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ABREVIATURAS

AFLP: Polimorfismos en la longitud de fragmentos amplificados (del inglés Amplified
Fragment Length Polymorphism)

CBOL: The Consortium for the Barcode of Life

C+: Numero de ciclo en el cual la muestra alcanza un nivel de fluorescencia fijado (del
ingles cycle threshold)

HPLC: Cromatografia liquida de alta resolucion (del inglés High-Performance Liquid
Chromatography)

DHPLC: Cromatografia liquida desnaturalizante de alto rendimiento (del inglés
Denaturing High-Performance Liquid Chromatography)

E: Eficiencia de la reaccion de PCR o el niumero de copias medio de producto de
reaccion por ciclo de PCR

EDTA: Acido etilendiaminotetraacético

EEB: Encefalopatia Espongiforme Bovina

ELISA: Ensayo por inmunoabsorciéon ligado a enzimas (del acronimo inglés Enzyme-
Linked ImmunoSorbent Assay)

FC: Zumo procedente de concentrado

FINS: Metodologia que identifica la especie de la que procede una muestra mediante el
estudio comparativo de su secuencia con la de otras especies (del inglés Forensically
Informative Nucleotide Sequencing)

FRET: Fenémeno de la transferencia de energia de fluorescencia por resonancia

FTIR: Transformada de Fourier (del ingles Fourier transform infrared)

GC: Cromatografia de gases

GC-MS: Cromatografia de gases-espectrometria de masas

HPLC: Cromatografia liquida de alta resolucion (del inglés High-Performance Liquid
Chromatography)

IEF: Isoelectroenfoque

IMIDA: Instituto Murciano de Investigacién y Desarrollo Agrario y Alimentario

LC-MS/ MS: Cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masas

LINES: Retrotransposones de DNA nuclear con secuencias repetidas largas (del inglés
Long Interspersed Nuclear Elements)

MALDI-TOF: desorcion/ionizacion laser asistida por matriz acoplada a detector de iones
(de sus siglas en inglés Matrix-Assisted Laser Desorption/ lonization — Time Of Flight)
MBM: Piensos o harinas de carne y hueso (del inglés Meat and Bone Meal)

MGB: Afinidad por el surco menor del DNA (del inglés Minor Groove Binding)

Molecular Beacons: Sondas con estructura tipo horquilla

NFC: Zumo no procedente de concentrado (en inglés juice not from concentrate)

NIR: Espectroscopia infrarroja cercana (del inglés Near-Infrared Spectroscopy)

NTD: Reaccién control sin DNA diana (del inglés non target DNA control)

OGM: Organismos genéticamente modificados

PAGE-SDS : Electroforesis realizada en geles de poliacrilamida con dodecil sulfato de
sodio

pb: Par de bases

PCR: Reaccion de amplificaciéon de la polimerasa en cadena (del inglés polimerase chain
reaction)

PCR-RFLP: Reaccion de amplificacién de la polimerasa en cadena seguida de digestién
de los productos de DNA con enzimas de restriccion (del inglés Polimerase Chain
Reaction -Restriction Fragment Length Polymorphism)

PCR-SSCP: Reaccion de amplificacion de la polimerasa en cadena seguida del analisis
de polimorfismos de conformaciones monocatenarias (del inglés Polimerase Chain
Reaction Single-Strand Conformation Polymorphism)

gPCR: PCR en tiempo real (del inglés quantitative polymerase chain reaction)

QUID: Etiquetado cuantitativo de ingredientes (del inglés QUantitative Ingredient
Declaration)

RAPD: DNA polimérfico amplificado al azar (del inglés Random Amplified Polymorphic
DNA analysis)

SDS: Dodecil sulfato de sodio (en inglés Sodium Dodecil Sulfate)



SINES: Secuencias repetidas cortas en DNA nuclear (del inglés Short Interspersed
Nuclear Elements)

SNIF-NMR®: Técnica que utiliza la resonancia magnética nuclear logrando la
identificacion mediante comparacién de perfiles atdmicos (del inglés Site-specific Natural
Isotopic Fractionation Nuclear Magnetic Resonance)

SNP: Mutaciones puntuales que afectan a un solo nucleétido

STR: DNA satélite (del inglés short tandem repeats)
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Resumen

La verificacion de las especies animales y vegetales presentes en productos alimenticios
mediante métodos analiticos es una necesidad creciente para la industria alimentaria y los
organismos de control oficiales. La deteccién de sustituciones de especies de alto valor por
otras de precio inferior en productos alimenticios, la verificacién de los porcentajes de cada
especie declarados en el etiquetado y la deteccién de especies no autorizadas son, entre
otros, algunas de las aplicaciones de los meétodos moleculares de identificacion y
cuantificacion de especies en alimentos. En esta tesis se han abordado diferentes aspectos
de las técnicas para la deteccion y cuantificacion de especies basadas en la amplificacion
en tiempo real de secuencias de DNA especificas. En primer lugar, se ha disehado y
ensayado un método basado en sondas TaqMan® MGB (Minor Groove Binding) genéricas y
cebadores especificos para DNA mitocondrial de varias especies carnicas: vaca (Bos
taurus), cerdo (Sus scrofa), pollo (Gallus gallus) y pavo (Meleagris gallopavo). Ademas, se
propone un nuevo método de calculo que permite detectar la presencia de DNA de otras
especies eucariéticas en la muestra cuando se encuentran en porcentajes mayores del
20%. Este amplicon general para organismos eucariotas también se utiliza para normalizar
los valores obtenidos con los amplicones especificos, posibilitando la cuantificacion de
muestras que contienen mezclas de materiales procedentes de diferentes especies,
siguiendo un método basado en el numero de ciclo en el que se alcanza una fluorescencia
umbral. Puesto que el procesado de los alimentos es algo habitualmente usado con objeto
de conservar y preparar los alimentos, en un trabajo experimental posterior se ha estudiado
la forma en la que el tratamiento de calor y el tiempo de exposicion pueden afectar al DNA y
llegar a ser una causa de error en los analisis cualitativos y cuantitativos. Los detectores
disefados para vaca y cerdo se utilizaron en este caso para verificar el contenido de cada
especie en mezclas de carne sometidas a tratamientos con calor. En una segunda
aproximacion, se disefiaron nuevos detectores para analizar la fragmentacion de la cadena
DNA en las carnes tratadas a partir de las amplificaciones obtenidas con cebadores
separados en 95, 250 y 350 pares de bases en muestras de carne sometidas a diversos
tratamientos de coccion y esterilizacion. Comparando los resultados con los obtenidos
utilizando DNA tratado con diferentes concentraciones de DNasa | fue posible establecer

una correlacion entre los tratamientos térmicos y el grado de fragmentaciéon del DNA.

En esta tesis se presentan también los resultados obtenidos de la aplicacién de
métodos de PCR en tiempo real con SYBR® Green para la identificacion de DNA en
mezclas complejas. Se evalué la capacidad de deteccién y cuantificacion de DNA
procedente de especies comerciales comunes: vaca (Bos taurus) y cerdo (Sus scrofa),
frente a dos especies no comunes o exoticas: caballo (Equus equus) y canguro (Macropus
robustus), en productos alimenticios, mediante el analisis de las curvas de fusién de los
productos de la reaccion de la polimerasa en cadena en tiempo real con reacciones uniplex
y multiplex usando SYBR® Green. En las condiciones ensayadas, el area bajo los picos

observados en las curvas de fusion de las reacciones duplex no es proporcional a las



Resumen

cantidades relativas de cada especie en la mezcla lo cual impide el uso de sistemas
multiplex para aplicaciones en las que sea necesario obtener datos cuantitativos. Sin
embargo, los resultados obtenidos con SYBR® Green en reacciones uniplex y duplex con el
DNA de las especies por separado, son equiparables a los resultados logrados mediante el
uso de sondas de hidrdlisis fluorescentes, demostrando que esta aproximaciéon mas sencilla

y econodmica puede ser adecuada para algunas aplicaciones analiticas.

Finalmente se ha abordado el problema de la discriminacion de especies muy préximas
filogenéticamente o variedades dentro de una misma especie, utilizando como ejemplo el
caso de la diferenciacion de naranja y mandarina en zumos. Se propone un método de
deteccion/cuantificacion, basado en la utilizacion de un juego de cebadores comunes para
las dos especies y dos sondas TaqMan® MGB que se diferencian en una sola base,
correspondiente al polimorfismo que identifica cada especie. Los resultados muestran que el
método de gPCR es valido al permitir establecer un limite de deteccion util para diferenciar
entre ingrediente y contaminacién, si bien es necesario que el procedimiento de analisis
vaya acompanado de suficientes reacciones de control con materiales de referencia para

evitar errores de cuantificacion debido a la variabilidad asociada a las medidas.

En conjunto, los resultados obtenidos en esta tesis resaltan la importancia del uso de
materiales de referencia adaptados a la matriz a analizar, tanto en aplicaciones cualitativas
como cuantitativas. Esta estrategia se usa en dos de los trabajos presentados. A diferencia
de otras propuestas que requieren la elaboracién de una coleccion de muestras de
referencia con distintas proporciones de la especie a detectar en la mezcla, en estos
trabajos se muestra que es posible obtener datos fiables utilizando una Unica muestra de
referencia con contenido conocido de las especies a analizar. Esta aproximacién puede
simplificar la puesta a punto y validacién de métodos de andlisis particularizados para cada
tipo de matriz, facilitando la introduccién de los sistemas de identificacion genética en

alimentos.
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Introduccién

2.1 Composicion de alimentos, normas de etiquetado vy
trazabilidad

La busqueda de métodos analiticos mas exactos y sensibles para determinar el origen y
composiciéon de productos destinados a la alimentacion humana y animal se ha
incrementado de forma importante en los ultimos afnos. Esta tendencia se justifica por
diversos intereses, entre los que cabe destacar los econdmicos, éticos y los de salud
publica. La sustitucion fraudulenta de especies de alto valor econémico por otras mas
baratas, la fabricacion de productos con menor cantidad de especie que la declarada, la
inclusion de carne en productos destinados a vegetarianos, la presencia de especies no
permitidas a grupos religiosos asi como el riesgo de salud asociado a comida no apta para
el consumo ha impulsado establecimiento de mayores controles en la cadena de produccién

y comercializacion de productos para alimentacion.

El control del contenido en los productos para alimentacion se puede realizar a dos

niveles:

+ Utilizando métodos de documentacién y etiquetado de los productos e ingredientes
desde su origen y a lo largo de toda la cadena de fabricacion y comercializacion, lo cual ha
llevado al desarrollo de toda una categoria de procedimientos que se engloba bajo el

término de “trazabilidad”.

* Mediante métodos analiticos que permiten la identificacion y cuantificacion de los
componentes utilizados en la elaboracién de alimentos, desde las materias primas hasta el

producto acabado.

La legislacion europea actual aborda ambos aspectos, requiriendo la aplicacion de
sistemas que permitan trazar documentalmente el origen de los productos comercializados,
al mismo tiempo que se aumenta el numero de procedimientos de ensayo estandarizados

para el analisis de alimentos.

Estas necesidades de trazabilidad y analisis se han visto impulsadas sobre todo por dos
situaciones concretas, surgidas en medio de la controversia sobre medio ambiente y los
riesgos de salud, por la comercializacion de alimentos procedentes de cultivos transgénicos
en 1994 (Levidow and Boschert, 2008) y la emergencia de nuevos problemas de salud
publica tales como la crisis de la enfermedad de Creutzfeldt Jakob, entre finales del afio
1994 y principios del 1995, derivada del consumo de carne procedente de animales
alimentados con piensos o harinas de carne y hueso (MBMs) que contenian proteina animal
(Bradley, 2003).

En el caso de los productos transgénicos ha sido necesario elaborar una serie de
protocolos estandarizados para la discriminacién entre los autorizados y no autorizados, que
permita su deteccion incluso en alimentos procesados. Ademas, en la uniéon europea la
obligacién de que el contenido en material transgénico figure en el etiquetado si éste

sobrepasa una proporcion determinada (actualmente el 0.9%) ha hecho necesario el
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desarrollo de métodos de ensayo cuantitativos muy sensibles y robustos que se utilizan en
los laboratorios de calidad y seguridad alimentaria (Di Pinto et al., 2008; Miraglia et al.,
2004).

La variante de la enfermedad de Creutzfeldt Jakob es una enfermedad
neurodegenerativa humana claramente vinculada con la encefalopatia bovina espongiforme
(EEB) transmisible del ganado. La prohibicion de utilizar proteinas derivadas de animales,
excepto de peces, en la alimentacién animal ha controlado eficazmente el desarrollo de la
epidemia de EEB (Frezza et al., 2008). Esta prohibicion, impuesta por la Unién Europea en
el afio 2002 (European Commission, 2002) impulsé de forma importante el estudio de
métodos mas precisos para la identificacion y cuantificacion de especies en alimentos para
animales, generandose la necesidad de controlar la veracidad del etiquetado en los
referidos productos alimenticios mediante métodos que permitan la deteccion de cantidades
muy pequefias de carne de vacuno en los diferentes tipos de productos, incluso en los
procesados. Asi, se han propuesto distintos métodos que permiten la deteccion de DNA de
mamifero en general, y vacuno en particular, incluso en el caso de DNA altamente
degradado mediante la amplificacion de fragmentos tan cortos como 66 y 76 pares de bases

(pb) respectivamente (Brodmann and Moor, 2003).

En lo que concierne a las especies animales o vegetales presentes en un producto para
alimentacion, puede ser necesario conocer tanto su presencia como ausencia o, en su caso,
la cantidad, a efectos de verificacion de los valores declarados en el etiquetado (Ghovvati et
al., 2009). Diversos estudios han demostrado que el etiquetado incorrecto, bien sea fortuito
o intencionado, es muy frecuente tanto en productos elaborados como frescos. En un
estudio realizado en 1995 mediante inmunoensayo sobre 902 productos carnicos, se
encontré que el 15% de los productos frescos y el 22% de los productos procesados
contenian especies animales no declaradas en el etiquetado (Hsieh et al., 1995). En un
estudio mas reciente utilizando metodologia similar se han detectado porcentajes
incorrectos proximos al 20% del etiquetado, fundamentalmente carne de ave sustituyendo a
ternera (Ayaz et al., 2006). Otro estudio independiente realizado mediante reacciones de
polimerasa en cadena (PCR) multiple sobre muestras de carne picada, salchichas y fiambre
obtuvo resultados similares, detectandose casos frecuentes de presencia de carne
fraudulentamente afiadida en estos alimentos procesados: el 40% de las muestras de
salchichas y el 30% de las muestras de fiambre se encontraban contaminadas con DNA
procedente de aves de corral (Ghovvati et al., 2009). Otros estudios en diferentes paises,
realizados mediante analisis por inmunodifusién, también arrojan un niumero significativo de
etiquetado erréneo, sobre todo en productos procesados o cocinados (Flores-Munguia et al.,
2000), asi como en piensos para animales (Dalmasso et al., 2004). Un caso particular
dentro de la industria carnica es el fraude en productos derivados de especies escasamente
comercializadas, como el ciervo o jabali, encontrandose frecuentemente DNA bovino, ovino,
porcino y de ave de corral en estos productos (Zha et al., 2010). El problema del fraude y el

etiquetado incorrecto puede ser aun mas extenso en otros productos como la leche, en la
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que es frecuente la adicion de leche de vaca, de menor valor, a la de cabra, oveja o bufala,
de mayor valor, para la fabricacion de lacteos fermentados (Mininni et al., 2009). Tal fraude
puede tener también consecuencias para la salud de los consumidores puesto que algunos
compuestos de la leche bovina tienen un alto potencial alergénico. En cuanto a los
productos pesqueros, la gran variedad de estas especies dificulta su reconocimiento,
especialmente en el caso de alimentos procesados, exponiendo al consumidor a varios
fraudes comerciales y a repercusiones en su salud. La Ley Europea obliga a indicar las
especies por sus nombres comerciales especificos en los productos pesqueros frescos,
pero no en los procesados, en los que se permite denominar las especies de forma
genérica. Una reciente recopilacion de estudios cientificos sobre casos de sustitucion en
productos pesqueros acumula hasta veinticuatro informes afectando a una veintena de
especies diferentes (Puyet and Bautista, 2009). Respecto a la autenticidad de zumos y
néctares se estan detectando numerosos casos de concentrados de naranja que contienen
altos porcentajes de mandarina (superiores al 10%) (Esturo, 2008), lo cual, supone un
fraude alimentario en Espafa, conforme al Real decreto 1050/2003 de 1 de agosto en su
parte 5, en el que se regula la obligatoriedad de indicar en la etiqueta todas las frutas
utilizadas, en orden decreciente, seguin el volumen de los zumos o purés de frutas utilizados
para elaborar el zumo. La adulteracion mas frecuente en el zumo de naranja es debida a la
dilucién con agua, ya que es enmascarada mediante la adicion de azucar, acido citrico,
colorantes etc. Otras formas de adulteracion son la adiciéon de pulpa en vez de zumo o la de
zumos y/o pulpas procedentes de otras frutas, principalmente otros citricos. Esta ultima
forma de adulteracién esta tomando una gran relevancia debido a las fluctuaciones en la

produccion de naranjas en cuanto a calidad y cantidad.

