textil, y metalmecanica junto a la gestion
medioambiental como eje transversal a los sectores industriales anteriores.

El proyecto Mejora de las Economias Regionales y Desarrollo Local surge como parte
de las acciones de vinculacion internacional del INTI, en donde la cooperacién técnica con
organismos publicos v privados del mundo -presentes en el campo tecnolégico- favorecen
el intercambio de conocimientos como elemento fundamental para el desarrollo industrial
local.

En esa direccion, uno de los componentes de este proyecto es la convocatoria de es-
pecialistas en diversas tematicas, para cumplir con misiones de trabajo en nuestro pais. El
objetivo de cada misidn es brindar capacitaciones especificas a técnicos de las provincias
nortenas, de acuerdo a la especialidad de cada experto, a grupos de trabajo de Centros
Regionales de Investigacion y Desarrollo asi como a Unidades Operativas que conforman
la red INTI, y brindar asistencia técnica a las miPyMEs que acompanen el desarrollo de
las actividades del proyecto. Ademas, mantienen entrevistas con actores locales quienes
constituyen un recurso esencial y estratégico para alcanzar los objetivos planteados.

La publicacion que se dispone a conocer ha sido concebida como resultado de una
misién técnica de uno de los expertos intervinientes en este proyecto. Cada experto al
finalizar su trabajo en el pais, elabora un informe técnico con recomendaciones para el
fortalecimiento del sector para el cual fue convocado y que da lugar a la presente produc-
cion, editada con el propésito de divulgar los conocimientos a partir de las necesidades
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detectadas vy los resultados del intercambio efectivo hecho en territorio, conjugando los
basamentos tedricos con la realidad local.

Dra. Graciela Muset
DirecTorA DEL ProveECTO MEJORA DE LAS ECoNOMIAS REGIONALES Y DESARROLLO LocAL

El contenido de este documento es responsabilidad exclusiva del autor y en ningiin caso se debe considerar que
refleja la opinion de la Unién Europea.

DE ALERGENOS, ORGANISMOS GENETICAMENTE
MODIFICADOS (OGM) E IDENTIFICACION DE ESPECIES
EN ALIMENTOS POR BIOLOGIA MOLECULAR



2. RESUMEN

Este Cuaderno Tecnolégico trata de recopilar la informacion presentada durante la
mision en Argentina de los expertos Dra. Carmen Diaz Amigo v Dr. Bert Popping dentro del
Proyecto "Mejora de las Economias Regionales y Desarrollo Local en la Repiblica Argenti-
na" financiado por la Unién Europea, como complemento al informe final realizado donde
se recoge toda la informacion recabada durante dicha mision.

Este cuaderno esta preparado como manual de referencia para técnicos del INTI de
modo que puedan proporcionar asistencia técnica adecuada a los PyMEs. En él se presen-
ta informacion sobre tres temas diferentes:

= Alérgenos de alimentos

= Organismos Genéticamente Modificados (OGM)

= Fraude e identificacion de carne de especies animales

Cada tema incluye una introduccion que describe aspectos como la historia, su rele-
vancia, la situacion actual, aspectos legislativos y estrategias analiticas.

Aungue las tematicas aqui presentadas son de naturaleza muy distinta, tienen un ele-
mento en comln. Tanto los alérgenos como OGM v la identificacion de carnes de especies
animales se determinan utilizando las mismas técnicas analiticas, immunoensayos y téc-
nicas basadas en técnicas de ADN, como la PCR. El entrenamiento que tuvo lugar en INTI
en septiembre y octubre de 2014 incluy6 casi exclusivamente las técnicas de PCR pues en
general no son tan dependientes de kits comerciales, como las ELISA, y son mas faciles de
desarrollar e implementar en cualquier laboratorio de biologia molecular cuya infraestruc-
tura cumpla unos requisitos minimos, como se explicara mas adelante en este cuaderno.

Ademas, en el cuaderno se incluyen numerosas fuentes de informacion, muchas de
acceso publico gratuito, donde el lector podra encontrar informacion adicional v actuali-
zada.

Los expertos que impartieron el curso, y autores de este cuaderno, entregaron al INTI
el libro “Molecular Biological and Immunological Techniques and Applications for Food
Chemists" (Popping, Diaz-Amigo, Hoenicke, 2010) en el que se puede profundizar sobre
los tres temas presentados en este cuaderno asi como las técnicas analiticas asociadas.
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3. INTRODUCCION

3.1 INTRODUCCION A LOS ALERGENOS DE ALIMENTOS

Los alérgenos alimentarios estan reconocidos como un problema que afecta negati-
vamente a las personas:
1) para el paciente alérgico, los alérgenos representan un grave problema de salud
cuando se consumen, y
2) para el fabricante, los alérgenos no etiquetados presentan un asunto de respon-
sabilidad legal.

3.1.1 ¢A quiénes afectan las alergias alimentarias?

Se estima que las alergias alimentarias afectan al 3-4 % de adultos vy a 4-7 % de los ni-
fos en los paises desarrollados (Wang y Liu, 2011; EAACI, 2013). Las alergias mas comunes
entre los nifios son al huevo, leche, trigo y soja. Estos alérgenos generalmente empiezan
a tolerarse en nifios con edades comprendidas entre los 5y 7 anos. Las alergias a mani,
nueces, pescado y marisco generalmente afectan al paciente de por vida.

Sin embargo, a pesar de que el porcentaje de personas alérgicas parece ser pequeno,
el nimero de personas afectadas indirectamente es significativamente mayor. Entre ellas
se incluyen miembros de la familia de |a persona afectada, amigos v padres de los amigos,
los companeros del club deporte, entrenadores, maestros de escuela y otros. Todos ellos
tienen que asegurarse de que la persona alérgica no consume alimentos que contiene el
alérgeno (por ejemplo, en las fiestas de cumpleanos, comidas escolares, visitas, celebra-
ciones, etc.).

3.1.2 Como evitar reacciones alérgicas

Desafortunadamente no existe tratamiento para curar las alergias alimentarias. Las
personas que saben que sufren de alergias a ciertos alimentos pueden evitar su consu-
mo v de este modo la reaccion alérgica. La Gnica herramienta disponible para ellos es la
etiqueta de los alimentos, en particular, a lista de ingredientes. Es por esto que la declara-
cion en el rétulo de un alimento de los alergenos presentes en él es de importancia critica
para las personas alérgicas. Si el alérgeno no esta listado |a persona alérgica asume que
el alimento es seguro para comer.

3.1.3 Legislacion

El etiquetado de alérgenos esta reglamentado en numerosas jurisdicciones de todo el
mundo. La mayoria de los paises sigue el estandar de etiquetado de Codex Alimentarius
(CODEX STAN 1-1985), en el que se listan los 8 grupos de alimentos que causan alergias:
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= cereales que contienen gluten; por ejemplo, trigo, centeno, cebada, avena, espelta o
sus cepas hibridas, y productos de éstos;

= crustaceos y sus productos;

= huevos y productos de los huevos;

= pescado y productos pesqueros;

= mani, soja y sus productos;

= |leche y productos lacteos (incluida la lactosa);

= frutos secos vy sus productos derivados;

= sulfitos en concentraciones de 10 mg/kg o mas.

Hay que sefalar aqui que Ia lactosa v el gluten provocan intolerancias. La intoleran-
cia al gluten también se conoce como la enfermedad celiaca. Sin embargo, los cereales
también pueden causar alergias, aunque no son muy comunes. Varios paises cuentan
con una lista de etiquetado de ingredientes alergénicos mas extensa que la indicada por
Codex. En Europa, el reglamento general sobre seguridad alimentaria (CE) 178/2002 exige,
en el articulo 14 apartado 1, que s6lo se pueden proporcionar al consumidor alimentos
que sean seguros. Este punto del reglamento asume solamente al consumidor sano. Sin
embargo, en el apartado 3b del mismo articulo, se establece que Ia informacion suminis-
trada al consumidor debe permitirle tomar una decision informada acerca del producto vy
asi evitar los efectos adversos para la salud que supone el consumo de ciertos alimentos
y categorias de alimentos.

La informacion especifica sobre el etiquetado de ingredientes alergénicos esta reco-
gida en el reglamento sobre la informacion para el consumidor (CE) 1169/2011 (tabla 1).
En ella se indica que es importante que se proporcione a los consumidores, en particular
a los que sufren de una alergia o intolerancia alimentaria, informacion sobre la presencia
de aditivos alimentarios, coadyuvantes tecnolégicos y otras sustancias o productos con
efectos alergénicos o de intolerancia demostrados cientificamente, de modo que puedan
tomar decisiones informadas sobre los productos que sean seguros para ellos.

El anexo Il de este reglamento, en vigor desde el 13 de diciembre de 2014, contiene
una lista de 14 grupos de sustancias o productos que causan alergias y que requieren
el etiquetado si estan presentes en un producto como ingredientes. Este anexo recoge
también numerosas exenciones a la obligacion de etiquetado, por ejemplo, aceite de soja
altamente refinado. El principal motivo para obtener exenciones es el hecho demostrado
cientificamente de que las proteinas alergénicas en estos derivados estan ausentes y por
lo tanto no presentan ningln riesgo para la persona alérgica. En Europa el etiquetado de
los productos para las personas con intolerancia al gluten esta regulada en la actualidad
en un reglamento independiente (CE) 41/2009, pero éste sera integrado en los proéximos
anos en el reglamento (CE) 1169/2011. Los reglamentos de otros paises estan listados
en la tabla 2.
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10.
1.
12.
BN
14.

Cereales que cantengan gluten (es decir, trigo, centeno, cebada, avena, espelta, kamut

0 sus variedades hibridas) y productos derivados, salvo:

a. jarabes de glucosa a base de trigo, incluida la dextrosa;

b. maltodextrinas a base de trigo;

C. jarabes de glucosa a base de cebada;

d. cereales utilizados para hacer destilados o alcohol etilico de origen agricola para
bebidas alcohalicas.

Crustaceos y productos a base de crustaceos.
Huevos v productos a base de huevo.

Pescado y productos a base de pescado, salvo:

a. gelatina de pescado utilizada como soporte de vitaminas o preparados de carotenoi-
des;

b. gelatina de pescado o ictiocola utilizada como clarificante en la cerveza y el vino.

Cacahuetes y productos a base de cacahuetes.

Sojay productos a base de sojg, salvo:

a. aceitey grasa de semilla de soja totalmente refinados;

b. tocoferoles naturales mezclados (E306), d-alfa tocoferol natural, acetato de d-alfa
tocoferol

¢. naturaly succinato de d-alfa tocoferol natural derivados de la soja;

d. fitosteroles v esteres de fitosterol derivados de aceites vegetales de soja;

e. esteres de fitostanol derivados de fitosteroles de aceite de semilla de soja.

