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La identificacion genética de
especies y su uso en el control de
alimentos, conservacion de la

biodiversidad y deteccion de fraudes.

brote del mal de la vaca loca —o encefalopatia
espongiforme bovina (EEB)- por el que resultaron

E n marzo de 1996 se produjo en Gran Bretana un

~ infectados varios miles de animales. Ello origin6 una
_alarma generalizada en la poblacion, ya que dicha
ermedad, producida por una proteina infecciosa
' Il@amada pridn, que ataca el cerebro de los vacunos,
e en el hombre su equivalente fatal en la enfer-
dad de Creutzfeldt-Jacob. El tema fue tratado en
am’culos de CiENciA Hoy aparecidos ese ano: ‘El
f’ n: un agente infeccioso no convencional’, nimero
:43-51, y ‘Priones y vacas locas’, nimero 34:9-13.

0s bovinos britanicos se infectaron porque fue-
on alimentados con harina de hueso y suplemen-
tos proteicos que contenian cerebros molidos de
oveja. En las ovejas y cabras tiene caracter endémi-
co en ese pais otra encefalopatia espongiforme, lla-
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mada scrapie, de la que no habia evidencia de con-
tagio a las personas y que, se creia, tampoco se
transmitia a otras especies animales. Sin embargo,
los casos de mal de la vaca loca de 1996 llevaron a
la conviccién de que se habia producido el pasaje
de la enfermedad de ovinos a vacunos, o de una
especie animal a otra, y esto preocup6 a los investi-
gadores, sobre todo porque, por los mismos anos,
habia aumentado el numero de tamberos que
murieron a causa de la enfermedad de Creutzfeldt-
Jacob. La conclusién fue que los priones infeccio-
sos podrian pasar de la hacienda vacuna a los seres
humanos, algo que con el tiempo se confirmo.

Una vez conocidos los contagios de la enfermedad
neurodegenerativa de ovinos a vacunos, es decir, a
través de las barreras que separan las especies, las
legislaciones de la Unién Europea y de los Estados
Unidos prohibieron el uso de proteinas derivadas de
tejidos de rumiantes para alimentar animales de
consumo humano. Ademas, se intensificaron las
inspecciones tendientes a controlar los componen-
tes utilizados en la elaboraciéon de alimentos balan-
ceados para rumiantes, con el fin de detectar la pre-
sencia de materias primas procedentes de animales
prohibidos (entre los que se encuentran bovinos,
ovejas, cabras, ciervos y alces), de suerte de preve-
nir la propagacion de la EEB.

En paralelo con lo anterior -y posiblemente en
parte por su influencia—, en los ultimos afos han
cambiado muchas actitudes de los consumidores,
principalmente en los paises desarrollados: buscan
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la comida que consideran mds sana y procuran
conocer el origen y la calidad de los productos que
compran. No solo se proponen evitar alimentos
adulterados, sino que se ha creado en muchos luga-
res una resistencia a los elaborados con organis-
mos transgénicos (véase ‘Cultivos obtenidos por
ingenieria genética’, CIENCIA Hoy 87:26-27, 2005).

Cabe preguntarse, ante esta situacion, si la gené-
tica puede ayudar a garantizar la seguridad alimen-
ticia de la poblacidn. ;Es posible extraer ADN de ali-
mentos procesados? Y, si asi fuera, jse pueden
identificar los componentes de un alimento balan-
ceado, para evitar aquellos asociados con la dise-
minacion de la EEB?

Las técnicas genéticas han demostrado ser de gran
utilidad para resolver, entre otras, dos tipos de situa-
ciones: la identificacion de los individuos de los que
provienen las muestras que se analizan, y la determi-
nacion de la especie a que esos individuos pertene-
cen. Los primeros analisis utilizados para identificar
especies, anteriores a la moderna genética molecu-
lar, se valieron de métodos microscépicos, orienta-
dos al estudio de fragmentos de huesos de animales.
Tal tipo de andlisis consume mucho tiempo, requiere
la presencia de especialistas y solo permite determi-
nar la clase zooldgica (mamifero, ave, pez) pero no la
especie de la que provino una muestra.