Independientemente de la aplicacion de criterios de trazabilidad, los organismos
encargados de la salud publica y defensa del consumidor, asi como los departamentos de
control de calidad tanto de empresas de procesado como de comercializacion de alimentos
y piensos, requieren métodos analiticos mas fiables que permitan verificar la composicion

de los productos utilizados o comercializados.

La normativa relacionada con el etiquetado de alimentos en general, tanto a nivel
nacional (Real Decreto 121/2004 y 1380/2002 para productos congelados) como europeo
(Reglamento Europeo (CE) 104/2000 y 2065/2001), ha ido elaborandose y modificandose
de forma cada vez mas exigente, a fin de asegurar la trazabilidad en toda la cadena de
produccion alimentaria. EI Real Decreto 1334/1999, de 31 de Julio, aprobaba la Norma
general de etiquetado, presentacién y publicidad de los productos alimenticios en Espafia
(Boletin Oficial del Estado, 1999). Esta norma general de etiquetado fue modificada
posteriormente por el Real Decreto 2220/2004, de 26 de noviembre (Boletin Oficial del
Estado, 2004).

Un paso mas para normalizar el etiquetado de los productos para el consumo lo dio el

Parlamento Europeo dictaminando la implantacién de una normativa comun para la
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declaracion de ingredientes (QUID: QUantitative Ingredient Declaration), plasmado en la
Directiva del Parlamento Europeo CE 13/2000, por la cual se hace necesario no solo
identificar las especies que se han utilizado para la elaboracién de un determinado producto,

sino también en qué cantidad esta presente cada una de ellas (European Council, 2000).

La normativa sobre trazabilidad de los productos alimenticios se inicié con el reglamento
CE n° 178/2002 del parlamento europeo (European Council, 2002). En él, se define el
concepto de trazabilidad que debe aplicarse en las industrias alimentarias como “la
posibilidad de encontrar y seguir el rastro, a través de todas las etapas de produccion, la
transformacion y distribucion de un alimento, un pienso, un animal destinado a la produccion
de alimentos o una sustancia destinada a ser incorporada en alimentos o piensos o con
probabilidad de serlo”. Este concepto se aplica en el sentido de obligar al cumplimiento de
estas normas de etiquetado y documentales de forma que permitan en todo momento seguir
hasta su origen todos los ingredientes y aditivos, lotes, origen geografico y empresas
productoras y procesadoras, que han participado en la manufactura y expedicion del
producto. Para lograr esta trazabilidad se hace necesario establecer controles en la
elaboracién y comercializacion de productos destinados al consumo. Una vez establecidas
las normas y los protocolos que permitan el seguimiento exhaustivo de todos los materiales
y procesos que sigue un producto desde su origen hasta su destino, y con la adecuada
aplicacion de los sistemas de trazabilidad documental, deberia ser posible verificar la
exactitud del etiquetado, tanto en productos frescos como procesados. Sin embargo, estos
sistemas no estan siempre disponibles para todos los productos, siendo particularmente
dificiles de poner en practica en el caso de productos importados de paises donde no se
exige la misma normativa. El fendbmeno de la globalizacion de la industria y el mercado

alimenticio ha supuesto la necesidad del establecimiento de controles adicionales.

2.2 Métodos experimentales para la identificacion de especies

en alimentos

Los sistemas actuales de identificacion y detecciéon de especies animales en productos
para la alimentacién se pueden agrupar en tres categorias atendiendo al tipo de molécula
que analizan: los basados en el analisis de proteinas, los basados en la tecnologia de DNA

y otros sistemas que utilizan informacion independiente de DNA y proteina.
2.2.1 Sistemas basados en proteinas

Este tipo de métodos se basan en la deteccion de proteinas especificas de especie, o de
patrones/perfiles proteicos especificos. Algunos de estos métodos se utilizan rutinariamente
para la deteccion de especies en alimentos, sobre todo para las especies carnicas
(Hitchcock and Crimes, 1985; Skarpeid et al., 2001).
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El uso de marcadores proteicos permiti6 obtener los primeros conocimientos de la
estructura y heterogeneidad genética entre las diferentes especies, variedades vy
poblaciones de distinto origen geografico. El diagndstico de especies basado en
identificacion de proteinas se fundamenta en aspectos tales como las caracteristicas fisicas
y quimicas de la cadena de polipéptidos, el tamafo y la carga eléctrica total de la secuencia
de aminoacidos, la estructura tridimensional y la inmunoreactividad de epitopos especificos.
Sin embargo, estas propiedades nativas pueden perderse o quedar modificadas
drasticamente por condiciones térmicas o la adicion de aditivos quimicos que induzcan a la
desnaturalizacion proteica o la proteolisis. Algunas técnicas proteicas adolecen de otras
limitaciones, como el elevado coste y complejidad, que las hace inadecuadas para el
analisis rutinario de muestras, la imposibilidad de detectar polimorfismos que no impliquen
cambios en secuencia de aminoacidos, lo cual afecta sobre todo a la discriminacion entre
variedades o especies proximas; y lo mas importante, no siempre se pueden aplicar puesto
que la mayoria de las proteinas son termolabiles y se desnaturalizan durante el procesado
de muchos alimentos, por lo que no son aplicables a productos sometidos a tratamientos

térmicos intensivos (Gonzalez et al., 2000).

A continuacion se exponen brevemente las técnicas de identificacion y cuantificacion de
especies basadas en proteinas o péptidos mas utilizadas, junto con algunas propuestas

experimentales.
2.2.1.1 Métodos inmunolégicos

El ensayo por inmunoabsorcion ligado a enzimas (ELISA) (Berger et al., 1988; Hofmann,
1997; Morales et al.,, 1994) o el inmunocromatografico (Rao and Hsieh, 2007) se
fundamentan en reacciones antigeno-anticuerpo y son, con diferencia, los métodos de
identificacion proteico de especies mas utilizados y adecuados para aplicaciones de
laboratorios de analisis y control de calidad. Estos métodos se basan en el uso de un
anticuerpo preparado frente a una region antigénica caracteristica de la especie lo que
permite su deteccion mediante un anticuerpo secundario conjugado que permite la
identificacion visual o mediante técnicas analiticas convencionales como la espectrometria o
fluorimetria. Los analisis se pueden utilizar como herramienta de deteccién y, en algunos
casos, permiten también la cuantificacion de proteina comparando con patrones con
cantidades conocidas de la proteina diana. La inmunodeteccién ha encontrado aplicacién
sobre todo en la deteccion de especies de mamiferos y aves (Bovino, oveja/cabra, pollo), y
en particular en la industrial lactea. En la figura 1 se muestran los esquemas generales de

deteccion mediante inmunoensayo en placa e inmunocromatografia en tiras.
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Figural. Inmunoensayos para deteccion de especies en alimentacién. A: ejemplo de inmunoensayo ELISA: las
proteinas procedentes de la muestra a analizar se depositan en pocillos a los que se afiade el anticuerpo
especifico y, a continuacion, el anticuerpo secundario que se une al primero. La adicién de un sustrato que genera
una sefial detectable (cambio de color, emision de luz o fluorescencia) permite identificar los pocillos en los que
hay presencia del antigeno. B: ejemplo de inmunocromatografia en tiras con una zona reactiva con anticuerpos
especificos y otra de control con anticuerpos anti-conjugado. Cuando la muestra contiene los antigenos, se puede
observar el resultado positivo en dos puntos que aparecen en la banda, mientras que si el resultado es negativo

tan sdlo aparece un punto de control.

Otros métodos de inmunodeteccion, como la identificacidon al microscopio, permiten la
deteccion llegando a conseguir una gran sensibilidad (limites de deteccién incluso por
debajo de 0,1 %o) (Michard and Ziebal, 1999). La inmunodifusion es un método simple muy
adecuado para el desarrollo de kits comerciales, como es el caso de la determinacién de
leche de vaca en la leche de las oveja (Garcia et al., 1989). Por su sencillez y rapidez, el
inmunoensayo es el método mas utilizado para el analisis de especies proteicas en

alimentos. Sin embargo adolece de algunas limitaciones importantes:

* La especificidad de los anticuerpos no siempre permite diferenciar entre especies muy
préximas filogenéticamente. La especificidad de las regiones antigénicas es menor cuanto
mayor sea el parentesco filogénico. Al obtener anticuerpos frente a una proteina que actua
como antigeno, esos anticuerpos reaccionaran positivamente al ponerse en contacto con
esa proteina, pero también daran reacciones positivas al ponerlos en contacto con proteinas
de otros especies filogenéticamente proximas. La intensidad aumentara cuanto mayor sea

la semejanza entre las proteinas, y ésta cuanto mayor sea el parentesco entre las especies.

» La identificacion depende de la disponibilidad de anticuerpos especificos para esa
especie. Especies no habituales, o alimentos en los que la variedad posible de especies es
muy elevada, como ocurre con los alimentos derivados de la pesca, dificultan la elaboracién

de sistemas de identificacion econdmicamente viables.

+ Exigen una puesta a punto laboriosa ya que es necesario identificar epitopos

especificos y generar nuevos anticuerpos para cada nueva especie a identificar.
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» La deteccion depende de la conservacion de la estructura del antigeno. Esta es una
limitacion importante puesto que en alimentos procesados, sometidos frecuentemente a
etapas de esterilizacion por calor, las proteinas pueden perder la conformaciéon requerida
para la unién del anticuerpo. Por lo tanto, para que sea efectivo con productos carnicos
procesados, enlatados, etc., es necesaria la seleccion de péptidos resistentes a la
desnaturalizacion por calor. En la actualidad existen varios kits comerciales que permiten la
identificacion inmunoldgica de las especies mas comunes de la industria carnica y lactea,
con sistemas capaces de funcionar incluso con muestras calentadas a 100°C, pero no con
muestras calentadas a temperaturas superiores (Kits IC y RC de Zeu-inmunotec (Zeu-

inmunotec), ELISA-TEK de Elisa Technologies (Elisa Technologies) y otros).
2.2.1.2 Métodos electroforéticos

Los métodos electroforéticos estan basados en la identificacion de patrones de proteina
especificos tras la separacion por diferencias de movilidad de las proteinas bajo la accion de
un campo eléctrico (Garcia-Segura et al., 1996). La electroforesis en geles de poliacrilamida
(PAGE) posee un gran poder de separacion en funcion de la densidad de carga de las

moléculas y de su tamario.

Entre las técnicas electroforéticas se encuentra el método de isoelectroenfoque (IEF) en
geles de poliacrilamida el cual logra separar las proteinas en un gradiente de pH en funcién
de su punto isoeléctrico (Berrini et al., 2006; Mackie et al., 2000). El isoelectroenfoque se ha
utilizado ampliamente en la identificacion de numerosas especies animales en los alimentos
(Skarpeid et al., 1998). Un ejemplo de IEF se encuentra representado en la Figura 2(A). En
presencia de agentes desnaturalizantes, las proteinas pierden su estructura nativa. Aunque
existen un gran numero de estos agentes, fundamentalmente se usa urea y detergentes
como el dodecil sulfato de sodio (SDS). Son destacables los estudios que comparan el uso
de electroforesis en geles de poliacrilamida en dodecil sulfato de sodio (PAGE-SDS) con el
del isoelectroenfoque en presencia de urea (IEF-urea) para identificar 10 de las especies de
peces mas comunes tras su cocinado. Mediante la comparacién de los resultados del
analisis de 22 muestras de referencia, se ha propuesto la conveniencia de uno u otro
método dependiendo de las especies analizadas (Etienne et al., 2000). Posteriormente se
evaluaron ambos métodos comparando los resultados obtenidos para muestras de pescado
fresco con filetes formados por procedimientos de alta presion. Cuando las proteinas no se
han desnaturalizado, estos métodos no consiguen reproducir el perfil proteico de muestras

frescas siendo el mas adecuado para la distincion entre especies el IEF sin urea.

También se han aplicado métodos de electroforesis capilar basados en la determinacion
de los distintos tiempos de migracion de las proteinas de cada especie a lo largo del capilar
hasta el detector, lo que permite diferenciar los distintos perfiles proteicos entre especies
(Vallejo-Cérdoba and Cota-Rivas, 1998; Vallejo-Cérdoba et al., 2010). Este método
consigue una gran resolucion pero resulta muy laborioso y es de dificil extrapolacién a todas

las especies de interés.
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2.2.1.3 Inmunoelectroforesis

Es la combinacion de una electroforesis en gel de agar o agarosa seguida de una
inmunodifusion. En la primera se realiza la aplicacion puntual de la muestra, lo que al final
se traduce en que las distintas proteinas se encontraran distribuidas a lo largo del gel segun
su migracion. Acabada la electroforesis y sin efectuar la tincion, se practica en el gel un
canal paralelo a la direccién de migracién. En él se deposita un antisuero conteniendo los
anticuerpos especificos frente a una o varias de las proteinas separadas en la
electroforesis. Los anticuerpos y las proteinas difunden y producen complejos insolubles.
Para que se produzcan los complejos se ha de dar una relacion de equivalencia entre
ambos componentes que es necesario determinar previamente ya que no son idénticas para
todas las proteinas. La gran especificidad y sensibilidad de las reacciones de precipitacion
permite diferenciar sustancias con movilidades electroforéticas idénticas, ademas de
detectar componentes que se encuentren en concentraciones a partir de microgramos
(Garcia-Segura et al.,, 1996). La inmunoelectroforesis es una técnica eminentemente
cualitativa, que se desarrolla en condiciones nativas. Permite identificar sustancias en
mezclas muy complejas pero requiere que tales sustancias sean inmunogénicas, y depende

de los antisueros utilizados por lo que es dificil de estandarizar (Bjerrum, 1975).
2.2.1.4 Aplicacion de la tecnologia proteémica

Los nuevos métodos de analisis masivos de proteinas englobados bajo la denominacién
de analisis protedmico pueden ser utilizados igualmente en aplicaciones de identificacion de
especies en alimentos. En su forma mas basica, este andlisis puede limitarse a la
comparaciéon de patrones de migracion de proteinas tras electroforesis bidimensional. La
separacién de proteinas se realiza en funcidn de su carga eléctrica, su tamafio y su masa
molecular. Esto se debe a que, en primer lugar, se lleva a cabo un IEF en el que la
separacidon se produce debido a los distintos puntos isoeléctricos de las proteinas en un
gradiente de pH y posteriormente la separaciéon se realiza por las diferencias entre las
masas moleculares de las proteinas mediante la aplicacion de PAGE-SDS (Jemmi and
Schlosser, 1991, 1993; Wintero et al., 1990). La técnica es laboriosa en comparaciéon con
otras disponibles, sin embargo se ha utilizado preferentemente cuando la identificacion
puede ser problematica debido a la proximidad entre especies o al tipo de material a
analizar. Para estos casos la técnica es de gran utilidad y se considera como un criterio de
pureza positivo por su gran poder de resolucion. Es el caso de identificacion a través de
metodologias protedmicas de especies de peces procedentes de pesca extractiva (Carrera
et al.,, 2006; Martinez and Friis, 2004; Pineiro et al., 2003; Pineiro et al., 2001), la
clasificacion diferencial de diez especies comerciales estrechamente relacionadas de la
familia Merlucciidae (Carrera et al., 2006), o el analisis de los péptidos y las proteinas
constituyentes del extracto soluble de quesos preparados con leche de vaca, oveja o cabra,
en el que se demuestra como mediante la electroforesis en gel no pueden resolverse de

forma inequivoca las diferencias entre las proteinas de suero de leche y péptidos de
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caseina propias de cada especie y, sin embargo, se puede determinar de qué especie es la
leche a través de la protedmica mediante el perfil de péptidos (Pappa et al., 2008). Estos
métodos pueden ser particularmente utiles en la determinacion de subpoblaciones en
especies que estan sometidas a sobrexplotacion, como se ha demostrado recientemente
para el caso de la merluza en el atlantico (Gonzalez et al.). En otros ensayos ha sido posible
detectar especies carnicas, con limites de deteccién proximos al 1%, mediante la deteccién
de péptidos especificos, tras digestion de miosina con tripsina, por espectrometria de masas
MALDI-TOF (de sus siglas en inglés Matrix-Assisted Laser Desorption lonization Time-Of-
Flight, figura 2 (B)).

La Regulatory Fish Enciclopedia de la US Food and Drug Administration se cred para
ayudar a los reguladores a identificar la sustitucion de especies que podrian dar lugar a
posibles consecuencias adversas o ser una fuente de fraude econdmico. Para esto, recogen
fotografias de alta resolucion del pescado entero y sus formas de producto comercializado
asi como patrones bioquimicos especificos para esas especies de peces. Actualmente,
estos patrones incluyen datos de estudios de enfoque isoeléctrico logrando la identificacién
y cuantificacion de las especies descritas mediante un sistema de comparacion de los
perfiles obtenidos por IEF de las muestras con los patrones de los marcadores proteicos,
también utilizados para normalizar la posicion de migracion (U.S. Food and Drug
Administration, 2010).