Leche vy sus derivados (incluida la lactosa), salvo:

a. lactosuero utilizado para hacer destilados o alcohal etilico de origen agricola para
bebidas alcohdlicas;

b. lactitol.

Frutos de cascara, es decir, almendras (Amygdalus communis L), avellanas (Corylus

avellana), nueces (Juglans regia), anacardos (Anacardium occidentale), pacanas [Carya

illinoensis (Wangenh.) K. Koch], castanas de Para (Bertholletia excelsa), pistachos o

alfancigos (Pistacia vera), macadamias o nueces de Australia (Macadamia ternifolia) y

productos derivados, salvo:

a. nueces utilizadas para hacer destilados o alcohol etilico de aorigen agricola para
bebidas alcohalicas.

Apio y productos derivados.

Mostaza y productos derivados.

Granos de sesamo y productos a base de granos de sésamo.

Altramuces y productos a base de altramuces.

Maluscos y productos a base de moluscos.

Dioxido de azufre y sulfitos en concentraciones superiores a 10 mg/kg o 10 mg/litro

Tabla 1. Lista de alérgenos de alimentos que requieren ser incluidos en las etiquetas de alimentos
de acuerdo a la Reglamento europeo (CE) 1169/2011
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Leche X X X X X X X X X X X X X X X
Pescado x| x| x| x| x X | x| x| x| x| x| x| x]|x
CrUStéCEOS X X X X X 5! X X X X X X X X X
Frutos secos X | x| x| x| x X | x| x| x| x| x| x]x]|x
Mam/ X X X X X X X X X X X X X X X
Trigo X X
Trigo sarraceno X
Cereales que
. X X X X X X X X X X X X X
contienen gluten
Soja X | x| x| x| x X | x| x| x| x| x| x|x]x
Mostaza x | x
Apio X
Altramuces X
Sesamo x | x X
Moluscos X
Colorantes x3 | x

" En Japén los Gnicos crustaceos sujetos a etiquetado son los cangrejos vy las gambas
2 En Argentina, la normativa de etiquetado de alérgenos esta actualmente suspendida
? En Argentina, solamente esta incluida el colorante tartracina

Tabla 2. Alérgenos regulados a nivel mundial
3.1.4 Analisis de alérgenos de alimentos

Todos los alérgenos de alimentos son proteinas y se utilizan como analito en ciertos
sistemas de deteccion, como se puede ver a continuacion. Sin embargo, debido a que las
proteinas estan codificadas en el ADN, éste también se utiliza como analito indicador de la
presencia de alérgenos en muestras de alimentos.

La deteccion de alérgenos se hace principalmente por cualquiera de las siguientes
técnicas analiticas:
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a. Deteccion de proteinas:

» ELISA - Ensayo por Inmunoabsorcién Ligado a Enzimas
= LFD -Tiras reactivas

» MS - Espectrometria de masas

b. Deteccién de ADN:
= PCR - Reaccion en cadena de la polimerasa
= PCRen tiempo real

Cada una de estas técnicas tiene sus ventajas y desventajas.

Las técnicas de ELISA y LFD, generalmente kits comerciales, se utilizan con mayor
frecuencia para la deteccion de alérgenos. La veracidad de estos métodos es muy alta
cuando se analizan materias primas y productos ligeramente procesados. Sin embargo,
pueden producirse problemas en muestras de productos altamente procesados, al ser
mas dificil extraer la proteina alergénica. Productos que son normalmente problematicos
son los productos tratados por calor (ej. horneados) que contienen huevo y/o leche.

La PCR se puede adquirir comercialmente o se puede implementar faciimente en el la-
boratorio utilizando los componentes adecuados (véase informacion mas detallada sobre
la PCR en la seccion 5). Al igual que las técnicas de ELISA, la PCR también funciona bien
en el analisis de materias primas y productos poco procesados, siempre que contengan
suficiente ADN, en particular productos de origen vegetal (como nueces, soja, etc.). Sin em-
bargo, cuando el ADN esta presente en concentraciones muy bajas (y hay alto contenido
de proteinas, como en el caso del huevo y la leche), Ia sensibilidad de las técnicas de PCR
suele serinsuficiente. Ademas, ambientes acidos (por ejemplo, aderezo de ensalada, mez-
clas del tomate v citricos) conducen a la autocatalizacion del ADN v hacer que la deteccion
de ADN sea dificil o imposible. Situaciones como éstas, en las que los resultados de la PCR
son negativos y la concentracion de proteinas alergénicas es alta, son particularmente
peligrosas (ej., salsas de ensalada que contienen huevo o leche). Es importante resaltar
que el ADN en sino es alergénico y solo puede servir como un indicador de la presencia de
sustancias alergénicas en un producto.

La espectrometria de masas se utiliza generalmente en combinacion con cromatogra-
fia de liquidos (LC-MS/MS) para detectar las proteinas alergénicas. Esta es una técnica
relativamente cara debido al alto precio del equipo y sélo esta disponible en un nimero
pequefio de laboratorios. Ademas, el manejo del equipo vy la interpretacion de resultados
requieren expertos altamente experimentados. Sin embargo, esta tecnologia ha demos-
trado un potencial muy alto para la deteccion de fragmentos de proteinas alergénicas
en muestras donde la PCR y ELISA eran incapaces de hacerlo. Varias publicaciones han
demostrado que la MS funciona bien en el analisis de materias primas, productos poco
procesados y numerosos productos altamente procesados. Las ventajas adicionales de
la MS incluyen la capacidad de automatizar procesos v la posibilidad de detectar nume-
rosos alérgenos simultaneamente en la misma muestra sin incurrir costos adicionales.
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Sin embargo, la deteccion de alérgenos por MS se encuentra todavia en vias de desarro-
lloy aun requiere optimizacion de los procesos de extraccion asi como validacion de los
meétodos.

3.2 INTRODUCCION A LOS OGM

Los organismos genéticamente modificados (OGM) se comercializaron en Europa por
primera vez en 1996. El primer producto OGM en aparecer en los estantes de los super-
mercados fue el puré de tomate. Mas tarde comenzaron a introducirse en los supermer-
cados otros productos que contienen o estan compuestos por OMG, etiquetados v sin
etiquetar.

3.2.1 Produccion y usos de los OGM

Segln el informe de ISAAA de 2013, ha vuelto a aumentar la superficie total de cose-
chas OGM. En 2013 se cultivaron a nivel mundial un total de 175,2 millones de hectareas
de cultivos transgénicos, lo que significa un aumento de 5 millones de hectareas con res-
pecto a la produccion en 2012. Los EE.UU. se mantienen como principal pais productor de
cultivos GM con un total de 70,1 millones de hectareas, seguido de Brasil con 40,3 millones
y Argentina con 24,4 millones. Los principales cultivos transgénicos en Argentina son soja,
maiz y algodon.

Tanto la soja como el maiz son cultivos muy versatiles. Sus productos y derivados se
pueden encontrar en muchas formas.

A continuacion se muestran algunos ejemplos de productos de la soja y sus derivados:

Tocoferoles (vitamina E)
Aceite de soja crudo

Chips de soja
= Copos de grasa completa

= (Cascarasy vainas de la soja = (Grasas y margarina
= Harina de soja = (Grasas para piensos
= Sémola de soja = Lecitinas

Tortas desgrasadas comestibles
= Aceites para ensaladas Proteinas de soja texturizadas
Esteroles Isoflavonas de soja

= Melaza de soja = Harina de soja

Aislados de proteinas de soja

Los siguientes son ejemplos de productos derivados del maiz:
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» Aceite = Almidones industriales modificados
= Proteinas = Jarabe de alto contenido en fructosa
= Fibras = Dextrosa

= Germen de maiz prensado = Jarabe de Glucosa

» Beutrid@semojo del maiz « Mrdlodetextrinas

= Almidén pre gelatinizado = Color caramelo

3.2.2 El problema de los OGM

Los alimentos OGM (también llamados alimentos transgénicos) se convirtieron en
una preocupacion piblica principalmente como consecuencia del movimiento impulsado
por organizaciones no gubernamentales (ONG), como Greenpeace y Amigos de la Tierra.
Como consecuencia, la maquinaria legislativa europea se puso en marcha para permitir
a los consumidores hacer una eleccién informada sobre el consumo de estos productos.
El etiquetado de los alimentos transgénicos s6lo es aplicable para aguellos OMG que ha-
yan pasado por un proceso de aprobacion. Este proceso difiere en los Estados Unidos de
América y Europa. Los OGM no aprobados, como el arroz chino BT63, estan sujetos a tole-
rancia cero y no se permiten en los mercados europeos. Cuando los arroces transgénicos
no aprobados en Europa, LLRICE 601 (producido en EE.UU.) y BT63 (producido en China),
se encontraron en los mercados europeos en 2009, la Comision Europea implementd me-
didas de emergencia para reducir la exposicion del mercado europeo a estas variedades
de arroz GM.

A diferencia de los alérgenos, los OGM aprobados no se consideran un problema para
la salud, de acuerdo con la evaluacion cientifica realizada por la Autoridad Europea en
Seguridad Alimentaria (EFSA). El etiquetado de los OMG se lleva a cabo porque la Union
Europea reconoce el derecho de los consumidores a la informacion y el etiquetado es una
herramienta disponible para permitir realizar una decision informada.

3.2.3 Etiquetado de los OGM

Desde 1997 Ia legislacion europea ha hecho obligatorio el etiquetado de los alimentos
GM en los siguientes casos:
= Productos que se componen de OGM o contienen OGM;
= Productos derivados de OGM que, aunque no tengan el ingrediente OGM, contienen
presencia de ADN o proteinas resultantes de la modificacion genética.

En los (ltimos anos las normas de etiquetado de los OMG se han ido actualizando vy
los reglamentos actuales son CE 1829/2003 y CE 1830/2003.

El Reglamento CE 1829/2003 se ocupa principalmente de la autorizacion y supervi-
sion de los OGM destinados a la alimentacion y también trata aspectos del etiquetado.
Este Reglamento establece el umbral para el etiquetado de ingredientes GM cuando su
contenido es superior a 0,9 %.

El Reglamento CE 1830/2003 se ocupa principalmente de la trazabilidad y el etiqueta-
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do de los alimentos derivados de, o que contengan, OGM.