La aparicion de métodos genéticos brindé una
mejor alternativa, pues estos permiten llegar a con-
clusiones con alto grado de especificidad. Ademas,
son aplicables incluso en el caso de productos some-
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Figura 1. Comparacion de secuencias de una misma region de ADN de 5 especies diferentes. Las regiones conservadas y variables
estan sombreadas en colores celeste y amarillo respectivamente. Los asteriscos identifican las columnas en las que no hay diferencia

entre las especies.



tidos a altas temperaturas durante su elaboracion,
como ocurre con los alimentos balanceados. Se ha
demostrado que, si bien las proteinas se degradan
cuando se cocinan los alimentos, el ADN queda sufi-
cientemente inalterado, pues es una molécula relati-
vamente resistente a la temperatura y puede ser
identificada aun después del proceso térmico.

Entre los primeros casos en los que se aplicaron
métodos basados en el ADN para resolver esta
clase de problemas pueden mencionarse el control
de stocks pesqueros, la deteccion de trafico de
especies silvestres en peligro de extincidén y la iden-
tificacion del origen geogréafico del atun enlatado, lo
ultimo para resolver una controversia entre pesca-
dores del Pacifico y del Atlantico relacionada con el
uso de redes que atrapan a delfines.

¢{En qué se basan los métodos de identificacion
de especies mediante el andlisis del ADN? Las dis-
tintas especies de vertebrados tienen, en esencia,
los mismos genes. En otras palabras, sus respecti-
vos genomas (el conjunto de todos sus genes) coin-
ciden, lo cual se debe a que comparten una historia
evolutiva y descienden de un ancestro comun.
Como las proteinas sintetizadas a partir de genes
homologos (genes con cierta semejanza debido a
que han sido heredados de un ancestro comun)
cumplen las mismas funciones en las diferentes
especies, tienden a mantener su estructura y fun-
cion a pesar de la acumulacién de mutaciones pro-
ducida desde la separacion de la descendencia del
ancestro comun en especies diferentes. Por esta
razén, cuando se comparan las secuencias de genes
homodlogos correspondientes a diferentes especies
es posible advertir regiones conservadas de las
moléculas de ADN de su genoma (en las que no se
advierten diferencias entre las secuencias de nucle6-
tidos de las diferentes especies) y regiones varia-
bles (en las que se advierten esas diferencias entre
las especies) (figura 1).

¢Cuales son las etapas de aplicacion de esta técni-
ca? El primer paso para la deteccién del origen espe-
cifico de los componentes de un alimento consiste
en la extraccién y purificacion de moléculas de ADN.
Cuando los alimentos son frescos y han sido mante-
nidos a bajas temperaturas, el material genético per-
manece en muy buenas condiciones. Por el contra-
rio, cuando se analizan productos procesados, como
los alimentos balanceados, los embutidos y los que-
sos, podria esperarse que el ADN esté degradado y
que no sea posible su identificacion. Sin embargo,
aungue esto es hasta cierto punto cierto, hoy existen
técnicas que permiten purificar y caracterizar molé-
culas de ADN con algun grado de degradacion.

El segundo paso consiste en amplificar pequenos
fragmentos seleccionados del ADN por medio de la

reaccion en cadena de la polimerasa, o PCR (véase
‘PCR: La multiplicacién de los genes’, CiEncia Hoy,
23:52-59, 1993). El andlisis se puede realizar por dos
caminos diferentes. Uno se vale de cebadores (o
primers) universales, que permiten amplificar frag-
mentos de ADN de cualquier especie de mamiferos.
Posteriormente, se realiza la digestion de dichos
fragmentos con enzimas de restriccidon, que cortan
el ADN en secuencias especificas (ver recuadro
‘Digestién con enzimas de restricion y separacion
de moléculas por electroforesis’). El resultado de
este proceso consiste en un patron de bandas,
semejante a un cédigo de barras, que es diferente
para cada especie debido a las regiones variables
(figura 2, panel izquierdo). Los patrones de la diges-
tion obtenidos por esta técnica se comparan con los
patrones correspondientes a las especies declara-
das por el fabricante del producto analizado y con
aquellas que potencialmente podrian estar presen-
tes como contaminantes o adulteraciones.