En definitiva, son métodos de desarrollo incipiente que pueden derivar a aplicaciones
identificativas una vez que los costes y complejidad actual se vean reducidos.

2.2.2 Sistemas basados en el analisis de acidos nucleicos

Las técnicas genéticas de identificacion estan basadas en la deteccidén de secuencias de
DNA unicas para cada especie. La molécula de DNA ofrece una serie de ventajas cuando
se compara con los marcadores proteicos. En primer lugar, la informacion genética que
contienen los tipos celulares de un individuo es idéntica y por tanto la identificacion es
independiente del tejido. En cambio, las proteinas son el resultado de la expresion génica,
que puede ser distinta segun el tejido, la etapa del desarrollo, el ambiente e incluso de la
época del ano. Otra ventaja deriva de la degeneracion del cédigo genético, por la existencia
de mas codones que aminoacidos. El que un determinado aminoacido pueda estar
codificado por mas de un triplete, otorga al DNA un caracter mas informativo debido a su
mayor variabilidad (Lockley and Bardsley, 2000a). En la identificacion molecular de especies
es importante tener en cuenta que las regiones de DNA seleccionadas deben acumular
mutaciones a una velocidad suficiente como para que especies estrechamente relacionadas
presenten secuencias de nucleétidos diferentes, permitiendo su diferenciacion, pero a su
vez, que esta velocidad sea lo suficientemente lenta como para que tales diferencias no

aparezcan dentro de la misma especie. Otra de las caracteristicas del DNA es su estabilidad
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Figura2. Ejemplos de resultados obtenidos con técnicas de Isoelectroenfoque (IEF) y espectrometria de masas MALDI-
TOF para identificacion de especies. A: Perfiles de las muestras M y E por separado que permiten la
determinacion de la muestra central con mezcla de ambos perfiles por IEF (U.S. Food and Drug Administration,
2010); B: Resultados de deteccion y cuantificacion de carne de pollo y de cerdo en mezclas de carne, utilizando la
tecnologia MALDI-TOF MS (Sentandreu et al., 2010). El péptido marcador para pollo, indicado con una flecha, se
localiza en m/z 1512.69.

a altas temperaturas. En los procesos de elaboracion de conservas en los que se alcanzan
elevadas presiones y temperaturas, las proteinas se desnaturalizan y se degradan mientras
que el DNA sufre fragmentacion, reduciéndose hasta un tamafio medio de 100-200 pb.
Aunque la molécula de DNA se fragmenta debido a estos procesos, la informacién de la
secuencia de los fragmentos sigue siendo util para la identificacion siempre que éstos
tengan la longitud suficiente para ser analizados (Mackie et al., 1999). La practica totalidad
de los sistemas de identificacién de especies en alimentos basados en DNA utilizan la
amplificacion mediante PCR, ya que permite detectar cantidades muy pequenas de DNA a
partir de los materiales mas diversos. En general se considera que, en una misma muestra
procesada, las proteinas pierden antes su capacidad de identificacion por métodos
inmunolégicos que el DNA su viabilidad para ser amplificado por PCR. Otra de las ventajas
importantes del uso de DNA, es que los datos de secuencia pueden analizarse atendiendo
a distintos niveles de especificidad desde grupos o especies hasta incluso variantes o

modificaciones genéticas de individuo (Lockley and Bardsley, 2000a).

Actualmente, debido al mayor conocimiento del genoma de muchos organismos y la a
disponibilidad de mejoras en los métodos de amplificacion, los sistemas de deteccion e

identificacion basados en DNA han tenido un desarrollo importante, complementado o
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sustituyendo en algunos casos las técnicas basadas en proteina. Todas las técnicas
basadas en DNA tienen ventajas e inconvenientes particulares dependiendo de las
caracteristicas del analisis. Entre las cualidades de estos sistemas, se ha demostrado que
los métodos basados en DNA consiguen la deteccidon con gran precisiéon y poder de
resolucion, se logra con facilidad la adaptacion de los test a aplicaciones para otras
especies y permite la incorporacion de nuevas tecnologias surgidas de la investigacion
genomica. Entre las desventajas se encuentra su coste econémico, aunque cada vez van
siendo mas accesibles, y la relativa facilidad de contaminacién de las muestras, de forma
que DNA contaminante puede ser amplificado facilmente dando lugar a falsos positivos.
Igualmente, posibles contaminaciones con DNasas pueden afectar a los resultados. Otras
posibles desventajas pueden proceder de la necesidad de cualificacion del personal en las
técnicas, tanto para su ejecucion como para la interpretacion de resultados. La seleccion de
la herramienta molecular dependera por lo tanto del tipo de problema por resolver, del coste
de la técnica, del numero de muestras a analizar y de la disponibilidad de medios materiales

y humanos.

Entre los métodos de identificacion de especies por analisis genético se destacan a

continuacion los mas extendidos.
2.2.2.1 PCR-Secuenciacion

Los métodos basados en amplificacion mediante PCR y secuenciacion de
regiones variables constituyen la forma mas directa y precisa (dependiendo del
tamafo y el numero de genes marcadores analizados) de obtener informacion de los
productos de PCR ya que se obtiene la secuencia completa de la region amplificada
(Bartlett and Davidson, 1992; Matsunaga et al., 1999). A pesar de inconvenientes,
como la necesidad de disponer del equipo de secuenciacién, la informacion
pormenorizada que arroja la secuenciacion puede aprovecharse posteriormente para
el desarrollo de otros métodos basados en PCR como la identificacion mediante
fragmentos de restriccion (Kim et al., 2010; Ram et al., 1996). En muchos casos, una
vez obtenida la secuencia a partir de la muestra analizada, se procede a realizar un
analisis filogenético mediante comparacién con secuencias pertenecientes a otras
especies. De este modo, se identifica la especie de la que procede la muestra de
alimento analizada, permitiendo la adscripcién de la secuencia a una especie o
género determinado de forma estandarizada. Esta metodologia se ha denominado
FINS (Forensically Informative Nucleotide Sequencing) (Bartlett and Davidson, 1992).
El inconveniente fundamental de este método es su coste. No obstante, dado su
potencial para la investigacion biolégica y biomédica, se han desarrollado en los
ultimos afios plataformas especializadas en secuenciacion de DNA, logrando reducir
el costo de DNA secuenciado hasta en dos érdenes de magnitud asi como el tiempo
de analisis (Shendure and Ji, 2008)
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Muchos estudios de identificacion de especies mediante analisis de secuencia se
han basado en la busqueda de regiones variables en DNA mitocondrial, sobre todo
en regiones codificantes como los genes citocromo b o citocromo oxidasa | (Jerome
et al., 2003). Sin embargo, también se ha aplicado esta técnica usando fragmentos
procedentes de genes nucleares como los de la a-actina, el DNA-ribosomal-5S y la
rodopsina, entre otros utilizados para la discriminacion entre especies de peces
(Fishbol; Fishtrace). Las iniciativas del Consortium for the Barcode of Life (CBOL),
promovida por la Smithsonian Institution (Barcode of Life), pretenden elaborar
catélogos genéticos validados de un numero extenso de especies animales que
permitan su identificacion genética por cualquier método basado en el analisis de
secuencias. Dentro del consorcio se desarrollan un gran numero de proyectos
enfocados a grupos concretos de especies (hongos, lepidopteros, peces, etc.). El
proyecto Fishtrace (Fishtrace) ha creado por su parte una coleccion de referencia de
muestras de especies pesqueras de interés en Europa, generando al mismo tiempo
una base de datos genética validada que facilita el disefio de métodos de andlisis
para la identificacion de estas especies. Aunque no directamente relacionado con el
uso de PCR-secuenciacion, el reciente proyecto Fishpoptrace (Fishpoptrace), se ha
centrado en la identificacion de polimorfismos en las especies pesqueras mas
importantes que permitan realizar identificar muestras dentro de las distintas
poblaciones de la misma especie, lo que permitiria trazar la procedencia de lotes de

pescado y realizar un control mas preciso de la explotacion de las poblaciones.
2.2.2.2 Digestion con enzimas de restriccion: PCR-RFLP

En este método, el DNA obtenido de las muestras a analizar se amplifica con
cebadores adecuados a la especie o grupo filogenético y los productos de
amplificacion se digieren con enzimas de restriccion, que cortan el DNA de doble
cadena mediante el reconocimiento de una secuencia especifica. Posteriormente se
procede a la separacion de los fragmentos de acuerdo con su tamafio mediante
electroforesis en geles de agarosa o poliacrilamida. La presencia o ausencia de
bandas de tamafio preciso permite asignar el DNA de la muestra a una especie
determinada. Es uno de los métodos mas extendidos, sobre todo por su utilizacién
sobre genes mitocondriales conservados, aunque recientemente hay descritos
sistemas que utilizan DNA nuclear para la discriminacién de un namero elevado de
especies de vertebrados (Kim et al., 2010). La principal limitacion de los métodos
basados en polimorfismos de restriccion es la dificultad para encontrar sitios de
reconocimiento adecuados para enzimas de restriccion que permitan obtener
patrones diferenciables dentro de los geles de agarosa (Meyer et al., 1995; Wolf et
al., 1999). Por otra parte, es uno de los métodos menos adecuados cuando se
analizan mezclas de especies, ya que el patron de bandas puede llegar a ser confuso
por la presencia de varios patrones de restriccion superpuestos en la misma reaccion.

Recientemente se han propuesto mejoras metodolégicas que permiten una mayor



Introduccién

resolucion de sistemas RFLP, utilizando cebadores marcados con fluorescencia y el

uso de electroforesis capilar (Wang et al., 2010).
2.2.2.3 Polimorfismos de conformacion de cadena simple: PCR-SSCP

El proceso PCR-SSCP consiste en la desnaturalizacion de los productos de PCR
en cadena simple de DNA, seguido de la renaturalizaciéon favoreciendo los
apareamientos intercatenarios, para finalmente separar los productos en un gel de
poliacrilamida. Cada hebra de DNA de los amplicones adoptan una conformacion
dada, dependiente de la secuencia nucleotidica, que afecta su migracion en el gel.
Este método basado en las diferencias en la movilidad electroforética ha demostrado
la utilidad de la existencia de diferentes formas de disposicion de los fragmentos de
DNA como método para identificar la presencia de especies de origen animal
potencialmente presentes en piensos animales y, en algunos casos, permite la
identificacion de DNA de diferentes especies animales en una mezcla (Huby-Chilton
et al., 2010). Igualmente, un método basado en el analisis de heteroduplex para la
deteccion de mandarina y naranja fue patentado en 1998 (Knight, 1998). Este método
no parece sin embargo haber sido posteriormente aplicado, probablemente por la

dificultad para ser estandarizado y la dificultad técnica que entrafa.
2.2.2.4 PCR en chips: arrays y microarrays de DNA

La tecnologia de array de DNA, en su vertiente de identificacion de
polimorfismos (Guo et al., 1994), se ha intentado transferir tanto a la identificaciéon de
especies animales como a la deteccion de material procedente de organismos
modificados genéticamente. Mediante la hibridacion de productos de amplificacion
por PCR, obtenidos a partir de la muestra problema, con un numero elevado de
sondas oligonucleotidicas inmovilizadas sobre un soporte sélido, los microarrays de
DNA permiten la deteccién simultdnea de muchos marcadores genéticos. El patron
de hibridacion que se obtiene revela la presencia de una secuencia concreta,
permitiendo detectar incluso SNPs. Por su capacidad, este tipo de tecnologia es mas
adecuada para la discriminacion de especies en los casos en los que la variabilidad
es muy elevada, como es el caso de las especies procedentes de pesca extractiva.
Se han descrito DNA microarrays de oligonucleétidos para la identificacion de 11 a 50
especies de peces (Kochzius et al., 2008). Hasta el momento, la aplicacién que ha
encontrado un mayor desarrollo es la realizada por asociacion entre Affimetrix y
Biomerieux, que llegd a comercializar en 2005 un microarray de DNA util para la
identificacion de 33 especies “Food Expert ID”, incluyendo mamiferos, aves y peces
de importancia comercial. El sistema utilizaba una estacion automatizada para el
procesamiento de las placas de array, lo que permitia realizar la hibridacién y
escaneo de la matriz en 1 hora (BioMérieux). El sistema, sin embargo, no se
encuentra actualmente disponible, debido probablemente a que su alto coste lo hacia

inasequible para los laboratorios de control de calidad y seguridad alimentaria.
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La estricta regulacion europea que aplica a los productos derivados de
organismos modificados genéticamente ha permitido el desarrollo de tecnologia de
arrays de DNA para la identificacion de transgénicos autorizados y no autorizados. El
sistema, desarrollado por Eppendorff, DualChip ® GMO Kit, permite la identificacion
de 30 elementos transgénicos junto a los correspondientes controles para distintas
especies vegetales utilizando cebadores biotinilados y un detector colorimétrico

(Eppendorf Array Technologies).

Debido a su coste elevado y al hecho de ser relativamente laborioso frente a
otras metodologias, los arrays de DNA, al menos en su configuracion actual, no
parecen una alternativa viable para su uso como método general de identificacion de

especies en la industria alimentaria.
2.2.2.5 Otros métodos genéticos: repeticiones en tandem, AFLP y RAPD.

En este epigrafe se agrupan técnicas que, si bien se utilizan preferentemente
para detectar polimorfismos entre especies o subpoblaciones, se pueden usar en
algunos casos para la deteccion de especies o, mas frecuentemente, subespecies y
razas de interés en la industria alimentaria. En otras ocasiones, se han utilizado para
identificar secuencias polimérficas que permitan diferenciar especies mediante otros

métodos, como amplificacién con cebadores especificos.

» DNA satélite: los microsatélites de DNA, también denominados short tandem
repeats (STR), son secuencias de 1 a 6 bases repetidas en tandem que varian en
longitud entre distintas especies o entre diferentes poblaciones dentro de una misma
especie y se utilizan de forma habitual en estudios filogenéticos y aplicaciones
forenses, ya que permiten llegar a establecer diferencias entre individuos. En el caso
de la industria agroalimentaria, analizando la longitud de un numero determinado de
STRs (normalmente entre 10 y 40), es posible adscribir la pertenencia de un individuo
a un grupo o poblacion dado, lo que permite incluso trazar el origen geografico del
producto (Dalvit et al., 2007; Ganopoulos et al., 2011). Por sus caracteristicas, estos
métodos son especialmente Utiles para la identificacion del origen geografico de
especies de pescado y vegetales (Melchiade et al., 2007). En otros casos, se ha
utilizado DNA satélite centromérico para identificar especies en hibridos, ya que, al
detectar polimorfismos en DNA nuclear, identifica tanto las secuencias paternas como
las maternas (Verkaar et al., 2002; Zhang et al., 1999).

* Polimorfismos en la longitud de fragmentos amplificados, mas conocidos por su
acronimo inglés AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism): Estos métodos se
basan en las repeticiones de nucleétidos en tandem especificas de especie en zonas
de microsatélites de DNA. La técnica se desarrolla en tres pasos: i. digestion con
enzimas de restriccion y ligacion a adaptadores especificos, ii. amplificacion selectiva
con cebadores que hibridan con la secuencia generada por la uniéon de los

adaptadores a los sitios de restriccién y iii. electroforesis de los fragmentos
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amplificados. El método permite la co-amplificacién de un gran numero de fragmentos
de restriccion (generalmente entre 50-100) y su analisis en geles de poliacrilamida
simultdneamente. Debido al gran polimorfismo que presentan se posibilita, tras PCR,
la diferenciacion mediante electroforesis incluso entre poblaciones, individuos y
progenies (Vos et al., 1995). Aunque se han desarrollado técnicas basadas en AFLP
para diferenciar especies, sobre todo en peces y vegetales (Campos et al., 2005;
Congiu et al., 2002; Zhang et al., 2007b), esta técnica no seria facilmente trasladable
al desarrollo de test-kits ni al diagndstico comercial en mdltiples especies ya que
resulta dificil encontrar cebadores comunes para varias especies y la adscripcion

inequivoca suele requerir mas recursos experimentales (Janssen et al., 1998).