La Comision Europea, bajo la direccion del Centro Investigacion JRC de Ispra en Ita-
lia, ha establecido una red de laboratorios, principalmente gubernamentales, que evaltan
los métodos analiticos y materiales proporcionados por las companias de biotecnologia
productoras de OGM como parte del proceso de aprobacion de OGM. Estos laboratorios
también desarrollan métodos analiticos para OGM no autorizados que pueden entrar en
el mercado. El JRC también sirve como laboratorio de referencia europeo (EURL) para el
analisis de OGM.

El etiquetado de los OMGs en los productos alimenticios se realiza a nivel de ingre-
dientes. También se requiere el etiquetado de aquellos productos donde no se detecta
OGM analiticamente (proteinas o ADN), pero que, a partir de la trazabilidad de los ingre-
dientes, se sabe que el material usado derivo originalmente de un OGM. Sin embargo,
hay algunas excepciones como se indica en los dos Reglamentos citados anteriormente.
Informacion adicional sobre el etiquetado de semillas, alimentos y piensos se puede en-
contrar en la pagina de la Comision Europea sobre el etiquetado de alimentos y piensos
GM (http://ec.europa.eu/food/food/biotechnology/gmfood/labelling_en.htm).

En el caso de productos que no estén aprobados para el mercado europeo, la Comision
Europea tiene un procedimiento de notificacion para alertar a otros Estados miembros so-
bre la presencia e identificacion de productos que no cumplen la legislacion vigente. Este
procedimiento abarca no solamente a los OMG sino también que también a otros mate-
riales legislados como alérgenos, pesticidas, micotoxinas, patdgenos, etc. Este sistema se
conoce con las siglas RASFF (Sistema de alerta rapida para alimentos vy piensos, http://
ec.europa.eu/food/safety/rasff/index_en.htm) vy contiene una base de datos piblica. La
evaluacion de la informacién sobre OGM en la base de datos RASFF demuestra que la
presencia de ciertos OGM no aprobados sigue generando alertas y siguen siendo un pro-
blema. Un ejemplo sobre esta situacion concierne al arroz BT63 proveniente de China. Las
primeras alertas en RASFF se generaron en 2006 y todavia se siguen produciendo alertas
en 2014 en ciertos productos importados. Otros productos, como el calabacin Libertad,
han generado alertas sélo durante un corto periodo de tiempo.

3.2.4 Analisis de OGM

El analisis de OGM se puede realizar mediante técnicas de ELISA para detectar la pro-
teina expresada a partir del gen introducido en la modificacion. Sin embargo, las técnicas
mas comunes son aquellas basadas en la deteccion por PCR de los elementos genéticos
(ADN) de la modificacion.

Los elementos que generalmente contiene la modificacion del OGM y posibles objeti-
vos de analisis son el promoator, el terminador y el gen portador de la caracteristica de la
modificacion (trait). Las estrategias de deteccién de OGM se pueden categorizar segin el
tipo de elementos que se amplifican (figura 1):

a) Screening de OGM: Si se sospecha la presencia de OGM pero se desconoce que

tipos son, los laboratorios suelen comenzar analizando elementos de screening.
Esos son comunes a muchos OGM v, por tanto, dan una primera indicacion de su
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presencia. Tales elementos de screening son las secuencias del promotor (gj. p355
del virus de mosaico de la coliflor) y del terminador (ej. tNOS de Agrobacterium
tumefaciens). Un resultado positivo en analisis de screening indica la presencia de
OGM, sin embargo, no permite identificar el tipo de OGM.

b) GM-especifico: Si el elemento transgénico insertado se conoce (por ejemplo, CP4-
EPSPS, la modificacién Roundup Ready ®) se analiza especificamente el gen por-
tador que caracteriza al OGM.

c) Modificacion especifica: Otra opcion es la amplificacion de regiones que cruzan el
promotor o terminador y el elemento insertado (por ejemplo, p355S -> CP4 EPSPS
0 bien CP4-EPSPS -> tNOS). El nimero de organismos transgénicos que lleva esta
construccion es muy pequefa. Esta estrategia analitica no proporciona la iden-
tificacion Gnica del organismo transgénico (pues no indica la linea de la planta, o
evento, de que se trata).

d) Evento (Linea)-especifico: La Gnica manera de identificar de forma (nica a un orga-
nismo transgénico es mediante la amplificacion de una region que incluye ADN de
la planta v la construccion transgénica. Esta secuencia sélo estara presente en una
transformacion especifica. Por lo tanto, se llama deteccion de evento especifico.

Estrategia de deteccion - Promotor ~ Gen OGM (Trait)  Terminador -

m
Screening de OGM -
GM-Especifico %
o
o
Modificacidn-especifica 2
- = 5

Evento (Linea)-especifico [ |

Figura 1. Estrategias de deteccion de OGM

Dado que el nGmero de OGM esta en constante aumento y por razones econémicas, es
dificil realizar analisis de eventos especificos para cada evento transgénico que esta pre-
sente potencialmente en una muestra. Por esta razon, los laboratorios suelen comenzar
con una combinacion de elementos de screening. En funcion de sus resultados, se redu-
cen las posibilidades de eventos que pueden estar presentes en una muestra.

3.3 INTRODUCCION AL FRAUDE E IDENTIFICACION DE CARNE DE ESPECIES ANIMALES

Uno de los temas importantes en Europa, sobre todo después del escandalo de la
carne de caballo en 2012, es el fraude y autenticidad de los alimentos. Esta es una materia
de amplio espectro que afecta por igual a los alimentos y productos no alimentarios. Los
ejemplos mas prominentes de fraude en areas no alimentarias son los productos texti-
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les. Por ejemplo, copias de marcas conocidas que se fabrican tipicamente usando ma-
terias primas de baja calidad y se venden a precios significativamente mas bajos. Otros
ejemplos frecuente es el fraude en la industria cosmética. Por ejemplo, se encontraron
imitaciones del perfume JAdore en un mercado semanal en Praga (Republica Checa) por
el equivalente a 5 euros por 100 ml, mientras que el producto original tiene un precio de
80 euros por 50 ml (Popping 2008).

En el sector alimentario, el fraude no es raro tampoco. En el pasado, ha habido un gran
nimero de escandalos, ya sea a nivel mundial o europeo. Por ejemplo, en 1981, aceite de
colza adulterado con aceites industriales provoc6 20.000 intoxicados y 600 fallecimientos
en Espafa. En 2008, leche adulterada con melamina (y residuos de acido ciandrico) provo-
c6 en China 300.000 intoxicados y 6 fallecidos. Muchos de estos afectados con problemas
nefrotoxicos fueron nifos y bebes. Aunque en mucho de los casos los fraudes solamente
tienen implicaciones econémicas, hay situaciones, como los dos ejemplos anteriores, en
los que problema de autenticidad llevan asociados problemas de salud graves.

El escandalo de la carne de caballo que afectd a los paises europeos en 2012, resulto
ser fundamentalmente un problema de naturaleza econémica. En este caso se encontrd
ciertos productos conteniendo carne de caballo de baja calidad, no declarada en la etique-
ta, en substitucion de otras carnes, llegando en algunos casos hasta un 60%. Esta situa-
cion de engano no s6lo afectd al consumidor sino que también afectd gravemente, entre
otros, a algunas de las principales cadenas de comida rapida que venden hamburguesas.

Las causas mas frecuentes de adulteracion son en su mayoria de naturaleza econé-
mica. Actividades fraudulentas incluyen substitucion de ingredientes por otros de menor
calidad vy precio, dilucién de ciertos ingredientes, adicion de ciertos compuestos (e]. colo-
rantes, aromas) para enmascarar productos de baja calidad. También se considera fraude
el uso indebido de ciertos reclamos en las etiquetas. Por ejemplo, vinos y productos eti-
quetados bajo denominacion de origen (DOP) o indicacion geografica (IGP) falsos.

Los siguientes son productos frecuentemente afectados por actividades fraudulentas
en Europa:

= Aceite de oliva

= Pescado

= Productos ecolégicos

= Leche

= Cereales

= Miel

« Caféyté

= Especias (por ejemplo, azafran)

= Vino

= Jugos de frutas

3.3.1 ¢A quiénes afecta el fraude?

El consumidor es en Gltima instancia el principal afectado por actividades fraudulentas,
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que acaba pagando precios elevados por productos de menor calidad vy que, en ciertos ca-
sos pueden llegar a afectar a la salud. Ademas, el fraude también dana significativamente
las finanzas y |a reputacion de la industria en general. Como ejemplo, la venta de hambur-
guesas congeladas se desplomé un 43% cuando el escandalo de |a carne de caballo salté a
los medios de comunicacién. Mientras que las grandes companias tienen, por lo general,
los medios econémicos para seguir funcionando, pequenas y medianas empresas puede
verse afectadas severamente llevando a muchas de ellas a Ia quiebra. Los gobiernos tam-
bién se ven afectados negativamente por escandalos relacionados con fraude, ya que estos
implican costos elevados de investigacion, analisis adicionales y revision de procedimien-
tos, entre otros. Tanto los gobiernos como la industria se ven directamente afectadas por
la pérdida de confianza del consumidor en las marcas, el mercado y los sistemas de control.

3.3.2 Legislacion

De acuerdo con el articulo 8 del Reglamento general sobre la seguridad de los ali-
mentos CE 178/2002, la legislacion alimentaria tiene como objetivo la proteccién de los
intereses de los consumidores vy ofrecerles una base para que puedan tomar decisiones
informadas en relacion con los alimentos que consumen. Ademas también tiene por ob-
jeto la prevencién de practicas fraudulentas o enganosas, como la adulteracion de ali-
mentos y cualquier otra practica que pueda engafar al consumidor. EI Reglamento sobre
la informacion facilitada al consumidor (CE) 1169/2011, en vigor desde el 13 de diciembre
de 2014, establece, en el articulo 7, que la informacion sobre alimentos no inducira a error,
en particular:

a) sobre las caracteristicas del alimento, en particular sobre su naturaleza, identidad,

cualidades, composicion, cantidad, duracion, pais de origen o lugar de procedencia,
y modo de fabricacion o de obtencion;

b) al atribuir al alimento efectos que no posee;

c) insinuar que el alimento posee caracteristicas especiales, cuando en realidad,
todos los alimentos similares poseen esas mismas caracteristicas, en particular
poniendo especialmente de relieve la presencia o ausencia de determinados in-
gredientes o nutrientes;

d) al sugerir, mediante la apariencia, la descripcion o representaciones pictéricas, la
presencia de un determinado alimento o ingrediente, cuando en realidad un compo-
nente presente de forma natural o un ingrediente utilizado normalmente en dicho
alimento se ha sustituido por un componente diferente o un ingrediente distinto.