El otro camino que utiliza la PCR para amplificar
pequenos fragmentos seleccionados del ADN recu-
rre a cebadores especificos, o propios de cada espe-
cie, disenados a partir de las regiones variables, lo
que resulta en fragmentos de amplificacion de
tamanos diferentes. La identidad de cada especie se
detecta por la presencia o ausencia de bandas (figu-
ra 2, panel derecho). Alternativamente, se puede
comparar la secuencia de nucleétidos de los frag-
mentos amplificados con la secuencia conocida de
las especies cuya presencia o0 ausencia se procura
constatar (figura 1).

Para comprender la utilidad practica de estas téc-
nicas, imaginese el lector que va a un supermerca-
do en busca de queso. En las géondolas encuentra
diferentes productos y marcas: las etiquetas anun-
cian quesos de vaca, de oveja, de cabra, mezclas de
estos y hasta una mozzarella de leche de bufala. Si
se acerca a la seccion de embutidos, vera que algu-
nos proclaman su composiciéon solo con carne de
vaca o de cerdo, otros con ambas carnes, y sospe-
cha que la mortadela contendra carne equina. No
sorprenderd a nadie que los compradores se pre-
gunten si, efectivamente, los productos contendran
los ingredientes declarados en las etiquetas, si
habra adulteraciones y si estaran presentes conta-
minantes. La identificacion de las especies por los
métodos explicados de genética molecular constitu-
ye una herramienta muy util para despejar las
dudas anteriores, en particular en alimentos como
quesos, embutidos, paté, carnes procesadas, hari-
nas de pescado, caviar, conservas, etc. No solo per-
mite constatar las especies presentes o establecer
ausencias, sino, también, determinar las cantidades
relativas de los componentes.
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El uso de la técnica de PCR como herramienta de
cuantificacion en el analisis de ADN inicialmente
estuvo restringido al rastreo de organismos genéti-
camente modificados o a contaminaciones con
microorganismos. Es mds reciente su uso para eva-
luar los ingredientes usados en la manufactura de
alimentos. Se han creado procedimientos simplifi-
cados o estdndares para estimar las proporciones
de esos ingredientes; por ejemplo, las partes de
carne bovina y porcina en un embutido se pueden
estimar comparando los resultados de los anélisis
del producto estudiado con los de muestras control
de composicion conocida. Recientes modificaciones
de la técnica de la PCR (PCR competitivo, PCR en
tiempo real) permiten cuantificaciones precisas y
confiables de las distintas especies.

La identificacion de especies y la certificacién de
origen tienen importancia para personas que pade-
cen de algunos tipos de alergias, como las produci-
das, por ejemplo, por proteinas de leche de vaca.
Tales pacientes deben sustituir la leche vacuna y sus
derivados por productos caprinos u ovinos. Las téc-
nicas que se explicaron permiten distinguir entre
especies cercanas, como son vacas, ovejas y
cabras, y brindan la posibilidad de detectar procedi-
mientos fraudulentos en la manufactura de esos ali-

mentos, del tipo de la sustitucion de una leche por
otra. Adulteraciones de esta clase no suelen ser
infrecuentes, debido al mayor costo de las leches de
cabra y oveja y a sus menores volumenes de pro-
duccion. También es posible diferenciar el ADN
bovino del de bufalo, algo importante para certificar
el origen del queso mozzarella.