* DNA polimoérfico amplificado al azar, conocido por las siglas RAPD (del inglés
Random Ampilification of Polymorphic DNA): Las técnicas basadas en amplificaciones
aleatorias de DNA polimdrfico se basan en el uso de un juego de cebadores cortos de
secuencia arbitraria. Esto permite amplificar distintos fragmentos de un genoma en la
misma reaccion, que genera un patrén caracteristico de la especie. Estos patrones
son ademas Uutiles para establecer relaciones filogenéticas entre especies. Entre las
ventajas principales de los RAPDs se puede mencionar que, al utilizar secuencias
arbitrarias no se requiere identificar previamente las secuencias diana, pudiéndose
aplicar sobre genomas anénimos; la posibilidad de aplicarse en muestras con escasa
cantidad de DNA vy su bajo coste econdmico (Hadrys et al., 1992). Sin embargo,
requieren que el DNA se encuentre en buenas condiciones y comprobar que la
cantidad del DNA molde es la adecuada para trabajar con ciertas garantias. Si
existiese fragmentacion excesiva la amplificacién no se realizaria en fragmentos con
la misma longitud por lo que los patrones de polimorfismos serian variables y la
repetitividad entre experimentos con mismo DNA molde y cebador no serian posible.
Por esto, su adaptacion a test de rutina resulta dificil por las dificultades que supone
el analisis de muestras de alimentos procesados (Cushwa and Medrano, 1996). A
pesar de estas dificultades, se han propuesto métodos de identificacién basados en
RAPDS para varias especies animales y vegetales (Asensio et al., 2002; Bektas and
Belduz, 2007; Hadrys et al., 1992; Liu et al., 2006), entre las cuales también se han
descrito métodos para identificacion de especies carnicas (Cushwa and Medrano,
1996; Saez et al., 2004) y una patente para la identificacion de una variedad de
naranja en zumos (Lindsey and Twell, 1994). Al igual que en el caso de la patente
para identificacion de citricos mediante PCR-SSCP mencionado anteriormente, esta
propuesta no parece haber tenido continuidad practica por los mismos motivos de
dificultad técnica inherente al método.

2.2.2.6 Amplificacién especifica de fragmentos de PCR.

La amplificacion especifica de fragmentos de PCR se basa en la identificacion de

secuencias polimoérficas sobre las que se disefian cebadores y/o sondas que
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permitan la identificacién de la secuencia mediante un sencillo ensayo de
amplificacion por PCR. Este tipo de aproximacion es mas simple y econémica que los
otros métodos descritos de deteccion genética, y sblo esta limitada por el propio
disefio experimental, en el que la especificidad y sensibilidad dependen directamente
de la disponibilidad de secuencias adecuadas que permitan la discriminaciéon de la
especie objetivo de las especies filogenéticamente proximas. Este es el tipo de
metodologia aplicado en los trabajos que componen esta tesis, y sus caracteristicas

se analizan en detalle en el apartado 2.3.
2.2.3 Otros métodos

Ademas de las técnicas basadas en proteinas y en DNA también se han

desarrollado otras tecnologias como:

» Cromatografia de gases-espectrometria de masas (GC-MS): con la que se ha
logrado la deteccién de tejido nervioso del sistema central desarrollando esta técnica

para esfingolipidos especificos de especie (Niederer and Bollhalder, 2001).

* Microscopia: por la que se pueden identificar estructuras caracteristicas de

determinados tejidos sin usar anticuerpos (Cammarato et al.).

» Analisis de la proporcion de isétopos estables mediante espectrofotometria de
masas: esta técnica se ha utilizado para determinar la procedencia de alimentos
animales y vegetales debido a que la proporcion del isétopo Nitrogeno N en
muestras que han sido alimentadas con proteinas animales sera mayor que si lo han
sido con proteinas vegetales. La proporcion "°N/'*N resulta mas elevada en
carnivoros que en omnivoros y estos la tienen mayor a su vez que los herbivoros. Se
ha propuesto el analisis de relacion de isétopos estables como un método para
estudiar la alimentacion recibida y la autenticacion de origen geografico (**C/™*C y
®N/™N) en carne de cordero y vaca (Piasentier et al., 2003; Schmidt et al., 2005). El
contenido total en "N también puede usarse para autentificar alimentos vegetales
organicos pudiendo diferenciar entre los cultivados en suelos tratados con
fertilizantes, en los que se encuentra menor cantidad del isétopo, de los vegetales
que han crecido en suelos no tratados. Asi mismo, la determinacion de N se ha
propuesto como un indicador de manejo de la fertilizaciéon citricos, ya que puede
diferenciar si se han aplicado fertilizantes organicos, incluso de diferentes origenes.
La principal desventaja de esta técnica es la imposibilidad de analizar plantas

fijadoras de nitrégeno (leguminosas) (Rapisarda et al.).

» Cromatografia liquida de alta resolucién o cromatografia de gases (GC o HPLC)
para la deteccion de los perfiles quimicos: La deteccidn de las grasas vegetales que
se agregan a las mantequillas de cacao del chocolate forma parte de los métodos
actuales para la autentificacion de manteca de cacao. Los perfiles de triglicéridos

especificos obtenidos por GC de alta resolucién permiten la deteccion de las grasas
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vegetales afadidas a mantequillas de cacao, asi como la cuantificacion de ésta
adicion a partir de un nivel de 5% - 10% segun el tipo de grasa afiadida. Este sistema
requiere que las modificaciones en patrones de triglicéridos sean lo suficientemente
significativas para distinguir distintas variedades o alteraciones en la composicion de
los ingredientes de los alimentos, y sera util en funcién de cual sea el valor permitido
por ley (Simoneau et al., 1999). La comparacion de los resultados de cuantificacion
de los triglicéridos afadidos a mantequillas de cacao con GC y HPLC consigue
resultados y precisiones de magnitud comparable, por lo que cualquiera de estos
meétodos se puede aplicar para evaluar la pureza de la manteca de cacao. El método
de GC capilar tiene algunas ventajas como un menor tiempo de ejecucion y un

consumo de productos quimicos insignificante (Buchgraber et al., 2000).

» Espectroscopia infrarroja cercana (NIR): detecta variaciones estructurales
significativas causadas por la incorporacion a la especie de un DNA exdgeno. Sin
embargo no permite detectar pequefios cambios en el DNA o en una proteina. Se
utiliza en la industria de semillas por ser una técnica no destructiva que permite el
analisis de humedad, proteina, grasa, fibra y almidon (Hacisalihoglu et al., 2009).
También ha sido utilizada para distinguir los alimentos transgénicos (Alishahi et al.,
2010) y la deteccidn y cuantificacion del fésforo inorganico de la soja, ya que indica el
contenido de acido fitico o inositol, un componente de importancia ambiental y
nutricional (Delwiche et al., 2006). Igualmente se ha estudiado para diversas
aplicaciones relacionadas adulteraciones por sustitucion de especies en los
alimentos, como por ejemplo en la industria de marisco. Es la forma mas comun de
fraude ya que tras el procesado de los mariscos, varian las propiedades morfoldgicas
de las especies de mariscos, impidiendo a los consumidores distinguir un tipo de
organismo de otro. Mediante NIR y espectroscopia en la zona visible, se encontraron
adulteraciones del 10% en carne de cangrejo Callinectes sapidus con Portunus
pelagicus (Gayo and Hale, 2007). Como ventajas destacan su rapidez ya que
consigue los analisis en tan sélo un minuto, que no es destructivo al no requerir
preparacion previa de la muestra y que resulta un método de bajo coste en relacion
con métodos como PCR y ELISA. La principal desventaja es que no permite la
identificacion de compuestos y que necesita una calibracién previa para cada tipo de
analisis (Alishahi et al., 2010).

« SNIF-NMR® (Site-specific Natural Isotopic Fractionation Nuclear Magnetic
Resonance): es la técnica que utiliza la resonancia magnética nuclear produciendo
patrones atdmicos distintos para cada sustancia, permitiendo analizar biomoléculas
con gran precision a nivel atémico. La compania Eurofins Scientific ha desarrollado
esta técnica, patentada como SNIF-NMR®, logrando la identificacién de un producto,
conocer el método de produccidon del mismo y, en algunos casos, el origen

geografico, mediante la comparacion de patrones atémicos en la base de datos. Este
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método ha sido utilizado para el analisis fraudes en la producciéon de vinos, piensos,

aromatizantes, productos quimicos, cosméticos y farmacéuticos (Eurofins Scientific).

2.3 Disefio de métodos de identificacién de especies mediante

amplificacion especifica de DNA

Los métodos de identificacion de especies basados en cebadores especificos de
especie se han desarrollado gracias al incremento de la informacion genémica en las
bases de datos, cada vez disponible para mas especies, que posibilitan la busqueda
de polimorfismos susceptibles de usarse para el disefio de cebadores especificos de
especie. Bajo condiciones adecuadas, estos cebadores producen amplificacion sélo
si en la muestra se encuentra presente el DNA de la especie para la que han sido
disenados. Los analisis mediante PCR con cebadores especificos de especie son
relativamente rapidos, pero suelen requerir otros procedimientos posteriores, como

secuenciar el producto amplificado o digerir con nucleasas de restriccion.

Mediante la combinacion en la misma reaccién de cebadores especificos
combinados con un homdlogo comun para varias especies, es posible comprobar la
presencia de varias especies simultaneamente. Este cebador no selectivo ha de
disefarse en una zona de la secuencia que sea comun para las especies a analizar y
debe contar con una ubicacién estratégica para lograr la discriminacion de los
productos generados por la presencia de distintas especies en funcién del tamafio de
los mismos (Lockley and Bardsley, 2000a). Asi, se han descrito diferentes sistemas
mediante reacciones mulltiplex para la deteccion de especies usadas en alimentacion
(Lockley and Bardsley, 2000b; Matsunaga et al., 1999; Meyer et al., 1994).

El PCR se basa en la amplificacién in vitro del DNA que permite la obtencién de
microgramos de DNA a partir de cada molécula inicial (Saiki et al., 1988). Cualquier
segmento de DNA o de RNA puede ser amplificado siempre que se conozcan las
secuencias flanqueantes con las que puedan hibridar los oligonucledtidos
complementarios que actuan como cebadores para que la polimerasa pueda copiar
las hebras molde. Una pequefa disminucion en la eficacia de cada ciclo puede
reducir enormemente la produccion final. Asi, si disminuye la eficiencia un 5% en
cada ciclo, tras 25 ciclos se conseguiria solo la mitad del producto esperado. Por
esto, es conveniente optimizar las concentraciones individuales de cada componente
de la reaccion y los parametros de temperatura y tiempo. No todos los componentes
tienen la misma importancia, siendo los mas criticos la concentraciéon del i6n
magnesio, el disefio y seleccion de los cebadores, la optimizacion de temperaturas,

tiempos y la propia muestra (Ling et al., 1991).

Los resultados de PCR son muy sensibles a las condiciones de amplificacion por
lo que deben ser cuidadosamente controladas para lograr repetitividad vy evitar

posibles variaciones entre laboratorios o experimentos asi como falsos negativos y
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falsos positivos (Edwards and Gibbs, 1994). Entre los muchos factores que pueden
influir en el resultado final del PCR, son destacables el disefio apropiado de los
cebadores, la calidad y concentracion del DNA, la presencia de inhibidores o de
contaminacion, la concentracion de magnesio, el tipo y la cantidad de DNA
polimerasa y el programa de amplificacién. Para controlar los resultados de la
reaccion se deben llevar a cabo en las mismas condiciones que las muestras a

analizar los siguientes controles (Kocher and Wilson, 1991):

» Control negativo: una reaccién con todos los reactivos excepto el DNA molde para
comprobar la ausencia de DNA contaminante en todos los reactivos. La
contaminacién puede deberse a una molécula de DNA remanente de un proceso
previo, a un cruce contaminante con otra muestra, a un operador, o incluso a

microrganismos presentes en el ambiente.

» Control de extraccion: PCR realizado con muestra procedente de una extraccién
realizada en paralelo con agua destilada para comprobar la ausencia de DNA en las

soluciones de extraccion o detectar DNA contaminante.

» Control positivo: es una reaccion realizada con DNA molde conocido, para
comprobar el correcto funcionamiento de las soluciones de extraccion y detectar DNA

transportado entre muestras.

* Control interno positivo: es una reaccion en la que, ademas de la muestra de DNA a
analizar, se afiade DNA control que amplifique con los cebadores. Este control es util
para determinar si la muestra de DNA contiene inhibidores de la PCR, y se suele

utilizar cuando es critico evitar la aparicién de falsos negativos.

En la practica, la reaccion PCR es compleja, pues la concentracién de los
cebadores y de los nucledtidos libres disminuye en cada ciclo, mientras que va
aumentando la cantidad de producto. La competencia de unién entre los cebadores
complementarios y los productos hace que el sistema llegue eventualmente a un
limite en el que la cantidad de producto no se incrementa, por lo que el nimero
optimo de ciclos depende de la concentracion inicial de DNA una vez que la reaccion

se ha optimizado (Innis et al., 1999).

Otra limitacion de esta técnica viene dada por los errores que comete el enzima
Taq polimerasa. Las sustituciones de bases ocurren aproximadamente 1.1 x 10/ pb
y los cambios de estructura y mutaciones en una cada 2.4 x 10"/ pb. Esto es debido
probablemente a la ausencia de actividad exonucleasa 3> 5 en la enzima
purificada. Un error en 1.1 x 10/ pb parece insignificante, sin embargo, tras 30 ciclos
de amplificacion da un error cada 300 pb de producto. Estos errores serian
observables si la amplificacién se realiza a partir de una unica molécula de DNA, no

obstante, si la reaccién de PCR se realiza a partir de cientos de moléculas de DNA



Introduccién

estos errores son unicamente el 0.3% de los productos y no son observables (Tindall
and Kunkel, 1988).

2.3.1 Disefio de cebadores y sondas

La regién del DNA a amplificar debe estar limitada por oligonucleétidos definidos que
hibridan con la molécula diana. Esto significa que la secuencia de DNA debe ser ya
conocida, o al menos predecible con un 90% de certeza en las regiones donde el cebador
hibrida (Lockley and Bardsley, 2000a). El grado de variacién genética a lo largo del genoma
de una especie no es constante, por lo que su identificacion molecular debe dirigirse a areas
del genoma que sean suficientemente significativas para diferenciarlas de otras especies

cercanas.

Los genes mitocondriales son idoneos para la identificacion de especies debido a que la
tasa de mutacién del DNA mitocondrial de los animales es superior a la del DNA nuclear
(Brown et al., 1979). Esto lo hace mas util para analizar diferencias de los individuos dentro
de las especies y de especies estrechamente o0 moderadamente relacionadas. La ventaja
radica en que presentan suficiente grado de homologia para disefiar cebadores comunes
para varias especies, y posiciones variables intercaladas que pueden utilizarse para el
disefio de sondas especificas. La menor tasa mutacional que presentan los genes
estructurales nucleares no impide que su analisis permita definir eficientemente cebadores
utiles para distinguir entre especies (Carrera et al., 2000). De hecho, el uso de genes
nucleares como marcadores complementarios de los genes mitocondriales permite disefiar
sistemas de cebadores y sondas comunes para un mayor numero de especies y aumentar
tanto la versatilidad como la seguridad de los diagndsticos. Sin embargo, el hecho de que la
proporciéon de DNA mitocondrial es mayor (aproximadamente 1000 X copias de DNA
nuclear) en las muestras a analizar, ha favorecido hasta ahora el uso de DNA mitocondrial
en sistemas de identificacion de especies (Teletchea et al., 2005). Una alternativa al DNA
mitocondrial es el uso de regiones de DNA nuclear que contienen secuencias repetidas,
generalmente procedentes de retrotransposones, SINES y LINES (short y long interspersed
nuclear elements), los cuales se encuentran en grandes cantidades en el DNA nuclear de
eucariotas y conjugan un elevado numero de copias. Estas caracteristicas los hacen utiles
para detectar pequenas cantidades de DNA por PCR, y debido a su localizacién nuclear, se
evita la variabilidad asociada al numero de mitocondrias por célula dependiente de tejido.
Algunos sistemas de identificacion de especies se han basado en estas secuencias
(Mendoza-Romero et al., 2004; Tajima, 2002; Walker et al., 2003).

Los genes mitocondriales cytB y la COXI son los mas utilizados para estudios de filogenia
ya que disponen de regiones conservadas, sobre las que se pueden disefiar cebadores
“universales” que pueden usarse para la amplificacion de un amplio numero de especies, y
regiones variables, lo que permite la identificacion a nivel de especie por secuencia, y el
disefio de cebadores para la amplificacion especifica de especies (Kocher et al., 1989). Sin

embargo, en el caso de la identificacion de variedades, origenes geograficos o de
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individuos, resultan mas apropiados por su mayor variabilidad la regiéon de control D-loop del
DNA mitocondrial (Gongora et al., 2004), o secuencias de DNA nuclear tales como
microsatélites (Cunningham and Meghen, 2001; Nielsen et al., 2001) o polimorfismos en
genes asociados a alguna caracteristica diferenciadora de la variedad o raza (Maudet and
Taberlet, 2002). También ha sido utilizado en varias ocasiones la combinacion tRNAg, y
cytB del genoma mitocondrial como marcador diferencial de vertebrados mediante RFLP
(Kingcombe et al., 2001).