Como consecuencia del escandalo de la carne de caballo, la Comisién Europea publicd
la Recomendacion 2014/180/UE sobre el plan coordinado de control con el fin de esta-
blecer la prevalencia de practicas fraudulentas en la comercializacion de determinados
alimentos.

3.3.3 Determinacion analitica de fraude - Identificacion de carnes de especies
animales y vegetales
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En el caso de productos donde ciertas especies animales o vegetales son componen-
tes de primera calidad (como el caso del arroz Basmati, determinadas especies animales,
el trigo durum, etc.), se utilizan analisis basados en técnicas de ADN pues permiten iden-
tificar con fiabilidad si se ha cometido fraude.

Los analitos objeto de analisis son secuencias del ADN especificas para la especie
de interés. La técnica de secuenciacion de ADN es la mejor opcion para el analisis, pero
es cara y no esta disponible en todos los laboratorios. Ademas, no siempre es necesario
secuenciar. Hay otras metodologias también basadas en el analisis de ADN de uso mas
comu{n que nos proporcionan las mismas respuestas. Estas técnicas son:

= PCR convencional

= PCR en tiempo real

= Combinacién de PCR convencional seguida de la evaluacion de polimorfismos de

longitud de fragmentos de restriccion (RFLP)

Todas estas tecnologias tienen ventajas y desventajas. Mientras que la PCR es una
técnica simple y rentable, pueden resultar inespecifica y en muchos casos requiere una
digestion posterior de los productos de la PCR para verificar que el producto amplificado
es el esperado.

La PCR en tiempo real es, debido a su tecnologia de sondas, mucho mas especifica,
pero tiene un costo mas alto y requiere, en comparacion con la PCR estandar, equipos mas
caros y sofisticados.

Ambas técnicas anteriores s6lo identificaran aquellas especies animales objeto de
analisis y para las que se han utilizado cebadores especificos. Esto significa que si se
analiza una muestra de carne de res para evaluar la presencia de carne de cerdo y caballo,
pero sélo se utilizan cebadores especificos para cerdo, s6lo se identificara la presencia de
cerdo, mientras que la carne de caballo permanecera sin descubrir.

El problema de las carnes no identificadas (por ejemplo, aquellas para las que no exis-
ten cebadores) se resuelve a menudo utilizando la combinacion PCR-RFLP. Esta técnica
se basa en la evaluacion una region de ADN comin para muchas especies y que se ca-
racteriza por tener una region altamente variable en el medio. Por tanto, mientras que
los cebadores amplifican esta region en la mayoria de las especies, |a secuencia del ADN
amplificado difiere entre especies. Y esta diferencia se hace visible al utilizar enzimas de
restriccion que cortan los productos de la PCR en sitios especificos de la secuencia del
ADN. La fragmentacion de ADN resultante genera patrones o perfiles especificos para
cada especie analizada, lo que se denomina polimorfismos, y que son visibles como ban-
das en un gel de agarosa (véase figura 7 en seccion 6.6.1). Por lo general se requiere mas
de una enzima de restriccion (cada una digiere el ADN en reacciones independientes) para
evitar resultados no concluyentes y poder identificar las especie con certeza pues algunas
especies pueden compartir el mismo patron de restriccion con una enzima en particular.
Este método es muy Gtil en |a identificacion de carnes de especies generalmente no co-
merciales, como camélidos, para las que adn no se han disefiado los cebadores de PCR
especificos de especie.
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4. REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR)

4.1 PCRY PCR EN TIEMPO REAL
4.1.1 Caracteristicas de las técnicas de PCR

La reaccién en cadena de polimerasa (PCR) es una tecnologia que se ha establecido de
manera estandar en practicamente todos los laboratorios de biologia molecular. Esta tec-
nologia emplea una enzima especifica, la Taq Polimerasa, que permite copiar de manera
exponencial una secuencia de ADN diana de interés, lo que permite su visualizacion. En el
caso de la PCR estandar las copias se visualizan en un gel de agarosa tefido con bromuro
de etidio.

La enzima Taqg Polimerasa fue aislada originalmente a partir de una bacteria llamada
Thermophilus aquaticus, capaz de crecer a altas temperaturas en las aguas termales. Ac-
tualmente, las Taq Polimerasas comerciales son producidas por microorganismos modifi-
cados genéticamente. Los principales componentes de |a reaccion de PCR son, ademas de
la Tag Polimerasa, los dNTPs (los nucledtidos dATP (contiene A, adenina), dTTP (contiene T,
timina), dCTP (contiene C, citosina) y dGTP (contiene G, guanina) necesarios para extender
la nueva cadena de ADN, tampon y MgCl..

La Taq Polimerasa tiene la capacidad de extender cadenas de ADN mediante la adicion
de nucledtidos a una secuencia de ADN corta (cebador), una vez que éste cebador se haya
unido a la regién complementaria de ADN. De la misma manera, usando un segundo ce-
bador en direccion aguas arriba el ADN Polimerasa realiza la copia de la segunda cadena
de ADN. Ambos cebadores definen la region (longitud y secuencia) de |a region de ADN a
amplificar. La PCR se realiza normalmente mediante 3 pasos que se repiten durante un
nGmero definido de veces (ciclos). Cada paso se caracteriza por realizarse a una tempera-
tura'y durante un periodo de tiempo especificos (figura 2):

1. Desnaturalizacion del ADN (95°C): permite la separacion de las dos cadenas de

ADN.

2. Hibridacion (55-65°C) de los dos cebador a regiones complementarias del ADN

desnaturalizado (uno en cada cadena)

3. Extension de la cadena de ADN (72°C): el ADN Polimerasa afiade nucleétidos a

continuacion de los cebadores y de manera complementaria a la secuencia del
ADN molde.

Después de 35-50 ciclos, se obtienen suficientes copias del ADN para ser visualiza-
das en un gel de agarosa. El nimero de copias que produce una PCR es 2", donde n es el
nGmero de ciclos. Esto significa que por cada copia de ADN molde el nimero de copias de
ADN generadas por una PCR, de por ejemplo 35 ciclos, seria aproximadamente 3x10™. Sin
embargo este nimero es por lo general menor debido a que la eficiencia de la PCR es nor-
malmente menor al 100%. Esto se debe a diversas razones. Entre ellas, los componentes
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de la PCR (e]. cebadores, nucledtidos, etc.) se empiezan a agotar a medida que aumenta el
ndmero de ciclos. La presencia de inhibidores de la PCR también afecta negativamente a
la eficiencia de la PCR. Este es el motivo por el que algunas PCR requieren mas de 35 ciclos
para mostrar un resultado positivo.

COMPONENTES DE LA PCR Cebadores

g Forward a
ADN Molde Reverse lones

SV LLI ISLLLI | ISLLLLI A Oy ©| ¢ v

oM 1AMMuAB I MMMOBBON o s Tmnromms:

> il
< X3

Paso 1
Desnaturalizacion (separacion
de las 2 cadenas de ADN)

Paso 2

Alineamiento de los cebadores
con la secuencia
complementaria de ADN

Paso 3
Extension de las nuevas
cadenas de ADN mediante

la incorporacion de
nucleéticos por el ADN
polimerasa

Ciclo completo

Figura 2. Componentes y pasos de la PCR estandar
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Otra forma mas sofisticada de la PCR es la "PCR en tiempo real”. Aqui, se afiade un
componente adicional, la sonda (figura 3). Esta es una secuencia de ADN que se une al
ADN diana situada entre los dos cebadores. La sonda esta unida a un colorante fluores-
cente en un extremo (Reporter) y en el otro extremo se encuentra un compuesto inhibidor
de la fluorescencia (Quencher). Si el compuesto inhibidor se encuentra en la proximidad
del colorante fluorescente (que es el caso de una sonda intacta), no se emite fluorescencia.
Sin embargo, cuando la Tag Polimerasa extiende la cadena de ADN vy se encuentra con la
sonda, la digiere (para ello la polimerasa debe tener actividad endonucleasa, requisito para
la PCR en tiempo real). Debido a Ia digestion de la sondar el Quencher se separa espacial-
mente del Reporter permitiendo que éste emita fluorescencia, la cual puede ser detectada
y medida en tiempo real por el equipo de PCR. A medida que la PCR progresa a través de
los ciclos, la intensidad de la fluorescencia aumenta de manera proporcional a la concen-
tracion de ADN diana presente en la muestra. Como la fluorescencia se puede cuantificar,
es posible cuantificar el ADN presente en el ensayo, lo que no es posible en una reaccion
de PCR estandar.

La PCR en tiempo real tiene una serie de ventajas:

1. Aumento de la especificidad de la PCR. Mientras que en una PCR estandar hay
dos elementos que proporcionan especificidad, los dos cebadores, puede que aln
exista amplificacion no especifica. Sin embargo, en la PCR en tiempo real, ademas
de los dos cebadores, el uso de la sonda contribuye de manera significativa a la
disminucion de la probabilidad de una amplificacién no especifica, pues son 3 los
elementos que tienen que encontrar sus regiones complementarias en el ADN
diana.

2. Mientras la PCR en tiempo real y el equipo requerido aumentan los costos del
analisis, tiene otra ventaja muy importante: limita el riesgo de contaminacion ya
que no es necesario abrir los viales que contienen los productos de la PCR.
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Figura 3. Componentes y pasos de la real time PCR

4.1.2 Interpretacion de los resultados de PCR estandar en gel de agarosa

Los productos de la PCR amplificados se visualizan en geles de agarosa. Mediante la
aplicacion de corriente (electroforesis) los productos de la PCR se desplazan por el gel en
funcién de su tamano. Una vez separados los productos, se tifien con bromuro de etidio v
se hacen visibles a modo de bandas (lineas cortas) bajo luz ultravioleta (figura 4).
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El tamano del fragmento, en pares de bases (bp), se determina mediante el uso de
marcadores o escaleras de ADN, que consisten en una mezcla de fragmentos de ADN de
distintos tamanos. Como el analisis de la PCR incluye controles positivos (que contienen
la secuencia de interés), la banda de la muestra debe estar a la misma altura en el gel que
este control para que sea considerada positiva. Si una muestra presenta una banda a dife-
rente altura en el gel, significa que la PCR amplificé el ADN molde de manera inespecifica.
Una de los soluciones para evitar amplificacion inespecifica es optimizando el disefio de
los cebadores.

Los controles negativos (reaccion sin ADN molde y muestra que contiene ADN que
carece del gen de interés) no deben mostrar banda alguna.