Los organismos genéticamente modificados (véase
‘Alimentos transgénicos’, CIENCIA Hoy, 62:19-43, 2001;
‘Impacto ambiental de los cultivos transgénicos’, CIEN-
clIA Hoy, 76:26-37, 2003, y ‘Cultivos genéticamente
modificados: jpreocuparse u ocuparse?’, CIENCIA HoOY,
83:16-21, 2004), difundidos en la ultima década, estan
cobrando creciente importancia en especies como
papa, soja, maiz, bacterias del yogur, etc. Modificacio-
nes genéticas habituales consisten en insertarles
genes de otras especies, que pasan a integrar el geno-
ma del organismo en cuestion (el cual, de esa mane-
ra, se convierte en un organismo transgénico) y le
confieren resistencia a ciertas enfermedades, o al ata-
que de insectos, 0 a compuestos quimicos como her-
bicidas. En estos casos, la identificacion se realiza
mediante la deteccidn de los segmentos de ADN exo6-
geno. El hecho de que ya se comercialicen productos
alimenticios que incluyen organismos genéticamente
modificados en su composicion, y que, por otro lado,

PCR, la reaccion en cadena de la polimerasa

La reaccion en cadena de la
polimerasa (o PCR, sigla de Polymerase
Chain Reaction) es una técnica ideada
por Kary Mullis en 1986. Se utiliza para
sintetizar in vitro secuencias especificas
de ADN. Las polimerasas son enzimas
que sintetizan a los acidos nucleicos,
(tanto el ADN y el ARN). El método imita
el proceso natural de replicacion del
ADN en las células, llevado a cabo por
polimerasas de ADN. El mayor mérito
de la PCR es que, a partir de un pequeno
numero de moléculas, permite obtener
gran numero de copias de un fragmento
de ADN, lo que resulta de enorme
utilidad en gran parte de los estudios
de biologia molecular. El tamaino del
fragmento replicado puede variar entre
unos 100 y unos pocos miles de pares
de bases.

Para realizar la multiplicacion de un
fragmento determinado de ADN se debe
contar con una cadena que funcione
como molde a amplificar y con un par de
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cebadores o primers. Los
ultimos son oligonucledtidos
(cortos tramos de ADN de
cadena simple, compuestos por
aproximadamente unas 20
bases) de secuencia conocida
que se unen a los extremos del
fragmento a amplificar. Si bien
es necesario conocer la
secuencia de bases de los
cebadores, no es preciso
conocer la del interior del
segmento a amplificar.

La PCR puede utilizarse para
la deteccién de mutaciones (por
ejemplo, las que producen
enfermedades hereditarias),
para identificar secuencias
especificas propias de
infecciones por virus o
bacterias, para reconocer
especies, para analisis de
filiacion y para estudiar ADN
fosil, entre otras aplicaciones.

Segmento de ADN a amplificar

NN NN NN NN NN\ NN AN
ADN molde. 3

ADN flanqueado por los primers
(secuencia conocida o no)

VVVVW /S SV
* *

sitios de pegado de los
cebadores o primers
(secuencia conocida)

+
VVVVVVVVVVVVVVVVVV

sintesis de la primera cadena
(en verde) a partir del primer

!

sintesis de la segunda cadena
l Repeticion ciclica
de la amplificacion



existan preocupaciones entre consumidores y entida-
des ecologistas acerca de su seguridad, han llevado a
distintos paises a establecer la obligacion legal de
identificar tales alimentos mediante leyendas apro-
piadas en sus etiquetas. Los analisis de ADN permi-
ten asegurar la presencia o ausencia de materias
primas genéticamente modificadas en los alimen-
tos, tanto a lo largo del proceso de produccion
como de la comercializacion.

También en los alimentos son comunes distintos
tipos de contaminaciones bacterianas. Asi, en los
ultimos tiempos ha adquirido resonancia la conta-
minacidn de carnes con cepas patdgenas de la bac-
teria Escherichia coli, que producen diarreas seve-
ras y causan una grave enfermedad urinaria conoci-
da como sindrome urémico hemolitico. La contami-
nacion de la carne se produce por lo comun por
falta de higiene, tanto cuando se faenan los anima-
les como durante el procesamiento de los cortes. Es
posible utilizar los analisis de ADN para identificar
las cepas patégenas y la determinacion de en qué
etapa del procesamiento y comercializaciéon de la
carne se produjo la contaminacion.