En cuanto al disefio de los cebadores para lograr la especificidad de especie, se ha
demostrado que el extremo 3’ del cebador es critico para la amplificacion. En condiciones
adecuadas de reaccion, un desapareamiento del nucleétido situado en ese extremo inhibe
la amplificacion. ElI uso de cebadores especificos basados en cambios de base en el
extremo 3’ han sido descritas para la discriminacion de especies filogenéticas muy préoximas
(Kwok et al., 1990; Lockley and Bardsley, 2002). Los desapareamientos en la regién interna
del cebador afectan a su especificidad dependiendo de su caracter y posicion relativa.
Cuantitativamente, se ha encontrado que las hibridaciones con cambios en los nucleétidos
Adenina (A), Timina (T), Citosina (C) y Guanina (G) tales como A-A, G-A, A-G, C-C,
producen una disminucion de la amplificacion mucho mas acusada que si se trata de otros
cambios como A-C, C-A, T-G, G-T (Stadhouders et al.). Los cebadores con T, C o G en el
extremo 3', son mas especificos que los que contienen el nucleétido A ya que estos ultimos
logran la amplificacion independientemente de los nucleétidos del DNA diana. En el caso de
que la especificidad se base en el penultimo nucleétido, la eficiencia de amplificacion se
reduce, especialmente si se trata del nucleétido A (Ayyadevara et al., 2000). Por otra parte,
un desapareamiento en la zona central del cebador tiene un efecto mucho mas drastico en
la temperatura de anillamiento que los desapareamientos en las zonas laterales (Hall et al.,
2001; Rennie et al., 2008).

2.3.2 Factores de lareaccion de polimerasa en cadena a considerar en las

aplicaciones de identificacion de especies

2.3.2.1 Extraccion de DNA: material de origen, método de extraccion, cantidad requerida y
calidad

En general, para la reaccién de PCR no es necesario disponer gran cantidad ni calidad
de DNA, pudiendo este encontrarse tanto en estado mono como bicatenario. En alimentos
es importante conocer el origen de las muestras, asi como los posibles procesos a los que
han sido sometidas. Los tratamientos térmicos pueden producir precipitacién de proteinas
que se arrastran durante el proceso de purificacién e inhiben finalmente la PCR. Una
fragmentacion excesiva de DNA producida por calor puede igualmente afectar la
amplificacion al producirse fragmentos de menor tamafio que el amplicén. En el caso de
muestras envasadas sometidas a tratamiento térmico, como atun en lata, o en muestras
procedentes de carnes procesadas, no se ha logrado la amplificacion de fragmentos
mayores de 200 pb (Frezza et al., 2003; Prado et al., 2004; Quinteiro et al., 1998). Por otra
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parte, una ligera fragmentacién del DNA seria incluso deseable, ya que se facilitaria la
desnaturalizacion de la muestra y se permitiria un mejor acceso a la misma por parte, tanto

del cebador, como de la polimerasa.

La cantidad de DNA utilizada por reaccion es muy variada, desde microgramos a
cantidades tan pequefias como el DNA extraido de una sola célula (Zhang et al., 1992). En
principio, no parece que la cantidad de DNA a utilizar sea determinante en el proceso, y
Unicamente seria necesario que la muestra contenga al menos una cadena intacta de DNA
que incluya la region a amplificar y en la cual las impurezas estén lo suficiente diluidas como
para no inhibir la polimerizacién. En la practica, el niumero de copias minimo de secuencia
molde para que se detecte el producto final tras la amplificacion depende de la sensibilidad

de cada método y de las condiciones de reaccién (Teletchea et al., 2005).

Dado que el rendimiento en DNA es variable dependiendo de la naturaleza de la muestra
y del método de extraccion, se considera necesario estandarizar la concentraciéon de DNA
en los ensayos (Park and Crowley, 2005), cuantificando previamente la cantidad de DNA
por un método independiente del sistema empleado en la identificacion o cuantificacion de

DNA como los siguientes:

» Visualizacién de bandas tras la electroforesis en gel de agarosa: se basa en la
comparacién de la intensidad de las bandas procedentes de las muestras con las de
concentraciones conocidas. Existen programas que integran algoritmos para el
procesamiento de imagen bidimensional que estan sustituyendo a los que analizaban la

banda Uunicamente en una dimension (Bajla et al., 2005).

» Espectrofotometria: mediante este método se puede calcular la concentracién de acidos
nucleicos en una solucién mediante la medida de la absorbancia a 260 nm. El inconveniente
de esta técnica es que no es especifica; lo que significa que cualquier DNA que haya
contaminado el DNA de interés absorbera luz ultravioleta sobrevalorando el resultado.
Ademas, ni el DNA monocatenario ni los nucledtidos pueden distinguirse de DNA
bicatenario por este método. El cociente de absorciones en 260 nm vs. 280 nm es
comunmente utilizada para evaluar la contaminacion de DNA de proteinas, en particular, los

aminoacidos aromaticos, ya que estos absorben luz a 280 nm (Garcia-Segura et al., 1996).

» Métodos fluorimétricos: con agentes intercalantes fluorescentes que se unen al DNA de
doble cadena, como SYBR® Green o PicoGreen®, que permiten detectar hasta 25 pg/ml de
DNA (Enger, 1996).

* PCR en tiempo real: la cuantificacion mediante este método se desarrollara

detalladamente en el punto 2.4.
2.3.2.2 Componentes de la reaccién

* DNA polimerasa: a pesar de que existen distintos tipos de DNA polimerasas
termoestables con diferentes caracteristicas, en la mayoria de los métodos de identificacion

descritos hasta ahora se usa la Tag DNA polimerasa. Es una DNA polimerasa termoestable
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con actividad 5'->3' exonucleasa, pero no tiene actividad exonucleasa 3'->5'. Por esto ultimo
no es capaz de eliminar los nucledtidos que no estan correctamente insertados en la cadena
que se forma. También posee una actividad terminal transferasa que ajusta un sélo
nucledtido, con frecuencia una A, a las dos extremidades 3'-OH del fragmento amplificado.
Existen dos formas de Taqg polimerasa disponibles: una enzima nativa purificada de
Thermus aquaticus y una enzima producida por métodos genéticos en E. coli (Myers and
Gelfand, 1991). Existen variantes comerciales, como la denominada AmpliTag®, una forma
modificada por ingenieria genética de la enzima disefiada para Hot-Start PCR. Esta
polimerasa es inactiva hasta que se incuba 7-10 min. a 95°C por lo que impide totalmente la
union de cebadores no especificos y la formacion de dimeros de cebadores durante el

tiempo de preparacion.

» Los cebadores: son oligonucleétidos de 15-30 bases, los cuales actian como punto de
partida para que la enzima DNA polimerasa alargue sus extremos 3’, copiando la cadena
complementaria del DNA de la muestra con la que hibridan previamente. Definen los
extremos 5 del fragmento amplificado (producto corto de la reaccién) ya que es la ultima
base que puede copiar la enzima. La longitud del cebador debe ser lo suficientemente larga
como para tener una zona homadloga especifica en el genoma con la que hibride de forma
estable a la temperatura de anillamiento (Kocher and Wilson, 1991). En principio, los dos
cebadores que delimitan el fragmento a amplificar pueden estar muy separados en el
genoma ya que la reaccion puede amplificar fragmentos de hasta varias kilobases de
longitud. En la practica, se seleccionan las posiciones mas proximas que permitan cada uno
de los métodos de analisis, ya que la amplificacién es mas eficiente y robusta cuanto menor
es el tamafio del amplicon. Como regla general se seleccionan cebadores teniendo en

cuenta las siguientes premisas (Saiki et al., 1988):

i. Seleccionar cebadores con un contenido en G y/o C de al menos el 50% para
facilitar la union al DNA molde a temperatura relativamente alta que impida las

uniones inespecificas.

jii. Evitar la presencia de regiones con largas secuencias de una sola base, asi
como secuencias que puedan producir estructuras secundarias internas o que sean
complementarios entre si, especialmente en sus extremos 3’, ya que podrian dar
lugar a la formacion de los denominados dimeros de cebadores (también conocidos
por su denominacién en inglés, primer-dimer) . Cuando los extremos 3’ de los
cebadores hibridan, se forma dicho artefacto que al ser polimerizado por la enzima,

reduce la eficiencia de la amplificacion (figura 3).

jii. Se debe evitar, ademas, la presencia de tres G 6 C cerca del extremo 3.



Introduccién

A
5 3
HH } H —» Produccion de Dimeros
3 5
B Anillamientos no productivos
s 5 5 3
T [
IR [
s 3 5

Figura 3. Ejemplos de anillamientos incorrectos producidos por: (A) complementariedad de secuencias entre cebadores,
dejando un extremo 3’disponible para elongacion de secuencia y que puede producir formacién de dimeros
durante la amplificacion; (B) complementariedad de secuencias entre los cebadores directo y reverso o formacion
de estructuras tallo-lazo, lo que da lugar a anillamientos improductivos que detraen en la reaccién de PCR

moléculas de cebador disponibles para la amplificacion.

Los cebadores suelen utilizarse a una concentracién entre 0.1-1.0 uM lo que disminuye el
riesgo de formacion de productos inespecificos y de artefactos (dimeros de cebadores).
Concentraciones mas elevadas pueden provocar el inicio en lugares ectépicos con la
consiguiente amplificacion de secuencias no diana, y por el contrario, el PCR es

extremadamente ineficaz cuando la concentracion del cebador es limitante.

* lon Magnesio (Mg 2+): la concentracion de magnesio afecta a los siguientes aspectos de
la reaccion de PCR (Kocher and Wilson, 1991): i. Hibridacion del cebador con el DNA
molde; Ji. Temperatura de disociacion de las cadenas, tanto de DNA molde como de los
productos del PCR, por lo que afecta a la especificidad de los productos del PCR; ijii.
Continuidad de la actividad de la DNA polimerasa. La carencia de Mg ** puede inactivar la
enzima y su exceso reduce la fidelidad y puede incrementar las uniones inespecificas y la
formacién de artefactos, como por ejemplo dimeros de cebadores (Eckert and Kunkel,
1990).

Aunque en la mayoria de los métodos de identificacion de especies que utilizan PCR se
mantiene una concentracion de iébn magnesio estandar de 2.5 mM, existen algunos casos
en los que condiciones particulares de hibridacion obligan a optimizar experimentalmente su

concentracion.

Por otra parte, la presencia de acido etilendiaminotetraacético (EDTA) u otros quelantes
en la soluciéon de DNA molde pueden afectar a la cantidad de Mg2+ libre, enmascarando la

concentracion de Mg®* éptima para la reaccion (Innis et al., 1999).
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2.3.2.3 PCR multiple

Una variante de la técnica de PCR es la realizacién de reacciones multiplex, donde se
emplean dos o mas pares de cebadores en unico tubo con el fin de amplificar
simultaneamente multiples segmentos de DNA diana permitiendo la detecciéon e
identificacion de distintos genes de interés, lo cual necesariamente implica que la mezcla de
reactivos y el programa utilizado sean adecuados para permitir la deteccién de cada diana y
no inhibir la de las demas (Vet and Marras, 2005). Con este fin, algunos parametros, como
la concentracion de magnesio y de cebadores, y el tipo y la cantidad de DNA polimerasa,
pueden ajustarse experimentalmente. En el caso de los cebadores, se trata de minimizar en
lo posible el numero necesario generalmente mediante el disefio de un cebador comun y

otro especifico para las especies a analizar (Weibin et al., 2009).
2.3.3 Utilizacion de sondas fluorescentes para PCR en tiempo real

Las técnicas basadas en PCR son muy sensibles, detectando niveles que no se
apreciaban usando otros métodos. Sin embargo, esa sensibilidad es una desventaja cuando
la legislacion del etiquetado permite cierto grado de contaminacion. Un argumento muy
comun en contra del uso de las técnicas basadas en PCR es que es demasiado sensible y
trazas de material pueden dar falsos positivos (Sawyer et al., 2003). Por otra parte el uso
de métodos de PCR clasicos no permite la cuantificacion del DNA en la muestra de una
forma sencilla y robusta, por lo que éstos sélo son adecuados en aplicaciones cualitativas.
Por esto, en los ultimos afios se ha extendido el uso de técnicas de PCR en tiempo real o
Quantitative Polymerase Chain Reaction (QPCR), que difiere de la PCR clasica en que
permite el analisis continuo de la amplificacion del DNA y que fue puesta a punto en 1993
(Higuchi et al., 1993). Se basa en la deteccion de fluorescencia asociada a cada ciclo de
amplificacion de la reacciéon de PCR, lo que permite obtener una cinética del incremento de
fluorescencia de la que se pueden calcular datos cuantitativos, absolutos o relativos, del
numero de copias de DNA molde inicial en la mezcla de reaccion (Brodmann and Moor,
2003). Ademas, el ciclo de amplificacion que se toma para realizar los analisis presenta la
ventaja de que ningun componente se encuentra limitando el transcurso de la reaccion por
lo que la amplificacidon se encuentra en su fase exponencial (Heid et al., 1996). Los métodos
de PCR en tiempo real se han convertido en la tecnologia mas ampliamente utilizada para la
deteccion y cuantificacion de DNA por contar con una enorme sensibilidad, ser muy
especifico de la secuencia, no llevar asociado procesamientos post-amplificacion y lograr un
mayor rendimiento de muestra (Wong and Medrano, 2005). El uso del PCR en tiempo real
presenta la ventaja de permitir la realizacion de medidas en un estado de amplificacion
temprano consiguiendo mayor precision que los analisis a tiempo final y la posibilidad de
prescindir del analisis electroforético de los productos del PCR (Bustin et al., 2005).
Ademas, mediante el uso de sondas o intercalantes fluorescentes se pueden disefiar
amplicones muy cortos, lo que es critico cuando se analiza DNA procedente de muestras

forenses deterioradas o alimentos procesados (Wittwer et al., 1997b). Cuanto se utilizan
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sondas fluorescentes se logra un aumento en la especificidad de la sefal recogida en la
reaccion, y habitualmente no es necesario llevar a cabo ningun analisis posterior para
completar la identificacion (Heid et al., 1996). La disponibilidad de diferentes fluoréforos que
emiten a diferentes longitudes de onda permite, ademas, disefiar de forma sencilla sistemas
multiplex en los que se analizan simultaneamente hasta cuatro marcadores en la misma
mezcla de reaccion. Finalmente, el hecho de que el ciclo en el que se alcanza una nivel de
fluorescencia determinado es inversamente proporcional al nimero de copias inicial de DNA
molde en la reaccién (como se vera en el punto 2.4) permite realizar medidas cuantitativas
(Higuchi et al., 1993).

En la industria alimentaria, el qQPCR se ha empleado fundamentalmente para la
identificacion y cuantificacion de material procedente de organismos genéticamente
modificados (OGM) en alimentos (Di Pinto et al., 2008; Hernandez et al., 2003). En cuanto a
la autentificacion de diferentes especies, se han llevado a cabo numerosos ensayos en
diferentes productos: carnicos, pesqueros, lacteos asi como en harinas y piensos para
alimentacion animal. En la tabla 1 se indican algunos estudios representativos de este tipo

de analisis.

En el desarrollo de la reaccion de la gPCR se diferencian tres etapas: la
desnaturalizacion del DNA, la hibridacién de los cebadores y sondas y la extension o
polimerizacion 5'>3'. La cuantificacion de las muestras se realiza durante la fase
exponencial (Heid et al., 1996), donde la eficiencia de la reaccion es del 100%, ya que en
esta fase la cantidad de producto acumulado se duplica en cada ciclo de amplificacion. Se
pueden utilizar diversos sistemas para el seguimiento en tiempo real de la amplificacion por
PCR basados en fluorescencia: agentes intercalantes, sondas de hidrélisis, sondas de
hibridacién o sondas con estructura de horquilla (Wittwer et al., 1997a). La eleccion de la
quimica de la sonda tiene un impacto sobre la sensibilidad de ensayos de PCR y debe

considerarse en una estrategia de optimizacion (Josefsen et al.).
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Tabla 1. Métodos de deteccion de especies en alimentos mediante gPCR, indicando el tipo de producto analizado, la/s

especie/s diana de la amplificacion y la tecnologia de sondas utilizada.