M 1 2 3 4 5

Leyenda:

: Marcador (escalera de ADN)

: Control positivo

: Muestra (positiva)

: Control negativo (sin ADN)

: Control negativo (con ADN, sin gen de interés)
: Muestra (negativa), amplificacion inespecifica

ueswN=22=Z

Figura 4. Visualizacion de productos de la PCR en gel de agarosa

4.2 PCRY LA CONTAMINACION

El problema mas comln que puede ocurrir cuando se realiza repetidamente la misma
PCR es la contaminacion con productos de PCR amplificados anteriormente. Este proble-
ma suele ocurrir normalmente cuando se abren los tubos después de realizar una PCR
convencional, lo que es necesario para transferir y visualizar los productos de la PCR en
un gel de agarosa. Cuando se abre el tubo de la PCR, que puede contener al menos 3 x
10 copias de ADN, es probable que se produzcan aerosoles conteniendo algunas de es-
tas copias. Si a su vez, éstas caen en un nuevo vial durante la preparacion de una nueva
PCR (que utilice los mismos cebadores), la reaccion sera positiva por la amplificacion de
la contaminacién, incluso si la muestra no contiene ADN diana. Una reaccion positiva en
ausencia de ADN diana da lugar a un falso positivo.

Para evitar la contaminacion es Gtil establecer un proceso en flujo de la muestra, de
manera que los distintos pasos de analisis se lleven a cabo de areas “sucias” a areas
“limpias”. Para ello es necesario trabajar en un laboratorio con una infraestructura que

( DE ALERGENOS, ORGANISMOS GENETICAMENTE
MODIFICADOS (OGM) E IDENTIFICACION DE ESPECIES
EN ALIMENTOS POR BIOLOGIA MOLECULAR



permita tener areas o habitaciones separadas para llevar a cabo de manera independiente
las distintas actividades que requiere la PCR. Ademas, otra practica adicional para evitar
contaminacion incluye el uso exclusivo de batas para cada laboratorio. Por ejemplo, se
pueden utilizar batas con codigos de colores de modo que un color se utilice solamente en
un laboratorio. Para mas detalles consulte la seccién 5.3 sobre “la infraestructura de un
laboratorio de biologia molecular destinado al analisis mediante PCR".

Mas alla de lo que se ha mencionado anteriormente, existen otras formas de reducir
la contaminacion y el riesgo. La forma mas comin es mediante el empleo de la enzima
uracil N-glicosilasa (UNG). Para ello es también necesario reemplazar el nucleétido dTTP
con dUTP de modo que la Polimerasa incorpore U en lugar de T en los nuevos productos
dela PCR. En el supuesto de que estos nuevos productos formados, que contienen U, con-
taminen la siguiente PCR, la enzima UNG, que actla antes de realizar la PCR, fragmentara
el ADN en los lugares que llevan incorporados una U (pero no afecta al ADN molde, que no
tiene U). La enzima UNG se desactiva cuando comienza la PCR a 95°C, de modo que tiene
lugar la amplificacion normal en los que se vuelven a generar productos amplificados que
llevan U en lugar de T. Esta medida es relativamente cara para prevenir la contaminacion
pero en nuestra experiencia una de las mejores soluciones disponibles.

4.3 INFRAESTRUCTURA DE UN LABORATORIO DE BIOLOGIA MOLECULAR DESTINADO
AL ANALISIS MEDIANTE PCR

Como se menciond en la seccion sobre la PCR, la contaminacion es un tema critico en
laboratorios de biologia molecular porque la contaminacién con una sola molécula (por
ejemplo a través de aerosol) puede causar un falso positivo.

Para minimizar el riesgo de contaminacion deben considerarse varios aspectos. Uno
de ellos es la distribucion de los laboratorios o establecimiento de areas de uso exclusivo
y que permitan que la muestra siempre transite de areas sucias a zonas limpias (figura 5):

1. Sala de preparacion de muestras. En esta area se saca la muestra de su envase

para proceder a su homogeneizacion. Aqui también es posible iniciar la primera
parte de la extraccion de ADN (por ejemplo, usando bromuro de cetil trimetilamo-
nio (CTAB)).

2. Acontinuacién, en una zona o habitacion separada, el ADN extraido debe ser puri-

ficado, ya sea mediante de lavados o extraccion en fase sélida a base de resinas.

3. Desde aqui, la muestra debe ser trasladada a una sala de preparacion de las reac-

ciones de la PCR, donde se combinan el ADN vy la mezcla maestra de la PCR. La
propia mezcla maestra (contiene bifer de PCR, MgCl, cebadores, ADN Taq Polime-
rasa) tiene que ser preparada en una sala limpia separada, donde a excepcion de
cebadores y sondas no se maneja ningln otro ADN. Una mezcla maestra conta-
minada dara lugar a que todos o muchos de los resultados sean invalidos.

4. Los viales cerrados que contienen todos los componentes de la PCR, incluido el

ADN de la muestra, deben llevarse a la sala donde se encuentra el termociclador
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(va sea termociclador PCR estandar o termociclador PCR en tiempo real), donde se
colocan las muestras.

5. Para evaluar los productos de las reacciones de una PCR estandar es necesario
cargar las muestras en un gel de agarosa en la sala de electroforesis en gel. La
apertura de los tubos de PCR después de una amplificacion exitosa puede llevar a
un riesgo muy alto de contaminacion.

Por este motivo el personal del laboratorio que abre los tubos de reaccion post PCR
no deberian entrar en las habitaciones anteriores pues pueden contaminar facilmente
el ADN extraido o las mezclas madre. Para evitar esto, se recomienda contar con varios
miembros del personal que trabajen en las distintas areas designadas, es decir, el perso-
nal que manipule los tubos post PCR para cargar las muestras en los geles de electrofore-
sis en gel, idealmente, no deberian entrar en las salas de extraccién de ADN o preparacion
de las mezclas madre v las reacciones de la PCR. Si la reaccién es una PCR en tiempo real,
la amplificacion es medida por el termociclador en tiempo real y no hay necesidad de abrir
los tubos una vez finalizada la PCR, y por tanto el riesgo de contaminacion en este tipo de
PCR es minimo.

Area sucia Area limpia

Habitacion para

la preparacion Habitacion Habitacion
de la muestra purificacion para preparar
y extraccion de ADN laPCR

de ADN
Preparacion de la
solucion madre de la PCR

Figura 5. Areas de un laboratorio de biologia molecular y flujo de muestras

Habitacion de

Habitacion del electroforesis
termociclador en gel de
agarosa

Para proteger la mezcla maestra también se recomienda que el personal que la pre-
pare sea selectivo y no opere en el resto de las habitaciones. Si los reactivos de la PCR
se contaminan se tienen que descartar y reemplazar por reactivos nuevos, lo cual puede
resultar muy caro. La dedicacion de personal a determinadas actividades y laboratorios no
es siempre posible debido a cuestiones logisticas, limitacion de personal y econémicas. En
este caso se recomienda como medida minima designar batas a los laboratorios identifi-
cadas mediante codigo de colores. Las batas de un color pertenecen a un laboratorio y el
personal debe cambiarselas cuando entra y cuando salen de dicho laboratorio.
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4.4 ESTADiSTICASi LA IMPORTANCIA DEL MUESTREO E INCERTIDUMBRE
DE LA MEDICION

El método analitico no se inicia en el laboratorio, sino que comienza en el lugar de
muestreo, en la industria, el campo, o el supermercado. La forma en que la muestra fue
tomadayy la cantidad determinan si una muestra puede considerarse representativa o no.
Por ejemplo, muestras pequenas de 2 g de un producto no homogéneo no pueden con-
siderarse representativas, por lo que los resultados analiticos obtenidos sélo son validos
para la porcion de muestra analizada.

Para obtener muestras representativas, se necesita tomar cantidades mas grandes
durante el muestreo, para ser luego homogeneizadas, de las que se obtienen sub-mues-
tras, que son posteriormente analizadas.

Existen algunas guias que indican como deben realizarse los muestreos. Por ejem-
plo para la toma de muestras de OGM, existen numerosos documentos, incluyendo los
de USDA-GIPSA (Departamento de Agricultura de los Estados Unidos). Ademas existen
enfoques estadisticos para determinar la probabilidad de deteccion (POD) de un analito o
compuesto de interés. En el caso de granos y semillas se recomiendan tamanos de mues-
tra que permiten afirmar con alta probabilidad (95% y superior) si una muestra contiene
cantidades pequenas (0,01% a 0,1%) de OGM.

Y aparte de muestreo representativo, existe también el aspecto de la incertidumbre
de medicion (MU), que debe tenerse en cuenta en el resultado. En metrologia, |a incerti-
dumbre de la medicién es un parametro no negativo que caracteriza la dispersion de los
valores atribuidos a una cantidad medida. En otras palabras, es el rango de un resultado
cuando se analiza la misma muestra varias veces, teniendo en cuenta que los resultados
incluyen desviaciones del valor verdadero debido al propio método analitico.

De acuerdo con la norma ISO 17025, los informes de los analisis tienen que indicar la
incertidumbre de la medicion. Esto se expresa tipicamente como la X + Y [unidad], por
ejemplo, 50 mg/kg = 10 mg/kg. En el caso del porcentaje de OGM, podria parecerse a 1.0%
+0.3% lo que indica que el valor verdadero puede estar comprendido entre 0.7 - 1.3%. ;Qué
implicaciones tendria un resultado con estos valores para un laboratorio del gobierno vy
para un laboratorio privado?:

a. Sieste resultado lo ha producido un laboratorio gubernamental, no se podria to-
mar ninguna accion legal si el producto alimenticio de donde se tomé la muestra
no tenia el rotulo "contiene OGM". Hay que recordar que en Europa el valor umbral
de etiquetado de OGM aprobados es 0,9%. El laboratorio, que obtuvo un valor del
1% (superior al umbral de etiquetado del 0,9%), también debe tener en cuenta la
incertidumbre, por lo que hay una cierta probabilidad de que el valor verdadero
del contenido de OMG sea 1% - 0,3%, es decir 0,7%. El valor 0,7% esta por debajo del
umbral de etiquetado legal de 0,9%.

b. Siun laboratorio privado ha obtenido el mismo resultado, 1.0% + 0.3%, deberia reco-
mendar al cliente que incluya en la etiqueta del producto que contiene OGM porque
el valor verdadero puede ser mayor a 0.9% (umbral de etiquetado). Si esta mues-
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tra es analizada por un laboratorio gubernamental de control y su incertidumbre
de medicion es mas pequefa (por ejemplo 1% + 0,05%), el valor verdadero (0.95%
- 1.05%) se encontraria definitivamente por encima del valor umbral (0,9%) y podria
tomar accion contra la compania productora si no rotulé OGM en el producto.
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5. PROTOCOLOS DE LABORATORIO

Todos los reactivos y la composicion de las soluciones de trabajo mencionados en los
protocolos de laboratorio se encuentran descritos en los anexos 1-4.