Amplificacion de ADN

Extraccion
de ADN

l
|

La caza furtiva y la recoleccion ilegal de plantas
representan una amenaza para una amplia varie-
dad de especies en peligro de extincion, desde
grandes felinos, elefantes, osos y rinocerontes,
hasta aves, cetaceos, peces y plantas. La mayoria
de los paises tienen leyes que protegen a los ani-
males y las plantas amenazados. Sin embargo, a
veces es dificil obtener evidencia que demuestre la
culpa de individuos sospechosos de apropiacién o
comercio ilegal de especies en peligro de extin-
cion. Los métodos de genética molecular pueden
ser usados en tales casos para identificar el origen
de material biolégico como marfil, cuernos, hue-
vos, caparazones de tortugas, carne, plumas, pelos
y materiales vegetales. Estos métodos han adquiri-
do un cometido importante y creciente en la detec-
cion y prevencion de la caza y el trafico ilegales de
especies silvestres.

Un caso interesante fue la identificacion especifi-
ca de carne de ballenas protegidas en el Japén y en
Corea. El analisis de ADN mitocondrial establecio
que gran parte de la carne de ballena destinada
para consumo humano no era de ballenas Minke,

!

Identificacion por digestidon con
enzimas de restriccion
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Figura 2. Identificacion genética de los constituyentes de los alimentos. Los primeros pasos implican la extraccion de ADN de las
muestras y la amplificacion de un segmento determinado por la técnica de PCR (en color verde). En la parte inferior del grafico, a la
izquierda, se muestra la separacion, por medio de electroforesis, de los fragmentos de ADN resultantes de la digestion con enzimas
de restriccion de una region del ADN mitocondrial amplificado por PCR. A la derecha se muestra una electroforesis de fragmentos
amplificados por PCR utilizando cebadores especificos para cada especie. Los ultimos se diferencian por los distintos tamanos de las
bandas amplificadas. En ambos paneles se muestran los patrones de bandas caracteristicos de seis especies conocidas comparadas

con los patrones de cuatro muestras de origen desconocido.
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cazadas, segun los japoneses, con fines cientificos,
sino de ballenas de Bryde y de otras dos especies,
las azules y las jorobadas. Ademas, se descubrid
que parte de la supuesta carne de ballena no era tal,
sino delfin, marsopa, oveja y caballo. No solo se tra-
taba de un caso de pesca ilegal de ballenas, sino,
también, de engano a los consumidores.

En una situacién semejante, el analisis de ADN
mitocondrial reveld que el 23% de las muestras de
caviar tomadas en Nueva York estaban adulteradas.
Este hecho tenia también implicancias conservacio-
nistas, ya que la mayoria de las 27 especies de estu-
riones se encuentra en peligro de extincion debido a
la excesiva pesca y a la degradacion del ambiente.

Otros ejemplos de la utilidad de este tipo de téc-
nicas fueron la identificacion de antilopes oryx de
Arabia (Oryx leucoryx), en peligro de extincién y
cazados ilegalmente, y la determinacion, por medio

del analisis de ADN mitocondrial, de la regién
donde habian sido cazados 26 chimpancés confis-
cados en Uganda. Lo ultimo hizo posible que los
animales pudieran ser devueltos a su habitat.
Actualmente, se estdn ideando métodos también
basados en ADN mitocondrial para detectar deriva-
dos de tigre en medicinas asiaticas.

Las mitocondrias poseen su propio sistema genéti-
co, separado y distinto del genoma del nucleo de las
células. Segun la teoria endosimbidtica (difundida
por Lynn Margulis hacia fines de la década de 1960),
que se refiere al origen evolutivo de las células euca-
riotas, este ADN mitocondrial tiene una procedencia
diferente del ADN nuclear: provendria de bacterias
que desarrollaron una relacién simbidtica con células
primitivas, precursoras de dichas células eucariotas.
El genoma mitocondrial esta constituido por molécu-
las circulares de ADN, como las de las bacterias.