Productos Especies Tecnologia Referencia
Carnicos vaca y cerdo TagMan® (Laube et al., 2003)
Scorpion primer/
vaca ® (Sawyer et al., 2003)
SYBR" Green
vaca, cerdo, pollo y rumiantes SYBR® Green (Walker et al., 2003)
caballo, perro, gato, rata, hamster,
conejillo de Indias y conejo, aves y SYBR® Green (Walker et al., 2004)
rodentia
vaca, cerdo, oveja, pollo y pavo TaqMan® (Dooley et al., 2004)
pato TagMan® (Rodriguez et al., 2004)
caballo y burro TagMan®MGB (Chisholm et al., 2005)
cerdo TagMan® (Rodriguez et al., 2005)
15 tejidos del sistema nervioso central ® (Schénenbriicher et al.,
. TagMan"MGB
bovinos 2007)
vaca, cerdo, cordero, cabra, pollo y ®
TagMan (Laube et al., 2007a)
avestruz
vaca, cordero, cerdo, pollo y caballo TagMan®MGB (Tanabe et al., 2007)
vaca, oveja, cerdo, caballo, pollo y pavo TagMan® (Jonker et al., 2008)
vaca, cerdo, pollo y pavo TaqMan® (Koppel et al., 2008)
ciervo, gamo y corzo SYBR® Green (Fajardo et al., 2008b)
rebeco y cabra TagMan® (Fajardo et al., 2009)
burro, cerdo y caballo TagMan® (Kesmen et al., 2009)
vaca, cerdo, pollo, pavo, caballo, oveja y ® .
TagMan (Koppel et al., 2009)
cabra
SYBR® Green/ )
avestruz ® (Rojas et al., 2011)
TagMan
Pesqueros abadejo (Melanogrammus aeglefinus) TagMan® (Hird et al., 2005)
mero (Epinephelus and Mycteroperca ®
) SYBR" Green (Trotta et al., 2005)
species)
atun (Thunnus alalunga y Thunnus ®
TagMan (Lopez and Pardo, 2005)
albacares)
merluza (Merluccius merluccius) TagMan®MGB (Sanchez et al., 2009)
Bacalao (Gadus morhua) TagMan® (Herrero et al., 2010)
) ® (Lopez-Calleja et al.,
Lacteos vaca TaqMan

2007b)
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Productos Especies Tecnologia Referencia

(Lopez-Calleja et al.,

cabra TagMan®
2007a)
vaca TagMan® (Zhang et al., 2007a)
vaca y bufalo TagMan® (Dalmasso et al., 2011)
vaca TagMan® (Lahiff et al., 2002)
Harinas y . ® (Brodmann and Moor,
. vaca y mamiferos TagMan
piensos 2003)
. ® (Mendoza-Romero et al.,
rumiantes TagMan
2004)
vaca LightCycler™ (Rensen et al., 2005)
® (Krcmar and Rencova,
vaca, cordero, cerdo y pollo TaqMan
2005)
vaca, oveja y cabra LightCycler™ (Rensen et al., 2006)
vaca y cerdo TagMan® (Fumiere et al., 2006)
vaca, oveja, cerdo y pollo SYBR® Green (Frezza et al., 2008)
cerdo SYBR® Green (Martin et al., 2009b)
pescado TagMan®MGB (Benedetto et al., 2011)

A continuacion se detallan las opciones de sondas mas utilizadas de las disponibles en

el mercado:
2.3.3.1 Agentes intercalantes en la molécula de DNA

Son fluorocromos que aumentan la emision de fluorescencia cuando se unen a DNA de
doble hélice. EI mas empleado en PCR a tiempo real es el SYBR® Green (Wittwer et al.,
1997b). SYBR® Green es un fluorocromo del grupo de las cianinas que se une al surco
menor del DNA de doble cadena, principio por el cual se puede hacer seguimiento del
transcurso de la amplificacion como se muestra en la figura 4. El producto sintetizado en
cada ronda de amplificacién puede visualizarse de forma continua, siendo la intensidad de
luz emitida proporcional a la cantidad de complejo SYBR® Green-DNA en la solucion
(Wittwer et al., 1997a). La gran ventaja que presenta es que al unirse a cualquier DNA de
doble cadena, no requiere el disefio ni la optimizacién de las sondas marcadas. Por lo tanto,
en cuanto se tiene un ensayo PCR disefiado, se puede llevar a cabo en tiempo real. Es la
opcidon mas sencilla y econémica para la deteccion con PCR en tiempo real. El principal
inconveniente de los agentes intercalantes es que no dan informacion sobre la especificidad
de la reaccion, sin distinguir entre productos de reaccién especificos de los inespecificos
(como los dimeros de oligonucleétidos), con lo que existe la probabilidad de deteccién de
falsos positivos. Por tanto, la sensibilidad del SYBR® Green deteccion esta limitada por la

formacién de productos inespecificos (Wittwer et al., 1997a).
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Por este motivo, la mayoria de los protocolos que usan esta aproximacion toman
precauciones adicionales y se apoyan para confirmar los resultados de medida de
fluorescencia del PCR en andlisis de los productos por electroforesis. Algunos autores
proponen el uso de las curvas de fusion de los productos de PCR. SYBR® Green permite
distinguir las sefales obtenidas a partir de distintos productos de PCR y asi diferenciar unos
fragmentos de otros mediante el estudio de sus distintas temperaturas de fusiéon (T, =
temperatura a la que el 50% de la molécula de DNA esta desnaturalizada). Al separarse las
dos cadenas al alcanzar la T, se produce una disminucién de la fluorescencia, que puede
medirse y asociarse a cada producto de reaccién (Ririe et al., 1997). De esta forma se
asegura la identificacion del producto amplificado que ha sido detectado (Hernandez et al.,
2003). Esta aproximacion puede ser mas conveniente que el analisis mediante

electroforesis, al evitar operaciones manuales post-amplificacion.

Algunos de los protocolos propuestos usan reacciones de PCR multiples permitiendo la
deteccion de dos o mas especies (Trotta et al., 2005) o de material transgénico (Hernandez
et al., 2003) en la misma reaccion de amplificacion. Dado que existe una correlacion entre la
altura del pico de la curva de fusién del amplicon (o el area debajo del pico) y el numero de
copias de DNA diana en la reaccion, seria posible estimar las proporciones de cada especie
de DNA en la mezcla (Wilhelm et al., 2003).

8 SYBR Green no unido
8 ::i‘ SYBR Green unido

Figura 4. Deteccion de la amplificacion mediante agentes intercalantes fluorescentes (SYBR® Green). El colorante se une
al surco menor del ADN bicatenario, pero no al ADN monocatenario. Como consecuencia de esta union, se
produce un incremento de la sefial fluorescente (representado en color verde). Debido al aumento de la cantidad
de ADN recién sintetizado tras cada ciclo del PCR, la emision de fluorescencia aumenta en proporcion al nimero

de moléculas del DNA bicatenario presentes en la mezcla.

2.3.3.2 Sondas de hidrdlisis

Las sondas de hidrdlisis se basan en el fenédmeno de la transferencia de energia de

fluorescencia por resonancia o tecnologia FRET (Clegg, 1995). La sondas de hidrdlisis
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TaqMan® (Holland et al., 1991) son las mas utilizadas en los métodos descritos de PCR en
tiempo real. La tecnologia TaqMan® esta basada en la actividad 523’ de la Taq polimerasa
y en la utilizacion de una sonda doblemente marcada. Las sondas son secuencias de
oligonucledtidos cortas marcadas con una molécula fluorescente en su extremo 5’ y otra
molécula apantalladora de fluorescencia en 3’, cuyos espectros de excitacion y emision
solapan, por lo que cuando estan proximas producen el fendmeno de extincion de
fluorescencia o quenching por FRET. De esta forma, cuando la sonda esta intacta no se
produce la emisién de fluorescencia, sin embargo, cuando hibrida con su molde de DNA
complementario y es hidrolizado por la actividad exonucleasica 523’ de la Taq polimerasa
en su avance para generar el producto de amplificacion, se emitira fluorescencia (figura 5).
El incremento de la fluorescencia estara en relaciéon directa con la aparicion del producto
amplificado (Heid et al., 1996).
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Figura5. Mecanismo de accion de sondas de hidrolisis tipo TagMan® en el PCR en tiempo real. A. La reaccion contiene
inicialmente los cebadores, nucleétidos y la sonda marcada en 5" con un fluorocromo (VIC) y en 3’con un
amortiguador de fluorescencia (TAMRA). B. La sonda y los cebadores se unen al DNA diana y se inicia al sintesis
de la cadena de DNA. C. La actividad 5" 3’exonucleasa de la Taq polimerasa hidroliza la sonda en su avance
para generar el producto de amplificacion. Al separarse los fluoréforos se produce la consiguiente emision de
fluorescencia. Como consecuencia, el nimero de moléculas que emiten fluorescencia aumenta en la misma

medida que se produce la amplificacion del DNA diana.
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Los protocolos habituales para el uso de las sondas TaqMan® en el PCR en tiempo real,
requieren que su T, resulte 10° C por encima de la T,, de los cebadores. Para cumplir este
requisito, la sonda debe alcanzar aproximadamente 27 nucledtidos. Esto puede suponer
una dificultad que obstaculiza el uso de la sonda para la discriminaciéon de grupos de
especies ya que puede ser dificil encontrar una region conservada de DNA en la que se den
todos los requisitos para los cebadores y la sonda se encuentren espaciados
adecuadamente. Una forma de eludir el uso de sondas de hidrdlisis largas es la utilizacion
de oligonucleétidos modificados por unién de moléculas que aumentan la afinidad por el
surco menor del DNA (sondas MGB, del inglés minor groove binding, representadas en la
figura 6, permitiendo reducir el tamafo de la sonda hasta tamafios de 13 a 16 nucledtidos
(Afonina et al., 1997).

MGB-ODN1: 5'-GTAAGTAGACATAAC
c N
complement: 3'-AARAGACATTCATCTGTATTGAARA

NMOH
o)
H-N
N
4
0o N
H

MGB = 3' DPI; and N-terminal linker

Figura6. Esquema del diplex de DNA formado con la sonda MGB y un oligonucledtido de 23 bases. La regién que se
encuentra subrayada corresponde a la zona en la que el tripéptido dihidrociclopirroloindol DPI3 encaja en el surco
menor del DNA bicatenario. C y N indican la posicién de los extremos carboxilo y amino del tripéptido. Debajo se

muestra la estructura de la molécula DPIs (Kutyavin et al., 2000).

2.3.3.3 Sondas de hibridacién en tandem

Las sondas de hibridacion tipo tandem (Heid et al., 1996; Wittwer et al., 1997b), estan
constituidas por dos oligonucledtidos complementarios al DNA diana en regiones
adyacentes en disposicion cabeza-cola marcados cada uno con fluorocromos cuyos
espectros de emision y excitacidon solapan. Cuando ambos se unen al DNA diana en la
etapa del PCR de la hibridacién de los cebadores, el donador es excitado por una fuente de
luz externa pasando al fluorocromo aceptor adyacente parte de su energia mediante
interacciones dipolo-dipolo, la emision se registrara a una longitud de onda distinta. La
cantidad de luz emitida sera proporcional al numero de sondas unidas al DNA
complementario, que se incrementa con cada ciclo de PCR (Heid et al., 1996). Un esquema

del sistema de sondas en tandem se muestra en la figura 7.
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2.3.3.4 Sondas de horquilla (Molecular Beacons)

Las sondas con estructura de horquilla (Molecular Beacons), poseen secuencias
repetidas invertidas (ITR) en sus extremos permitiendo que formen una estructura de
horquilla por complementariedad de las regiones invertidas (Abravaya et al., 2003; Tan et
al., 2004; Tyagi and Kramer, 1996). Esta estructura secundaria lleva unidos de manera
covalente en cada extremo, un fluorocromo y una molécula apantalladora de fluorescencia o
quencher, produciéndose entre ellos el fenomeno FRET. La zona del tallo tiene secuencias
que hibridan para mantener la estructura, y la zona del bucle presenta la secuencia
especifica del DNA diana. La unién de la sonda al DNA es dependiente de la temperatura,
de forma que a la temperatura de fusion, si esta presente en la muestra la secuencia diana
del bucle de la sonda, ésta sufrira un cambio de conformacién despegando su tallo y
uniéndose a su DNA complementario. Al alejarse el fluorocromo del quencher se registrara
un aumento de fluorescencia proporcional a la cantidad de producto amplificado. Al igual
que las sondas FRET, en las sondas horquilla la DNA polimerasa empleada no presenta
actividad 5'>3' ni 3'>5' exonucleasa. Su principal ventaja es que el sistema es altamente
especifico (las dianas han de ser exactamente complementarias) ya que al ser competitivo
entre dos secuencias que dan lugar a distintas conformaciones, se ha de producir un
cambio conformacional para la hibridacién con la secuencia especifica. Ademas, ofrecen la
posibilidad de combinarlas con distintos agentes fluorescentes para identificar varias
secuencias diana en la misma reaccion (Mdultiplex). Sin embargo, tienen el inconveniente de

requerir secuencias largas y tener una gran dependencia de la temperatura de hibridacion.

Se han desarrollado otras variantes basadas en estructura de horquilla, como el sistema
ScorpionTM, que utiliza cebadores que incorporan en el extremo 5 un bucle que mantiene
préximos a un fluorocromo y un quencher. El cebador se disefia de forma que, en parte del
lazo, contiene una secuencia complementaria a la region 3° de la misma cadena en el DNA
diana, de forma que, una vez extendida la secuencia por la polimerasa, se forma una
estructura de bucle extendido que aleja el flurocromo del quencher, registrandose la
fluorescencia (Whitcombe et al., 1999). El sistema AmplifluorTM (Nazarenko et al., 1997;
Uehara et al., 1999) usa una aproximacién similar con un cebador en estructura de horquilla
que contiene el fluorocromo y el quencher, pero no requiere situar una secuencia
complementaria en la regién de la horquilla, ya que es la propia progresién de la sintesis de
la cadena complementaria a partir del segundo cebador la que da lugar a la pérdida de la

estructura y el alejamiento de las moléculas fluorescentes.

Se han realizado varios estudios comparativos con estos sistemas de deteccion de
amplificacion en tiempo real (Gasparic et al., 2010; Josefsen et al.) y, si bien los resultados
pueden ser excelentes en todos ellos, los métodos basados en sondas o cebadores en
horquilla pueden plantear algunas dificultades debido a la complejidad del disefio de las
secuencias y su dependencia de un ajuste muy exacto de la temperatura de hibridacién y de

lectura de fluorescencia.



Introduccién

En la figura 7 se muestra un esquema-resumen de los sistemas de deteccion de

fluorescencia en PCR en tiempo real.

SybrGreen Sondas hidrélisis Sondas tandem Sondastallalazo
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Figura7. Comparacion de las fases de ciclo de amplificacion (D: desnaturalizacion; H: hibridacion; E: extension; F: final tras
el ciclo) y deteccion de fluorescencia en los sistemas de PCR en tiempo real mas utilizados. %(@ _Green, (ver
también figura 4; Sondas de hidrdlisis: ver también figura 5; Sondas Tandem: marcadas con fluoréforos aceptor y
donante respectivamente, se unen durante la etapa de la hibridacion de los cebadores. El fluoréforo donador es
excitado por una fuente de energia externa transfiriendo parte de su energia de excitacion al fluoréforo aceptor
adyacente que emite la sefial fluorescente; Sondas Tallo-Lazo: sus extremos 5 y 3' se encuentran unidos
covalentemente a un fluoréforo y a un inhibidor préximo. En la etapa de la hibridacion, en presencia de la

secuencia complementaria, se despliega alejandose el fluoréforo del inhibidor e iniciando su fluorescencia.

2.4  Cuantificacion

La principal ventaja del uso del PCR en tiempo real es la posibilidad de cuantificar el DNA
de partida gracias al registro del aumento de fluorescencia por la hidrélisis de la sonda en el
transcurso de los ciclos de PCR. La cuantificacién se realiza comparando el niumero de
ciclo, Cr, en el cual la muestra problema alcanza un mismo nivel de fluorescencia que una
muestra patrén, cuya concentracion inicial o nimero de copias de DNA es conocida. Si en
cada ciclo de PCR se duplica el numero de moléculas y, por tanto, la fluorescencia

registrada, el valor C; debe ser proporcional al numero de copias de DNA inicial en la
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muestra. En la figura 8 se muestra el incremento en fluorescencia registrado durante el
progreso de un PCR en tiempo real y la relacion entre los valores de Cr de dos muestras

que parten de distinto niumero de copias de DNA diana.
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Figura 8. Esquema de las diferentes etapas de la deteccion de fluorescencia en un sistema de PCR en tiempo real. En A
solo se detecta fluorescencia de fondo. En los ciclos incluidos en B se observa incremento exponencial de
fluorescencia y es posible realizar medidas tanto cualitativas como cuantitativas. En C la reaccion ha llegado a
saturacion o agotamiento de los reactivos, el nivel de fluorescencia se iguala independientemente de la cantidad
de DNA de partida y la medida solo es relevante como dato cualitativo (tiempo final). Para la medida cuantitativa

de DNA en dos muestras (lineas y ==ss===s ), S€ establece un nivel de fluorescencia de referencia

(linea ). EI Crde cada muestra es el ciclo en el que la fluorescencia alcanza el nivel de referencia, y es

proporcional al nimero de copias de DNA iniciales en la reaccion.