5.1 HOMOGENEI;ACIC)N Y PREPARACION DE MUESTRAS PARA SU ANALISIS
MEDIANTE TECNICAS DE LA PCR

Se debe asegurar por molienda u homogeneizacion, que la muestra es representativa
de la muestra de laboratorio. Es altamente recomendable utilizar malinillos u otros equi-
pos que sean faciles de limpiar.

Con el fin de minimizar el riesgo de contaminacion de arrastre, todo el equipo debe
limpiarse exhaustivamente antes de proceder con la homogenizacion de la siguiente
muestra. Ejemplos de productos de limpieza o técnicas incluyen: agentes degradantes
de ADN, solucién de hipoclorito, agua caliente y detergentes. Si es necesario, se debe des-
montar la cubeta del molinillo para facilitar su limpieza.

5.2 EXTRACCION DE ADN DE INGREDIENTES Y MUESTRAS DE ALIMENTOS

Para proceder a la extraccion de ADN de materia prima y alimentos procesados se
recomiendan métodos basados en la CTAB. Existen diversos kits comerciales que estan
optimizados para la extraccion de ADN de muestras de alimentos. Sin embargo, incremen-
tan el costo del analisis.

La extraccion de ADN se compone de tres fases:

1. Disrupcion de paredes y membranas celulares que permiten la liberacion del ADN.

2. Eliminacion de proteinas y otros componentes celulares.

3. Limpiezay purificacion del ADN.

5.2.1 Consideraciones previas

Encienda el bafo de agua. Compruebe que mantiene la temperatura a 65°Cy con-
tiene suficiente agua.

Compruebe que tiene suficiente volumen de todas las soluciones.

= Mantener las soluciones de isopropanol y etanol en el congelador.

= La extraccion de ADN debe llevarse a cabo en condiciones estériles. La contami-
nacion durante la preparacion de la muestra puede evitarse empleando material
desechable y soluciones de descontaminacion y evitando la formacion de polvo.

En paralelo a las muestras de ensayo, deben procesarse igualmente los controles
positivos y negativos.
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5.2.2 Procedimiento

1. Pesar 2 g de la muestra homogeneizada en 50 ml tubos de centrifuga (Tubo A).

2. Anadir 10 ml de tampon CTAB.

3. Anadir 30 pl de solucién de proteinasa Ky mezclar por inversion, pipeteo o agita-
cion (vortex).

4. Incubary agitar durante 90 minutos a una temperatura de 65°C.

5. Centrifugar durante 5 min a 6000 g - 8000 g a temperatura ambiente.

6. Colocar 500 pl de la mezcla alcohol isoamilico-cloroformo en un vial de 2 ml (tubo

B).

Anadir 700 pl de sobrenadante de tubo A al tubo B y mezcle bien durante 30 s.

8. Centrifugar durante 15 min a aproximadamente 14500 g a temperatura ambiente.
ADN se encuentra en |a fase acuosa superior en el tubo.

N

NOTA: Si se usan kits comerciales para purificar el ADN, usar este extracto y continuar con las instrucciones
del fabricante a partir de ahora. Si no se usan kits comerciales continuar con el resto de este protocolo.

9. Anadir 500 pl de isopropanol en un vial de 1,5 ml (tubo C).

10. Anadir 500 pl de sobrenadante (fase acuosa en |a parte superior) del tubo B al tubo
Cv mezclar cuidadosamente por inversion, pipeteo o vartex.

11. Incubar el tubo C durante 30 min a temperatura ambiente.

12. Centrifugar durante 15 min a aproximadamente 14500 g a temperatura ambiente.

13. Retire y deseche con cuidado el sobrenadante con una pipeta o vertiendo suave-
mente.

14. Llene el vial con 500 pl de etanol y mezcle suavemente o invierta el tubo varias
veces.

15. Centrifugar durante 5 min a aproximadamente 14500 g a temperatura ambiente.

16. Retire y deseche con cuidado el sobrenadante con una pipeta o vertiendo suave-
mente.

17. Secar el ADN extraido con el fin de eliminar las trazas restantes de etanol, por
ejemplo, invirtiendo el tubo C y secar dejando absorber con toallas de papel.

18. Disolver el extracto de ADN seco en 100 pl de solucién TE.

El extracto de ADN purificado (en TE) se puede almacenar durante un corto periodo de
tiempo (de aprox. 1 semana) a 4°C. Para plazos de almacenamiento de varios meses, el
ADN se debe almacenar a-18 0 -80°C.

EI ADN una vez extraido de las células es bastante delicado. Para mantener su inte-
gridad evite agitaciones severas y prolongadas, asi como mantenerlo a temperatura am-
biente. Utilice cubetas de hielo o bloques a 4°C para mantener viales que contienen ADN
cuando se preparan reacciones de PCR.
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5.3 MEDICION DE LA CALIDAD Y CANTIDAD DE ADN

La concentracion de una alicuota de ADN se puede determinar en cubetas de cuarzo
por medio de espectrofotometros UV a una longitud de onda de 260 nm.

Utilizar cubetas de cuarzo de pequefio tamano (~250 pl). El volumen de ADN a medir
dependera de la cantidad de ADN que se espera en la muestra.

Como ejemplo: afiadir en una cubeta de cuarzo 10 pl de la preparacion de DNA gend-
mico a 240 pl de agua desionizada libre nucleasas.

5.3.1 Medicion de la concentracion de ADN

= Realizar una medida a 260 nm

= Calcular la concentracion de ADN mediante la siguiente formula:

= Concentracion ADN ng/pl = 50 x densidad 6ptica (A260) x factor de dilucion de la
alicuota

= Valores aceptables deben comprenderse entre 1.7 y 2

5.3.2 Medicion de la calidad de ADN

Grado de pureza del ADN
La evaluacion de la presencia de componentes celulares como proteinas y sales no
eliminadas durante el proceso de purificacion de ADN se puede realizar espectrofotomé-
tricamente. Estos residuos pueden afectar negativamente el proceso de la PCR.
= Realizar dos medidas, a 260 nmy 280 nm
= Comprobar su pureza mediante la evaluacion de la relacion de valores a 260 nm /
280 nm. Valores aceptables de pureza deben estar comprendidos entre 1.7-2.0.

Integridad del ADN

El grado de fragmentacion del ADN se evalla visualmente en geles de agarosa tenidos
con bromuro de etidio vy expuestos a luz UV (véase seccion 5.6)

EI ADN intacto debe observarse como una banda definida en el gel de agarosa, mien-
tras que el ADN fragmentado presenta cierta difuminacion "en escalera” (figura 6)

Una manipulacion incorrecta de ADN o ADN extraido de ciertos productos procesados
(ej. tratados por calor, hidrolizados, etc.) pueden ser motivos por los que el ADN se frag-
menta.
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Muestras de ADN
1 2 3

] ADN no fragmentado

ADN fragmentado

Figura 6. Visualizacién de la integridad de ADN en gel de agarosa

5.4 PREPARACION DE LA PCR CONVENCIONAL Y PCR EN TIEMPO REAL
5.4.1 Consideraciones

Es importante llevar a cabo experimentos de control en todos los analisis de PCR.
Los controles negativos estan disefiados para comprobar si los reactivos de la PCR estan
contaminados con ADN. Los controles positivos con muestras conocidas y caracterizadas
también son fundamentales para determinar no sélo que la PCR funciona sino que tam-
bién proporciona informacion sobre la eficiencia y especificidad de la PCR.

Los siguientes controles deben ser incluidos en la PCR como reacciones independien-
tes junto con las demas muestras a analizar:

= Control positivo: ADN puro, aislado de ingrediente que contiene el gen de interés.

= Control negativo: ADN puro, aislado de otras especies, que no contiene el gen de

interés.

» Control negativo sin ADN (llamado "control de reactivos” o NTC): control negativo de

la mezcla maestra, en el que se substituye el ADN por agua desionizada estéril libre
de nucleasas.
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5.4.2 Preparacion de la mastermix (mezcla maestra) y reacciones individuales

NOTA: Si se utilizan mastermix comercial, s6lo hay que anadirle a la mastermix los volimenes adecuados de
cebadores, sonda (sélo en la PCR en tiempo real) y agua. Una vez dividida la mezcla en viales anadir el ADN.

1. Determinar si se requieren reacciones de 25 (PCR convencional o PCR en tiempo
real) 0 50 pl (PCR-RFLP).

2. Calcularlos volimenes necesarios de los reactivos de la PCR (excepto ADN) para el
nlmero de reacciones totales (muestras y controles), mas una reaccion extra por
cada 10 muestras.

3. Anadir los reactivos a un vial de 1.5 ml empezando por los componentes de mayor
volumen: Agua, Tampén de PCR, MgCl2, dNTPs, Cebadores, sonda (sélo en la PCR
en tiempo real) y DNA Taq Polimerasa.

4. Mezcle suavemente la mastermix por pipeteado y centrifugar breve y suavemen-
te.

5. Parapreparar las reacciones individuales dividir la mezcla maestra en alicuotas de
0,2 ml en tubos de reaccién de PCR.

6. Anadir la solucién de ADN de las muestras y controles correspondientes a las ali-
cuotas anteriores.

7. Agitar suavemente y centrifugar breve y suavemente.

8. Anadir una gota de aceite mineral si el termaciclador (PCR convencional) no dispo-
ne de tapa con calentador.

9. Coloque los tubos de reaccion de PCR en el termociclador.

5.4.3 Programa de PCR

Utilizar las condiciones especificas (desnaturalizacion, alineamiento, extension y na-
mero de ciclos) de PCR o PCR en tiempo real especificas para elemento diana.
Existen numerosos protocolos para la deteccion de OGM, alérgenos vy especies carni-
cas. Estos incluyen documentos oficiales, estandares y publicaciones cientificas. Los si-
guientes son algunos ejemplos de referencias que citan condiciones de PCR:
= OGM: EURL-GMFF y ENGL (2011); Querci, M., Jermini, M, y Van den Eede, G. (2007)
= Alérgenos: Métodos oficiales de analisis alemanes: L 08.00-59 2013-01, L 44.00-11
2013-01

= Identificacion de especies carnicas animales: Alaraidh (2008); Huang et al. (2011);
Martin et al (2007); Mevyer et al (1995); Myers et al (2001); Maede (2006); Popping &
Hird (2003)

5.5 PREPARACION DE GELES DE AGAROSA PARA VISUALIZAR PRODUCTOS
DE LA PCR

Los geles de agarosa se utilizan para las siguientes situaciones:

INTI PROYECTO MEJORA DE LAS ECONOMIAS
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= Determinar la integridad del ADN

= Visualizar los productos de la PCR convencional

= Visualizar los fragmentos resultantes de la digestion de productos de la PCR con
enzimas de restriccion (PCR-RFLP)

5.5.1 Preparacion del gel

= Sellar los bordes del molde plastico limpio y seco con cinta adhesiva. Colocar el peine
adecuado de modo que se formen pocillos al anadir la solucién de agarosa.