Digestion con enzimas de restriccion y separacion de moléculas por electroforesis

Una de las primeras herramientas
utilizadas en los laboratorios de biologia
molecular estuvo constituida por las
enzimas de restriccion (o endonucleasas
de restriccion), enzimas que cortan el
ADN en lugares concretos y especificos
de su secuencia. Fueron identificadas en
bacterias, en las que aparentemente
cumplen una funcion defensiva frente a
la entrada en la célula de un ADN
extrano (por ejemplo de un virus).
Debido a que las enzimas de restriccion
digieren secuencias especificas de ADN,
pueden ser utilizadas para cortar una
molécula de este en sitios Unicos. Por
ejemplo, la enzima EcoRI reconoce la
secuencia de seis pares de bases
GAATTC, la que esta presente cinco
veces en el ADN de un virus bacteriano
denominado bacteriéfago A. Asi, dicha
enzima digiere el ADN del virus (o fago)
en seis fragmentos de entre 3600 y
21.200 pares de bases de longitud. Los
fragmentos pueden separarse segun su
tamano por medio de una electroforesis
en gel, un método por el que se separan
las moléculas basandose en su velocidad
de migracion en un campo eléctrico. El
gel, habitualmente compuesto de
agarosa o poliacrilamida, se situa entre
dos compartimientos con electrodos en
los que se dispone un tampodn o buffer.
La muestra (por ejemplo, una mezcla de
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fragmentos de ADN para ser analizados)
se deposita en ranuras preformadas y se
aplica el campo eléctrico. Los acidos
nucleicos tienen carga negativa, por lo
que migran al electrodo positivo. El gel
se comporta como un filtro poroso que

ADN del fago A

retrasa la migracion de los fragmentos
mas grandes. Las moléculas de menor
tamano se mueven a través del gel con
mayor rapidez, lo que permite la
separacion de una mezcla de acidos
nucleicos en funcién de su tamano.

rL X XX

YV NN\ NN YNYYNNNNNNNNNNYNY

l Digestion con EcoRl

48,5 kb
NNV 21,2 kb 3.6kb WA
7.5 kb NN
5,7 kb NN
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Estan presentes en varias copias por organulo, de
forma que en una unica célula se pueden encontrar
varios miles de copias de estas moléculas. A diferen-
cia del ADN nuclear, el mitocondrial no sufre proce-
sos de recombinacion, y posee una tasa de mutacion
mucho mas rapida, que conduce a la acumulacién de
diferencias, incluso entre especies evolutivamente
muy cercanas. Esto, sumado al mencionado alto
numero de copias, permite que, a partir de unas
pocas células o de muestras en las que el ADN ha
sufrido alguna degradacidn, sea posible extraer por
lo menos algunas moléculas intactas y asi realizar los
analisis de identificacion de especies.

En las carreras que se llevan a cabo en los princi-
pales hipédromos argentinos se realizan oficial-
mente controles antidoping de los caballos que
obtienen los puestos primero y segundo de cada
prueba. Muestras de la orina de esos animales son
enviadas a laboratorios donde se realiza el analisis.
Los propietarios tienen la posibilidad de apelar si
tienen dudas sobre el origen de una muestra de
orina que arrojo resultados positivos. Pero median-
te los métodos explicados de biologia molecular es
posible obtener ADN de muestras de sangre y com-
pararlo con el ADN de muestras de orina del animal
en cuestion, y asi garantizar la correcta identifica-
cion de los casos de doping positivo.

Como se aprecia, la cantidad y variedad de infor-
macién almacenada en la molécula de ADN puede
resultar de utilidad para diferentes propdsitos. En el
ADN existen regiones altamente variables que per-
miten la identificacién individual y regiones menos
variables que posibilitan la diferenciacién de las
especies. Ademas, la molécula de ADN posee sufi-
ciente estabilidad como para permitir el andlisis de
muestras bioldgicas con diferente grado de conser-
vacion y procesamiento. Estas técnicas moleculares
contribuyen a mejorar la calidad de vida y la sani-
dad humanas y de animales. cH]|
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