El nimero de copias de DNA cuando se alcanza el nivel de fluorescencia de referencia,

Ncr, sera proporcional al numero de copias inicial, N;, segun la ecuacion:
_ cT
N =N, x2

Donde N¢r es el numero de copias de DNA cuando se alcanza la fluorescencia de
referencia y N; es el nUmero de copias de DNA diana inicial. Se puede obtener una

representacion lineal rescribiendo la ecuacion (Higuchi et al., 1993):

logN.; —logN,; =C; log2
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C, =—(1/log2)logN, 109 Ner
log2
de forma que la representacion de cada obtenido con una cantidad N; de DNA debe
producir una recta cuya pendiente es -1/log2 y el punto de corte con el eje Cr es
logNcr/log2. Dado que, experimentalmente, la cantidad de DNA producida en cada ciclo
puede no ser exactamente el doble de la presente en el ciclo previo, se puede proponer una
forma mas general de la ecuacion anterior:
C, =—(1/logE)logN, 109 Ner
logE
En la que E es la eficiencia de la reaccion de PCR, es decir, el nUumero de copias medio
de producto de reaccion por ciclo de PCR. Las eficiencias del PCR en tiempo real pueden
ser calculadas experimentalmente a partir del dato de la pendiente en una representacién
de Cr frente al logaritmo de la cantidad de DNA inicial, en una serie de reacciones
realizadas con diferentes cantidades del mismo DNA diana haciendo diluciones seriadas. El
calculo de la eficiencia de PCR es importante en los métodos de cuantificacion, ya que
permite realizar comparaciones entre datos obtenidos a partir de amplicones distintos. E se

calcula de acuerdo a la férmula:

E= 10(—1/ pendiente )

El método de cuantificacién elegido depende de la secuencia diana que se pretende
amplificar, el intervalo esperado de cantidad de DNA presente en el tejido, el grado de
exactitud requerido, y el tipo de cuantificacion que se vaya a llevar a cabo. En general, dos
tipos de cuantificacion son posibles: la cuantificacion absoluta y la relativa, en la cual se
obtiene una relacién del nimero de copias de un DNA diana respecto a otro que se utiliza
de referencia. El uso de una u otra aproximacién depende de los requerimientos de cada

aplicacion.
2.4.1 Cuantificacién absoluta

La cuantificacién absoluta proporciona una valoracién de la cantidad de DNA diana
presente en la muestra. Para su calculo es necesario realizar una curva de calibracion con
DNA de referencia cuantificado por un método independiente para relacionar la senal
obtenida de la muestra con el niumero de copias fijo de la curva estandar. Aunque en
ocasiones se indica como cuantificacion absoluta un resultado obtenido en unidades de
masa de DNA, en sentido estricto, mediante PCR en tiempo real, sélo es posible cuantificar
el numero de copias de DNA diana presente al inicio de la reaccién. Por tanto, la
cuantificacion absoluta debe expresarse en numero de copias del DNA diana (Morrison et
al., 1998). El problema fundamental de la cuantificacion absoluta es que proporciona una

valoracion del numero de copias de DNA diana en la muestra, pero no cuantifica la cantidad
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de material presente, ya que el contenido en DNA por unidad de masa puede variar
dependiendo de la naturaleza del material utilizado (tejidos, 6rganos etc.). Ademas, requiere
un método independiente para conocer el numero de copias de DNA diana por unidad de
masa en el patréon para realizar la recta de calibracion. Esto no siempre es sencillo, ya que
requiere conocer con precision el tamano de la molécula de DNA. Frecuentemente se
recurre a la construccion de plasmidos que contienen el fragmento de DNA a detectar
clonado para disponer de un dato mas preciso para el calculo del peso molecular, lo que se

traduce en un coste adicional para la realizacion de este tipo de ensayos.

Para usar las curvas de calibracion es necesario comprobar que las eficiencias del DNA
estandar y el de la muestra sean comparables (Ferre, 1992; Souaze et al., 1996). El disefio
de las curvas estandar, su preparacion, la determinacion exacta de sus concentraciones, su
estabilidad a largo plazo y su almacenamiento son factores que pueden afectar a los
resultados ya que la cuantificacion del DNA en el PCR en tiempo real depende
exclusivamente de la precision de los estandares empleados (Pfaffl, 2008). Entre los
principales tipos de estandares utilizados, se demostré como los niumeros de copia variaban
durante el almacenaje (de 0 a 14 dias) siendo las secuencias clonadas mas estables que
los productos de PCR. Por tanto es conveniente analizar rutinariamente los estandares
utilizados ya de lo contrario podrian conducir a la variacién sustancial en los resultados

(Dhanasekaran et al.).

Los métodos de cuantificacidon absoluta se utilizan en aplicaciones que requieren conocer
el numero de copias del DNA diana, como es el caso de la cuantificacion de carga
viral/bacteriana o la presencia y cuantificacion de transgénicos en alimentos (Cattori and
Hofmann-Lehmann, 2008; Workenhe et al., 2008). Esta cuantificacion por PCR en tiempo
real usualmente pretende la determinacion del porcentaje del material investigado dentro del
conjunto que constituye la muestra a analizar. En el caso de transgénicos los resultados se
expresan como porcentaje de material transgénico (construcciéon especifica) frente a no
transgénico de la misma especie (European Commission, 2004). Para ello se realizan dos
rectas de calibrado con materiales de referencia, una para el transgén y otra para un gen
endogeno de la misma especie, con cantidades conocidas de DNA en numero de copias.
Extrapolando los valores de C; para ambos detectores obtenidos con la muestra problema,
y conociendo el niumero de copias por genoma del transgén en el evento, es posible
conocer la relacion de material transgénico frente al no transgénico en la muestra. Esta
estrategia se podria en principio trasladar al caso de cuantificacion de especies. Este
objetivo no es facil de alcanzar ya que, al contrario que en caso de transgénicos, el material
a comparar es DNA de distintas especies, lo cual dificulta el uso de genes enddégenos que
sirvan de referencia. Aunque no hay unanimidad en la forma de expresar los resultados en
el caso de comparacién entre especies distintas, la mas adecuada seria obtener el
porcentaje de la especie analizada en la muestra. La alternativa mas utilizada es referir la
cantidad de DNA de la especie analizada a la cantidad de DNA total utilizada en la reaccion.

En algunos casos, la medida de DNA total se ha realizado por métodos independientes,
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como espectrometria mediante luz ultravioleta (Walker et al., 2003); Walker, 2004 #744;
Zhang, 2007 #2333}. Sin embargo, para obtener medidas mas precisas y fiables es
necesario utilizar una referencia interna similar a la utlizada en cuantificacion de
transgénicos. Este DNA de referencia puede ser cuantificado con detectores que amplifican
grupos amplios de especies, por ejemplo mamiferos, para sistemas de deteccion
especificos de porcino (Rodriguez et al., 2005) o bovino (Brodmann and Moor, 2003). Una
alternativa al uso de DNA como referencia interna es utilizar matrices estandarizadas, tales
como salchichas con distintos contenidos de carne de distintas especies, y elaborar rectas
estandar a partir del DNA obtenido de estas matrices, en lugar de diluciones seriadas de un
DNA de referencia. De esta forma, los Ct obtenidos de la muestra problema se extrapolan
directamente sobre las rectas, obteniéndose directamente la proporcion de material carnico
de cada especie en la muestra. El método ha mostrado ser Util en ensayos interlaboratorio
(Eugster et al., 2009; Kdppel et al., 2008), pero es totalmente dependiente de disponer de

las matrices adecuadas para cada tipo de ensayo.
2.4.2 Cuantificacion relativa

La cuantificacidon relativa compara la cantidad de DNA presente en una muestra en
relacion a la cantidad de otro DNA que se utiliza como referencia (Raeymaekers, 1993). No
es necesario conocer las cantidades absolutas ni las concentraciones de ninguno de los
DNAs que se analizan. Las rectas de calibracion se utilizan para establecer las eficiencias
de amplificacion de los dos detectores que se comparan, pero no se utilizan para extrapolar
las cantidades de DNA en la muestra. La cuantificacion relativa tiene un uso extendido en
aplicaciones de expresion génica, donde se utilizan genes constitutivos para la
normalizacion de las medidas realizadas (She et al., 2009). Estos genes suelen codificar
proteinas esenciales para el funcionamiento de las células, por lo que su expresion es
menos variable que la de otros genes, pudiéndose considerar como constante en las
condiciones en las que se pretende realizar la medida de expresion génica (Thellin et al.,
1999). De forma general, la relacion R de la expresion de un gen X en dos condiciones (A'y

B) se obtiene con la expresion:
R _ 27AACT

Donde AACT es igual a (CT referencia condicion A CT gen X condicion A) _ (CT referencia condicion B
Coen X condieion By "En | caso de la cuantificacion de DNA en muestras de alimentos para
determinar el contenido de las diferentes especies, en principio se puede utilizar una
aproximacion similar. Para cada especie se disefia un detector especifico, constituido por
una pareja de cebadores (mas la sonda fluorescente, segun la quimica elegida), y se disefia
un tercer detector que sea comun a ambas especies y que se usa como referencia. Si las
eficiencias de reaccion de los tres detectores son iguales, se puede obtener un valor ACr =
Cy ®Pece_ C,/®®"®"%% phara cada especie, y el contenido en porcentaje (%) de la especie
mediante: % = 2°°" x 100. Esta aproximacion se ha utilizado para desarrollar un método de

cuantificacion de especies de atun en conservas (Lépez and Pardo, 2005).
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Un caso particular, que toma elementos de la cuantificacién absoluta y relativa, es la
obtenciébn de datos semi-cuantitativos para realizar determinaciones del tipo
presencia/ausencia. En este caso, lo que se pretende es determinar si el contenido de una
especie en la muestra supera o no una cantidad o porcentaje determinado. Los resultados
se emiten como positivo o negativo, junto con un valor que especifica el limite de deteccion.
Asi, si el limite de deteccion se establece en un 5%, toda muestra que contenga menos del
5% de la especie analizada se calificara como negativa y si supera ese nivel se calificara
como positiva. La metodologia de qPCR se puede adaptar facilmente a esta situacion, tanto
mediante medidas de fluorescencia en la fase exponencial como a tiempo final. Los
sistemas se validan con muestras que contienen la especie a analizar en el entorno del
umbral, y se establecen unos valores de ACr que, teniendo en cuenta la incertidumbre
asociada, permitan diferenciar entre las dos situaciones. Este tipo de aproximacién se usa
rutinariamente en la deteccion de eventos transgénicos que superan el 0.9% en alimentos
en Europa. También se ha propuesto un sistema similar para la deteccién de las especies

carnicas mas importantes con un umbral del 0.5% total (Dooley et al., 2004).

En la tabla 2 se indican algunos de los ensayos publicados de analisis mediante gPCR de
especies en alimentos, en los que se aportan datos cuantitativos sobre el contenido en las

especies indicadas con relacion a distintos materiales de referencia o calibradores.
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Tabla 2. Estudios en los que se han ensayado métodos de qPCR para obtener datos cuantitativos sobre la composicidn en

mezclas de especies de interés en alimentacion

Especies Control
Referencia Dianas (cebadores Sondas Muestra endégeno /

especificos) calibrado
(Laube et al., Fosfodiesterasa, 8 especies 8 especies Mezclas Miostatina,
2007a; Laube et receptor rianodina, mamiferos y mamiferosy  DNA mamiferos y
al., 2007b) GMPc, Interleukina2 aves aves aves
(Koppel et al., Beta-actina, receptor de Bovino, Bovino, Mezclas Calibrador
2008) Prolactina, cytB, Factor porcino, pollo porcino, DNA adaptado a

de crecimiento pollo, pavo matriz
transformante beta 3
(Fajardo et al., 125/18S Ciervo SYBR® Mezclas Consenso
2008b) Green carne Eucariota
(Fajardo et al., 12S/18S Caprino sYBR® Mezclas Consenso
2008a; Fajardo Green, carne Eucariota
et al., 2009) Caprino
(Koppel et al., Beta-actina, receptor de 8 especies 8 especies Mezclas Calibrador
2011; Koppel et Prolactina, cytB, Factor mamiferos y mamiferosy  carnes, adaptado a
al., 2008; Koppel  de crecimiento aves aves Mezclas matriz
et al.,, 2009) transformante beta 3 DNA
(Martin et al., 125/18S Porcino sYBR® Mezclas Consenso
2009b) Green carne/ Eucariota
vegetal,
piensos
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Justificacion y Objetivos

En los ultimos afios se ha producido un aumento en el interés por conocer el origen y
composicién de los productos alimenticios, mas concretamente el contenido en las especies
animales declaradas, asi como las cantidades presentes en productos elaborados. Las
crisis alimentarias debidas a enfermedades ftransmitidas por los alimentos han
desembocado en exigencias de calidad y seguridad por parte de la Comunidad Europea
para controlar la veracidad del etiquetado. A fin de asegurar la inocuidad de los alimentos a
lo largo de toda la cadena alimentaria y proteger la salud del consumidor, asi como para
brindar proteccion contra fraudes, es necesario innovar e introducir mejoras constantes en
los sistemas nacionales de control. Esto ha motivado el desarrollo de métodos de analisis
que permitan la deteccién y cuantificacién de especies en todo tipo de productos elaborados
para la alimentacién humana y animal.

Actualmente se consideran dos aproximaciones al problema de la identificacion y
cuantificacion de especies en alimentos: deteccidon de proteinas especificas y deteccion de
secuencias de DNA especificas de especie. Las ventajas de las técnicas basadas en DNA
han hecho que gran parte del desarrollo actual de sistemas de deteccién e identificacion se
base en ésta molécula. Una de las opciones mas versétiles es la utilizacion de sistemas de
reaccion de polimerasa en cadena en tiempo real, porque permite tanto la detecciéon como la
cuantificacion del DNA en una muestra compleja. A su vez, existen varias metodologias
para la realizacién de la reaccion de polimerasa en cadena en tiempo real entre los que se
encuentran los sistemas basados en sondas fluorescentes especificas y los basados en
moléculas fluorescentes de union inespecifica a DNA (SYBR® Green). Desde hace varios
afos se viene utilizando una variante de las sondas fluorescentes de hidrélisis con mayor
afinidad por el surco menor del DNA (MGB) para determinaciones de polimorfismos en
biomedicina. Estas sondas pueden ser utiles también para el analisis de especies en
alimentos ya que permitirian amplificar DNA muy fragmentado en alimentos procesados, y
detectar variantes mediante analisis de polimorfismos de un Unico nucledtido, entre
especies filogenéticamente proximas y entre variedades dentro de una misma especie. Con
estas premisas se han plantado los siguientes objetivos:

1- Desarrollar y determinar los limites operacionales de un método basado en la
tecnologia de la reaccion de la polimerasa en cadena en tiempo real con sondas TagMan®
MGB especificas de grupos taxonémicos amplios (aves y mamiferos) combinadas con
cebadores especificos de especie cuya diana es una secuencia mitocondrial para
identificacion y cuantificacion de especies.

2- Evaluar el sistema utilizando DNA de diferentes matrices: mezclas de DNA de dos y
cuatro especies de musculo fresco, mezclas de tejido de dos especies frescas, y
procesadas por procedimientos de envasado y desecado, asi como mezclas comerciales

procesadas.
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3- Estudiar el efecto que tiene la degradacion de las muestra en la cuantificacion del
método mediante la relacion de amplificacién de amplicones de distintos tamafios con objeto
de validar los datos obtenidos de los analisis cuantitativos.

4- Evaluar el uso de materiales de referencia adaptados a la matriz en alimentos para
aumentar la calidad de los datos cualitativos y cuantitativos derivados de los métodos de
PCR en tiempo real

5- Comparar los limites operacionales del sistema propuesto con sondas TaqMan® MGB
especificas con otros métodos disponibles, en concreto con la utilizacion de moléculas
fluorescentes de union inespecifica a DNA (SYBR® Green) y valorar las ventajas y posibles
aplicaciones de unos y otros.

6- Evaluar la aplicacién de la tecnologia TagMan® MGB para la deteccion y cuantificacién

de DNA en alimentos de especies filogenéticamente proximas.
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ABSTRACT:

Six TagMan real-time polymerase chain reaction (PCR) systems using minor-groove
binding (MGB) probes have been developed for the detection and quantitation of bovine,
porcine, lamb, chicken, turkey and ostrich DNA in complex samples. Species-specific
amplification was achieved by combining only two fluorogenic probes and ten oligonucleotide
primers targeting mitochondrial sequences, decreasing significantly the cost of the assay.
The limits of detection ranged from 0.03 to 0.8 pg of template DNA. Analysis of experimental
mixtures containing 2-4 different species showed the suitability of the assay for detection of
>1% of pork, chicken or turkey and >5% of cattle or lamb. The quantitation accuracy in
samples containing 10 to 100% of beef or pork DNA was close to 90%. The system is
complemented with one additional TaqMan®-MGB detector, based on consensus sequence
segments of the nuclear 18S rRNA gene. A method to evaluate the presence of unknown
eukaryotic DNA in a mixture is presented, in which data derived from the species-specific
detection is compared to the experimental values obtained with the general 18S detector.
This method allows the validation of the quantitative measurements providing an internal
control of the total content of PCR amplifiable DNA in the sample. The system was tested on
DNA mixtures containing different shares of up to four different species, and on DNA

extracted from processed commercial food samples.

Keywords: Real-time PCR/Species identification/DNA quantitation/cytochrome b/18S rRNA.

INTRODUCTION

Several techniques are currently used for the unequivocal identification of materials from
different biological origin in complex mixtures. These methods are particularly relevant in
forensic applications, and in the human and livestock food industry. The health risks
associated to potentially unsafe food and feedstock formulations, together with the
increasing demand of information on the origin and composition of processed food products
has propelled the development of more accurate and powerful analysis methods. DNA-
based methods have been shown to be particularly powerful in the analysis of processed
foods or forensic samples, as DNA is less liable to be disrupted than many proteins, the
identification is not dependent on the tissue, and sequence data can be analyzed at different
levels of specificity, covering from groups or species to even variants or genetically modified
individuals (reviewed in [1]). Species-specific primers, alone or in combination with
Restriction Fragment Length Polymorphism (RFLP), and Random Amplified Polymorphic

(RAPD) DNA technologies, have been designed for the identification of a large number of
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commercial mammals, birds, fish and mollusks using mitochondrial DNA [2-5], ribosomal
RNA (rRNA) [6,7] or nuclear genes [8,9] . Methods based on PCR amplification with species-
specific primers are relatively fast, but accurate identification often requires either nuclease
restriction analysis or sequencing of the reaction product. Methods based on RFLP or RAPD
can be used for the screening of a broader range of species, but usually require the integrity

of the DNA template and are more difficult to standardize for processed-food samples.