= Diluir tampdn de TBE 10x vy preparar la cantidad adecuada de tampén de TBE 0,5X
para llenar la cubeta de electroforesis y preparar el gel (50 mI TBE 10X+ 950 ml agua
destilada).

= Afadir la cantidad adecuada de agarosa a una cantidad apropiada de tampéon TBE
05X (tabla 3) en un matraz de Erlenmeyer (normalmente 150 ml de solucién de gel
para un molde de 15 x 15 cm y 100 ml de gel para un molde de 15 x 10 cm).

Gel Agarosa (%) Rango de separacion (bp)

07 800 - 12000
10 400 - 8000
15 200 - 3000
20 100 - 2000
30 25-1000

Tabla 3. Determinacion de la concentracion de agarosa en funcion del tamario de los fragmentos de ADN

= Calentar en un microondas o a bafo maria hasta que se disuelva la agarosa (com-
probar el volumen de la solucién tras haberla calentado).

= Enfriar la mezcla a 50 - 60°C y afiadir bromuro de etidio** (de una solucion madre

de 10 mg/ml) hasta lograr una concentracion final de 0,5 pg/mly mezclar bien (5 i

cada 100 ml gel).

Verter la solucién en el molde y dejar gelificar. El grosor del gel deber ser de aprox. 5

mm.

Retirar el peine del gel cuidadosamente y también Ia cinta adhesiva. Colocar el gel

en la cubeta de electroforesis.

» Anadir tampén de TBE 05X (que contiene 0.5 pl/ml de bromuro de etidio**) a la
unidad de electroforesis de modo que el gel quede cubierto por una capa de aproxi-
madamente 2-5 mm.

**NOTA: Alternativa al uso del bromuro de etidio en gel y bifer: Después de finalizar la carrera sumergir el
gel en una solucién de bromuro de etidio de 0,5 pig/ml en agua durante 30 min.
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5.5.2 Preparacion de las muestras y marcadores. Proceso de electroforesis

Preparar las muestras de acuerdo a la tabla 4.

ADN gendmico Muestra (PCR) Marcador *
Agua (pl) 3 -
Tampon de carga (pl) 2 2
Muestra (pl) 5 8

* Mirar instrucciones del producto

Tabla 4. Preparacion de muestras para ser cargadas en gel de agarosa

= Cargar 10 pl de cada muestra en pacillos consecutivos y el ADN marcador adecuado
(50 pb para PCR-RFLP 0 100 pb para PCR convencional) en las calles primera y Qlti-

ma.

= Cerrar la tapa de la cubeta del gel y conectar los cables eléctricos para que el ADN
migre hacia el anodo (clavijas rojas) y aplicar una tension de 5-10 VV//cm. Véase tabla 5.

Tamaro ADN Voltaje Bifer
<1kb 5-10V/cm TBE
1-5kb 4-10V/cm TBE o TAE
>5kb 1-3V/cm TBE o TAE

Tabla 5. Voltaje recomendado para desarrollar gel de agarosa en funcion del tamano de los
fragmentos de ADN esperados y el bifer utilizado.

« Hacer la electroforesis monitoreando el frente de azul de bromofenol (~40-60 minu-

tos para un gel de agarosa 1-2%).
= Colocar el gel en un transiluminador UV y fotografiarlo.
= Tirar el gel en el recipiente para residuos sélidos destinado al bromuro de etidio

previsto a tal fin.

IMPORTANTE:

= El bromuro de etidio es altamente mutagénico. Evitar el contacto con este quimico
mediante el uso de guantes. Eliminar residuos de bromuro de etidio de acuerdo a las

normativas locales.

= Usar gafas de proteccion UV o cubrir la caja de luz con el escudo de proteccion UV
cuando la luz UV esta encendida. La UV puede causar cancer de piel.

INTI PROYECTO MEJORA DE LAS ECONOMIAS
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5.6 PREPARACION DE LA PCR-RFLP

Para proceder a la digestion de los fragmentos de la PCR se recomienda leer las ins-
trucciones de cada enzima de restriccion utilizada.

5.6.1 Preparacion de la reaccion de RFLP

Por lo general, la digestion de fragmentos de la PCR se prepara de la siguiente manera:

= 10 pl del producto de PCR (gj. PCR especifica del citocromo b)
= 1 pldelaenzima de restriccion (es decir, 5-10 unidades)
= 2 plde solucién tamp6n suministrada con la enzima.

= Agua destilada hasta completar 20 l.

Incubar durante 3 horas a 37°C

Los fragmentos de restriccion se separaran en gel de agarosa 2% en tampon TBE 0.5X

usando un estandar de 50 pb (figura 7)

Digestion con Digestion con
Hinf Hae lll

12 3 4 5M1

Digestion con Alu |

1 2 LSS

2 3 45

6 M

Leyenda:

M
1:
2:
3:
L
5:
6:

Pollo
Cerdo
Vacuno
Llama
Pescado

: Marcador (escalera de ADN)

Mezcla de carnes (Vacuno y Llama)

Figura 7. PCR (citocromo b) — RFLP con enzimas de restriccion (Hinf |, Hae Ill y Alu I) de muestras de

carnes y pescado.
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6. FUENTES ADICIONALES DE INFORMACION

Pagina sobre seguridad alimentaria de la Comision Europea, Direccion General de
Salud vy Proteccion de los Consumidores
http://ec.europa.eu/food/food/index_es.htm

Pagina web del Joint Research Center (Comision Europea) dedicada a OGM
http://ihcp.jrc.ec.europa.eu/our_activities/gmo/gmo_capacity_building/intro#

= Base de datos de legislacion y publicaciones de la Union Europea (EUR-Lex)
http://eur-lex.europa.eu/homepage.html?locale=es

Pagina web de la European Food Safety Authority (EFSA)
http://www.efsa.europa.eu/

Pagina web de "Rapid Alert System for Food and Feed”
http://ec.europa.eu/food/safety/rasff/index_en.htm

= Base de datos de la Comision Europea sobre OGM aprobados:
http://ec.europa.eu/food/dyna/gm_register/index_en.cfm

= GMO Compass: http://ec.europa.eu/food/safety/rasff/index_en.htm

Métodos oficiales de analisis (Alemania): http:/ /www.methodensammlung-bvl.de/
= Comité Europeo de Normalizacion (CEN): https://www.cen.eu/Pages/default.aspx

= Codex Alimentarius: http://www.codexalimentarius.org/

INTI PROYECTO MEJORA DE LAS ECONOMIAS
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7. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

La autenticidad de los alimentos vy la seguridad alimentaria son temas altamente prio-
ritarios para consumidores y reguladores. El cuaderno presta especial atencion a estra-
tegias analiticas de organismos modificados genéticamente, la deteccion de alérgenos y
autenticidad de carne (identificacion de especies carnicas). Ademas no sélo se describen
las técnicas analiticas mas comunes para cada caso, inmunolégicas y moleculares (ELISA,
PCR, RFLP), sino que también se proporcionan consejos para reducir la carga de traba-
jo vy el costo por analisis sin afectar la fiabilidad analitica. Este aspecto es importante
especialmente para aquellos laboratorios con recursos de infraestructura y econémicos
limitados. El manual también analiza los antecedentes y |a historia de esos temas de ma-
nera que permiten a los lectores anticipar problemas futuros y poner en practica medidas
para controlar el cumplimiento de Ia legislacion en Argentina y para apoyar a la industria
exportadora de manera que sus productos sean aceptados sin problemas en los paises de
la Comunidad Europea. Esto, en Gltima instancia beneficiara a los consumidores a través
de fortalecer la confianza en los productos argentinos y como consecuencia fomentar la
economig, ya que la confianza por lo general conduce a un aumento de los negocios.

Para seguir impulsando esta iniciativa hacia adelante, se recomienda consultar con
frecuencia las paginas de la Comision Europea, en particular las del Centro de Investiga-
cion JRC de Italia para la deteccion de nuevos OGM.

También se recomienda continuar y actualizar este tipo de formacién con regularidad
y hacer participar a los nuevos empleados de los laboratorios del gobierno, especialmente
laboratorios de control.

Mas alla de los aspectos puramente analiticos, y para fortalecer a la industria, también
se recomienda capacitar a los operadores de empresas de modo que puedan:

= reconocer actividades fraudulentas

= implementar las buenas practicas de manufacturas (BPM) y planes de control de

alérgenos para evitar la presencia inadvertida de alérgenos en sus productos

= implementar las practicas de trazabilidad de OGM asi como los requisitos de expor-

tacion, especialmente a aquellos paises con legislacion sobre etiquetado de OGM

Ademas, también se pueden llevar a cabo una serie de capacitaciones sobre la gestion
de problemas asociados con los OGM, alérgenos vy fraude adaptadas a los gerentes de
control de calidad de pequefas y medianas empresas.
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8. ANEXOS

8.1 ANEXO 1 - LISTAS DE REACTIVOS Y EQUIPOS PARA LA EXTRACCION
DE ADN (METODO CTAB)

8.1.1 Equipos y Materiales

= Homogeneizador (molinillos, mortero, hoja de bisturi estéril, etc.)
= Espatulas

= Probetas

Balanza capaz de efectuar mediciones de 001 g

= Bano de agua caliente o bloque calentador

Centrifuga para tubos de 50 ml (capaz de 8000 g)
Microcentrifuga para tubos 1,5y 2 ml (capaz de 14500 g)
Micropipetas y puntas estériles

Agitador de tubos o Vortex

= Tubos para microcentrifuga de 1,502 ml

Bandejas de pesar o equivalente

= Soporte para tubos de microcentrifuga

Optativo: Papel para eliminar restos de alcohol.

IMPORTANTE: Antes de utilizar todo el instrumental hay que esterilizarlo y eliminar
todos los residuos de ADN. Para evitar la contaminacion, se recomienda utilizar puntas de
pipeta con barrera protectora contra aerosoles.

8.1.2 Reactivos de extraccion de ADN

Cloroformo, CAS 66-67-3.

Etanol, 70%, CAS 64-17-5.

Na2EDTA (Sal disodica del acido etilendiaminotetraacético), CAS 6381-92-6.
« CTAB (bromuro de cetil-trimetil amonio), CAS 57-09-0.
Acido clorhidrico, = 37% CAS 7647-01-0.

Alcohol isoamilico, CAS 123-51-3.

Isopropanol, CAS 67-63-0.

Proteinasa K, EC 3.4.21.64.

Cloruro de sodio, CAS 7647-14-5.

Hidroxido de sodio, CAS 1310-73-2.

TRIS (Tris (hidroximetil aminometano), CAS 7-86-1.

INTI PROYECTO MEJORA DE LAS ECONOMIAS
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IMPORTANTE: Todos los productos quimicos han de ser de calidad de biologia mole-
cular. El agua desionizada y los tampones han de esterilizarse en autoclave antes de su
utilizacién. Ningln producto quimico debe contener ADN ni desoxirribonucleasas.

8.1.3 Soluciones necesarias para preparar las soluciones de trabajo

1 M Tris HCl pH 8.0
= 121.1g Tris
« Disolver en aproximadamente 700 ml de H,0
= Ajustar el pH a 8.0 mediante la adicion de HCl concentrado (necesitara aprox. 50 ml).
= Completar 1 L con ddH20.

0.5 M EDTA
+ 186.12 g EDTA
= Anadir 700 ml H20
» 16-18 g of NaOH pellets
= Ajustar el pH a 8.0 mediante la adicién de unos pellets mas, EDTA no se disuelve
hasta que el pH se acerca a 8. EDTA se disuelve muy despacio, puede llevar horas.
= Completar 1 L con ddH20.

5M Nacl
» 292.2 g of NaCl
= 700 ml H20

Disolver (no anada todo el NaCl de golpe, porque no se disuelve todo) y complete el 1 L.
8.1.4 Soluciones de trabajo

Mezcla alcohol isoamilico - cloroformo (mezclas comercialmente disponibles)
= Mezclar 24 partes cloroformo, con 1 parte de alcohol isoamilico (24v+1v).

Solucion tampon de extraccion CTAB (1 Litro) [CTAB 20 g/L; NaCl2 1.4 mol/L; Tris 0.1
mol/L; Na2EDTA 0.02 mol/L}:

= 100 ml 1 M Tris HCI pH 8.0

» 280 ml 5 M NaCl

» 40ml of 0.5 M EDTA

» 20 g of CTAB (cetyltrimethyl ammonium bromide)

= El pH debe ser ajustado a 80 mediante la adicion de acido clorhidrico.

« Llevaravolumen final de 11 con ddH,0

= Autoclavar
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Soluci6n de proteinasa K (20 mg/ml) OBSERVACION:

= Anadir 5 ml de agua desionizada estéril a 100 mg de proteinasa K = Todo el equipo debe estar libre de ADN y en lo posible, esterilizados antes de su uso.
= Mezclar bien por inversion = Con el fin de evitar la contaminacién, deben utilizarse puntas de pipeta de barrera
= Preparar alicuotas (ej. 500 pl) protegidas para evitar la formacién de aerosoles.
NOTAS: 8.2.2 Reactivos
= Después de la reconstitucion, conservar en forma de alicuotas a -20°C.
= No someta la enzima a autoclavado. = dATP
= Guardar inmediatamente a -20°C después de su uso. = dCTP
« dGTP
Solucion tampon TE [Tris 0,01 mol/L; Na2EDTA 0.001 mol/L]: « dTTP
= 10 ml 1 M Tris HCI pH 8.0 = Tampon 10x PCR (proporcionados por el mismo proveedor de la ADN Taq polimerasa)
= 2ml0.5MEDTA » MgCl,
= Llevar a volumen final de 1 L con ddH,0 = Taq ADN polimerasa
= El pH debera ser ajustado a 80 mediante la adicion de solucién de acido clorhidrico = Cebadores (primers)
o hidréxido de sodio. = Sondas (probes). Sélo es necesaria para la PCR en tiempo real
= Dividir el litro de TE en distintas envases mas pequefios, por ejemplo en botellas de = Elaceite mineral (necesario en caso de que se utilice un termociclador sin tapa caliente)
200 0 500 ml. = Agua estéril libre de nucleasas

= Autoclavar
NOTA: Las mastermixes comerciales contienen la ADN polimerasa, dNTPs, tampon de

IMPORTANTE: la PCRy MaCl.,

= Encienda el bano de agua. Compruebe que mantiene la temperatura a 65°Cy con-
tiene suficiente agua. 8.2.3 Preparacion de soluciones

= Compruebe que tiene suficiente de todas las soluciones.

= Mantener las soluciones de isopropanol y etanol en el congelador. Solucion madre 4 mM dNTP

= La extraccion de ADN debe llevarse a cabo en condiciones estériles. La contami- = dNTPs pueden ser suministrados en las preparados contiendo iguales concentra-
nacion durante la preparacion de la muestra puede evitarse empleando material ciones de dATP, dCTP, dGTP, dTTP - o separados en concentraciones individuales. Si
desechable, soluciones de descontaminacion y evitando la formacion de polvo se utilizan las preparaciones individuales, disolver cada dNTP en agua desionizada

estéril, contar con una solucion de stock dNTP 4 mM final.
= Dividir en alicuotas y almacenar a -20°C. dNTPs son estables durante varios meses.
8.2 ANEXO 2 - LISTA DE REACTIVOS Y EQUIPOS PARA LA PCRY PCR

EN TIEMPO REAL Solucion de cebadores 20 uM y sondas 10 pM
Los oligonucleotidos cebadores se suministran generalmente en forma liofilizada y se

8.2.1 Equipos deben diluir a una concentracion final de 20 pM.

= Micropipetas y puntas Preparar solucion de cebadores 100 pM de acuerdo con las instrucciones del proveedor.

= Termociclador = 1uM =1 pmol /pl de modo que 20 uM = 20 pmol / pl

= Microcentrifuga = "n" nmol Primer+10x"n" pl de TE 0.1X =100 pmol / pl =100 pM

= Mezclador Vortex Si mis primers tienen 0.05 pmol = 50 nmol, entonces:

= Gradilla para tubos de reaccion 50 nmol Primer + 500 pl de TE bifer (1:10) = 100 pmol / pl = 100 uM

= Tubos de reaccion de 0,2 ml PCR

= 1,5 ml tubos de microcentrifuga Preparar alicuotas de 100 pl para almacenamiento por largos periodos a -20°C

= Laboratorio estéril independiente equipado con tubos UV
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Cebadores 20 pM:
Anadir 400 pl de agua estéril a 100 pl de la solucion de primers (100 uM)

Sondas 10 pM:
ARadir 450 pl de agua estéril a 50 pl de la solucién de sonda (100 pM)

Dividir en pequefas alicuotas y almacenar a -20°C. Las alicuotas almacenadas a
-20°C son estables durante al menos 6 meses. Los cebadores liofilizados son estables a
-20°C durante un maximo de tres anos.

Tampon PCR 10X
= Normalmente, el tampén de PCR 10X, que contiene KCl 500 mM, Tris-HCl 100 mM
(pH 9,0 a 25°C) y 1% de Triton X-100 se proporciona junto con la ADN polimerasa
Taqy esta listo para usar. El tampdn debe ser mezclado y centrifugado brevemente
antes de cada uso.
= Las alicuotas se almacenan a -20°C y son estables durante varios meses.

Solucién de MgCl2 25 mM
= La solucion de MgCI2 "grado PCR" se suministra generalmente junto con la ADN
Polimerasa Taq v esta listo para usar. La solucion debe mezclarse (vortex) antes de
cada uso vy se centrifuga brevemente (para eliminar el gradiente de concentracion
que se puede formar en el caso de una conservacion prolongada).
= Almacenar a -20°C.

8.3 ANEXO 3 - REACTIVOS NECESARIOS PARA LA PREPARACION
DEL GEL DE AGAROSA

8.3.1 Equipos y materiales

Matraces pequenos (250 ml)

Pipetas de vidrio de 5 ml.

Probetas (50 ml or 100 ml, 1L)

Micropipetas y puntas desechables para las mismas.
Tubos eppendorf de 0.2 ml.

» Balanza

Centrifuga Eppendorf de sobremesa.

= Microondas o mechero de gas.

Equipo de electroforesis (cubeta, soporte/molde, peine, fuente de alimentacion).
Transiluminador de luz UV.

Equipo de tratamiento de imagen y fotografia.
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8.3.2 Reactivos

= Agua desionizada

= Agarosa adecuada para electroforesis de ADN

« Tris [hidroximetil] aminometano (Tris)

« Acido bérico

= Na2EDTA

= Bromuro de etidio

= Sacarosa

= Azul de bromofenol o Cianol de xileno FF

= ADN marcadores:

» Lambda ADN EcoRI/Hindlll digerido (u otros marcadores adecuados similares)
= Marcador de peso molecular de ADN de 100 pb (PCR) 0 50 pb (PCR-RFLP).

8.3.3 Preparacion de soluciones de trabajo

Tampon de TBE 10x (1 litro)

= Tris [hidroximetil] aminometano (Tris) 108 g
« Acido borico 55 g
» Na2EDTA 7,44 g 0 40 ml of 0.5 M EDTA (pH 8)

Mezclar el reactivo con agua desionizada para obtener una solucién de un litro con un

pH de 83.

Conservar a temperatura ambiente.

Tampon de carga 6x (10 ml)

= Azul de bromofenol o Cianol de xileno FF (0.02%) 0,025 g
= Sacarosa (40%) 4 g
= Agua desionizada hasta completar 10 ml de solucion.

Mezclar la solucion y conservar a 4°C.

Bromuro de Etidio 10 mg/ml

Guardar a 4°C protegido de la luz (en envase oscuro y/o envuelto con papel de alu-

minio)
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8.4 ANEXO 4 - LISTA DE REACTIVOS Y EQUIPOS NECESARIOS PARA LLEVAR A CABO

LA DIGESTION DE FRAGMENTOS DE PCR CON ENZIMAS DE RESTRICCION (RFLP)

8.4.1 Reactivos

Hay numerosas enzimas disponibles comercialmente. Las siguientes son sélo ejemplos.

= Alul (10 U/pl) + su buffer correspondiente
= Hinf (10 U/pl) + su buffer correspondiente
= Haelll (10 U/pl) + su buffer correspondiente
= Agua estéril desionizada libre de nucleasas

8.4.2 Materiales

= Bano de agua o bloque calentador de tubos 0.2 ml capaz de mantener temperatura

constante de 37°C durante varias horas
= Tubos de 0.2 ml
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