The application of fluorogenic probes in combination with PCR, commonly used in real-
time PCR protocols, single nucleotide polymorphism (SNP) analysis and pathogen
diagnostic tools, has been less investigated for the development of food authentication
methods. With this approach, the positive identification (emission of fluorescence) requires
the effective binding of a specific probe in addition to the binding of the PCR primers,
increasing the reaction specificity, which usually does not require any further analysis. In
addition, fluorescence data can be collected directly from a real-time PCR instrument or a
fluorescence spectrophotometer, avoiding the need for electrophoresis and allowing the
selection of short sequences for amplification, which may be critical when obtaining DNA

from processed-food or highly deteriorated forensic samples.

TaqMan® probes are designed as short oligonucleotides bound to both a fluorescent dye
and a quencher [10]. As the probe matches an internal sequence of the PCR amplicon, it is
hydrolyzed by the 5°-nuclease activity of the Taq polymerase at every cycle, releasing the
fluorescent dye from the quencher. Standard protocols using fluorogenic TaqMan® probes in
PCR require that the melting temperature (T,) of the probe should be 10 °C above the T, of
the primers. The binding of a typical 27 nucleotide probe to a target sequence with one
mismatch located in the middle third of the probe may require the decrease of the annealing
temperature in 7 to 10 °C, reducing altogether the specificity of the amplification primers.
This may hamper the use of this kind of probes for the discrimination of species groups, as it
may be difficult to find a DNA region fulfiling the requirements of a group-conserved
sequence in both probe and primer sequences adequately spaced. Minor-groove binder-
oligodeoxynucleotide (MGB) conjugates [11] show increased affinity for the target sequence,
allowing shorter (13 to 16 mer) nucleotides to be used as probes, broadening the variety of
sequences suitable for species or group-specific targeting. The use of selective primers
based on mismatches at its 3’-end, highly refractory to amplification [12] has been reported
to be useful for the discrimination of closely related species [9]. In this work, we use
fluorogenic MGB probes designed to target inter-species specific sequences in combination
with oligonucleotide primers showing species-specific mismatches at its terminal 3’
nucleotide to develop a method which uses only two labeled probes, and different
combinations of 10 oligonucleotide primers for the identification of beef, lamb, pork, chicken,

ostrich and turkey material in food samples.
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The possibility of performing quantitative measurements is one of the main potential
advantages of using real-time PCR technology is. This capacity has been thoroughly
exploited in gene expression studies. Reliable quantitative measurements require the use of
an external control to normalize the results. In gene expression applications, this is usually
achieved by measuring the mRNA content of a housekeeping gene. Quantitation of DNA
from different species in food products can be improved by using an external control PCR
reaction to have a measurement of the total amplifiable DNA present in the sample, and
normalize the results obtained with the specific probes. While identification procedures
usually rely on the amplification of multicopy target sequences (mitochondrial DNA, rRNA
genes and DNA repeated motifs), obtaining comparable quantitative measurements from
different species, would require that both the specific and the non-specific probes should
target single-copy genes. However, the sensitivity of the reaction may be severely
decreased. In an effort to make the use of multicopy sequences compatible with quantitative
measurements, we have evaluated here the possibility of using a method of quantitation
based on a mitochondrial sequence as species-specific target, while an eukaryotic nuclear

18S RNA sequence is used as an indicator of the total DNA in the reaction.

MATERIALS AND METHODS

DNA extraction

Meat and prepared food samples were obtained from commercial sources. DNA species
of the control samples were confirmed by sequencing the cytB gene and its comparison with
published sequences at NCBI Genbank. DNA was obtained from either 1 g of raw material
using either a standard SDS/Phenol extraction protocol [13] or from 35 mg by using the
NucPrep protocol on the 6100 Nucleic Acid PrepStation from Applied Biosystems. Before
extraction, muscle samples were either chopped very finely or ground to a fine powder in a
hand-held macerator having first been freeze-dried. DNA was quantified after staining with
Picogreen dsDNA quantitation reagent (Molecular Probes), using a Perkin-Elmer LS-50B
fluorescence spectrophotometer and comparing the fluorescence with that from DNA

standards of known concentration.

DNA sequences and alignments

DNA sequence alignments were performed using ClustalX program [14]. Sequences were
obtained from the NCBI Genbank: Bos taurus: NC_001567; Ovis aries: NC_001941; Sus
scrofa: NC_000845; Gallus gallus: NC _001323; and Struthio camellus: Y12025. The
sequence of the ND5 — cytB region in turkey was determined from commercial samples

using primer pairs encompassing those regions for PCR amplification. The PCR products
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obtained were further purified by filtration through Chroma-spin-100 columns (Clontech), and
both strands of the amplified fragments were sequenced either directly using the same
oligonucleotides as primers or after subcloning into a pGEM-T vector (Promega), using

Applied Biosystems sequencing kits and 3730 Automatic Sequencer.

Primer and probe design

Primers and probes were designed with the help of the Primer Express software from
Applied Biosystems. The sequence and properties of the oligonucleotides used are shown in
Table 1. The species-specific identification primer and probe sets (detectors) were devised
to minimize the use of specific fluorescent probes. Thus, the three mammal species share
the probe S1FAM, while the avian species use S7TFAM. The primers and the probes were
selected after alignment of the mitochondrial DNA encompassing the 3’end of ND6 (ND5 for
birds) and the 5" end of cytB. The DNA alignments of these regions and the location of
primers and probes are shown in the figure 1. Specific amplification is obtained by using the
primer pairs FCSUS1/RSUS2 (pork), FBOS3/RBOS1 (cattle), FC1/ROVIS2 (lamb), FA1/RA1
(Chicken), FA2/RA1 (Ostrich) and FA5/RA1 (turkey). After alignment of the complete 18S
rRNA gene from 50 selected eukaryotic organisms, incorporating mammals, birds, reptiles,
amphibians, arthropods, molluscs, green plants and fungi, three conserved regions were
selected to design the EUKF/EUKR pair of primers and the probe SSFAM for the quantitation
of the total eukaryotic DNA in the sample.

Real-time PCR analysis

DNA detection was performed by amplification using the real-time sequence-detection
system 7000 from Applied Biosystems. Reactions were carried out by duplicate in 96-well
plates. The 25 pL reaction mixtures contained 12.5 pL of Tagman master mix (which
includes the heat-activated AmpliTag Gold™ enzyme), 300 nM of each specific
oligonucleotide primer, MGB probe 200 nM, and 2 pL of different dilutions of the DNA
mixture, corresponding to 0.006 pg to 100 ng of total DNA. The reaction conditions were: 10
min at 95°C for enzyme activation and 50 cycles of 15 s at 95°C, 1 min at 55°C. Readings
were taken every cycle and the logarithm of the increment in fluorescence was plotted
versus the cycle number. The threshold level was fixed at the same mid-exponential position
for all runs. The detectors (combination of primers and probe for a given reaction) and the

species identified are shown in table 2.
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A

=
Bos : GAAAAACCATCGTTGTCATTCAACTACAAGAACACTA--ATGACTAACATTCGARAGT
Oovis : [GAAAAACCATCGTTGTCATTCAACTATAAGAACACTA--ATGATCAACATCCGAAAAACS
Sus H GAACCTTAATATGACCAACATCCGAAAATCH
Bos AATTGTARACAATGCATTCATCGACHTTCCAGCCCCATCAAACATTT]
Ovis AATTGTAAACAACGCATTCATTGALCTCCCAGCTCCATCAAATATTT
Sus AATTRTCAACAACGCATTCATTGACQTCCCAGCCCCCTCARACATCT
B
Gallus : GGCCTAATTAAATCTTACCTGGGTTCCTLCGCCCTCACAATCCTTACAACGATCCTACTTAT

Meleagris :[GGCTTGATCAARACCATATCTAGGATCHTTTGCCCTGACAATCCTCATAACAATCCTACTCAT
Struthio : GGATTAATTAAAACCTACTTAGGAACATCGCACTGTCCATCCTCATTOTACTCACACTCAC

Gallus : CCA-AAAATAAA-CEVVK
Meleagris : CCA-AAAATAAA--
Struthio : CCACAGAACAAAAC

PN GAAAATCCCACCCCCTACTAAAAATAATTA
GARAAATCACACCCCCTATTAARARAACAATCA
Iy GAAAATCGCACCCCCTGCTCARAATTATCA

Gallus : ACHACTCCCTAATCGACCTCCCAG
Meleagris : ACHACTCATTAATCGACCTCCCAA
Struthio : ACHACTCCCTAATCGACCTCCCAT

Figure 1. Alignment of the 5°cytB region of (A) Bos taurus, Ovis aries and Sus scrofa, and (B) Gallus gallus, Meleagris
gallopavo and Struthio camellus. The position of the target sequences for the forward primers, TagMan® MGB probes and
reverse primers are indicated as shadowed, black and empty boxes respectively. S: position of the cytB start codon.

Data analysis

The mean value and standard deviation from three independent experiments, each
performed with duplicate reactions, were used to build the standard curves and to
extrapolate unknown DNA samples. The errors associated to parameters calculated from
other variables, such as N, C*" and percentages were calculated by using the general

expression:

2
am= 3] O (axi
i=1\ OX
where AM is the error associated to the M magnitude, which is calculated using the variables
X1, X2 ..., X, with associated errors AXy, AX,, ..., AX, respectively. Percentage errors were
calculated as 100 times the difference between the true and the experimental values divided

by the true value.
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Table 1. Oligonucleotide primers and probes

Oligonucleotide Sequence (5->3")

Target

Forward

primers

FBOS3
FC1SUS
FC1
FAl
FA2
FAS5

EUKF

CAAGAACACTAATGACTAACATTCGAAAG Bovine mitochondrial t-Glu gene

GAAAAATCATCGTTGTACTTCAACTACA

GAAAAACCATCGTTGTCATTCAACT

TCGCCCTCACAATCCTTACAA

TCGCACTGTCCATCCTCATTC

GGCTTGATCAAACCATATCTAGGATCT

AGCCTGCGGCTTAATTTGAC

Reverse primers

RBOS1
RSUS2
ROVIS2

RA1

EUKR

MGB Probes

S1

S7

S5

AAATGTTTGATGGGGCTGGA

GGTCAATGAATGCGTTGTTGAT

AAATATTTGATGGAGCTGGGAGA

CTGGGAGGTCGATTAGGGAGT

CAACTAAGAACGGCCATGCA

CCACCCACTAATAAA

TAATGGCACCCAACATT

AGGATTGACAGATTGAG

Porcine mitochondrial t-Glu gene
Sheep mitochondrial t-glu gene
Chicken ND5 gene

Ostrich ND5 gene

Turkey ND5 gene

Consensus eukaryotic 185 RNA gene

Bovine cytB
Porcine cytB
Sheep cytB

Consensus Chicken, turkey and ostrich cytB

Consensus eukaryotic 18S RNA gene

Consensus bovine, ovine, porcine (1
mismatch) cytB

Consensus chicken, turkey and ostrich cytB
(1 mismatch)

Consensus eukaryotic 18S RNA gene

Table 2. Detectors as combinations of primers and TagMan® MGB™ probes in real-time PCR.

Detector Primers Probe Amplicon (bp) Species
BOS FBOS3/RBOS1 S1 92 Cattle
SuUs FC1SUS/RSUS2 S1 100 Pork

oVvS FC1/ROVIS2 S1 119 Sheep
GAL FA1l/RA1 S7 117 Chicken
MEL FA5/RAL S7 146 Turkey
STR FA2/RA1 s7 120 Ostrich
18S EUKF/EUKR S5 120 Eukaryota




Trabajo experimental |

RESULTS

Efficiency, specificity and detection limit of the PCR relations
In real-time PCR analysis, the threshold cycle Cr indicates the fractional cycle number at

which the amount of amplified target reaches a fixed threshold:
N = NxECT (1)

where E is the PCR efficiency, N is the initial amount of DNA and N, is the amount of DNA at
the Cr cycle. Comparison of real-time PCR data obtained from different primer pairs and
probes are fully comparable only when the experimental efficiencies for the different
reactions are similar and approach the theoretical optimum of 2 (one doubling in the number
of copies of the target DNA per PCR cycle). The PCR amplification efficiency for each
detector (primer pair and probe combination), E, can then be calculated from the expression
derived from 1 [15]:

Crt =—(1/logE)logN +b ()

where the intercept b = logN//logE. Therefore, a plot of Cr vs. logN yields a line in which the
slope equals —1/logE. The efficiencies of the BOS, SUS, OVS, GAL, MEL, STR and 18S
detectors, were calculated from Cr vs. logN plots using five-fold serial dilutions of 100 ng of
purified DNA from each species. The efficiencies, E = 1.9£0.1, approached the optimal of
one duplication in the number of copies per cycle. All the subsequent calculations were done
by duplicate using both the actual E value for each detector and the approximate value of
E=2; however, as results were not significantly different, only the values calculated using
E=2 are shown. Linearity of the Ct vs. logN plots was lost for some detectors around cycle
40 of the PCR (not shown). This indicates that, under our experimental conditions, Cr values
above 40 may not be reliable for identification and quantitation purposes and, therefore,
were not considered in the following calculations. The detection limits, calculated from the
specific-detectors standard curves as the DNA amount yielding C7=40 were: 0.03 pg (cattle),
0.07 pg (pork), 0.07 pg (lamb), 0.006 pg (chicken), 0.8 pg (turkey) and 0.03 pg (ostrich).

The specificity of the detectors was tested by running real-time PCR reactions with DNA
from different species. While no background cross-reaction was detected electrophoretically
(not shown), some residual fluorescent signal could be detected in real-time PCR
experiments using saturating amounts (>60 ng) of non-target DNA. To obtain a
measurement of the signal to noise ratio R when the specific detectors are used for

identification, we used the expression derived from equation (1):

R=ECC" )
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where C° is the Cr obtained with the target species DNA, and C** is the C; obtained from a
reaction containing the same amount of non-target DNA. As shown in table 3, the signal to
noise ratios for 100 ng of template DNA ranged from 10° to 10”". Due to this cross-species
amplification, the limits for reliable detection of cattle and chicken DNA in mixed samples

should be restricted to 0.06 pg and 0.09 pg respectively.

Table 3. Ratio of target to non-target DNA amplification detected by real-time PCR using species-specific detectors.

Template DNA

Detector
Cattle Pork Lamb Chicken Turkey Ostrich

BOS 1@ 6x107° 1x10°® 4x10°7 6x10° 5x10°7
SuUS 7x10° 1 7x10° 2x10°® 4x107 4x10°®
oVvSs 5x10°° 1x10° 1 3x10°® 2x107 1x10°
GAL 1x10° 9x10°® 6x10° 1 4x10° 3x10°
MEL 2x10°° 2x10° 2x10°° 2x10°° 1 2x10°°
STR 1x10°® 7x107 9x107 1x10° 7x10°° 1

(a) Reactions contained 100 ng of DNA as template. R values were calculated using equation (3).

DNA quantitation on two-species sample tests

As shown in Figure 2, identical amounts of template DNA from different species yield
different Cr for both mitochondrial and nuclear 18S genes. These variations in the Ct values
are likely caused by inter-species differences in the number of copies of the target cytB and
18S rRNA genes. Such differences may cause a bias in quantitative measurements when
the 18S consensus detector is taken as a measure of the total DNA in the sample and,
consequently, would not allow the normalization of quantitative results by simply finding the
ratio mitochondrial/18S DNA for any given species in a mixed sample. To overcome this
difficulty, but keeping the advantage of the extended sensitivity and sequence conservation
of the RNA18S detector, we propose the following protocol, which allows the detection of
known and unknown DNA species in the sample and, secondly, the quantitation of the
known species. Firstly, samples containing mixed species DNA are analyzed both using the
specific mitochondrial detectors and the generic 18S detector. Species-specific and 18S
control reactions are run in parallel with known amounts of the purified target DNA for each
species analyzed, and standard plots are drawn for each detector/species pair. The Cr
obtained with each specific detector on the problem sample (C°) is extrapolated to the
standard curve, yielding the amount N of every species DNA in the sample. Secondly, the Cr

obtained using the consensus 18S detector (C°) provides an indication of the total eukaryotic
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DNA suitable for PCR amplification in the sample. Thus, in samples containing only one
species, the experimental C° should match the cycle obtained from the 18S standard curve
for that species (C°" = -3.3 log N + b® ), using N as the DNA amount calculated with the
specific detector. An experimental C° significantly shorter than the calculated C°" value
would be an indication of the presence of DNA from other eukaryotic species. In samples
containing two or more known species, the experimental C° should reflect the sum of the
18S target sequences added by each species. The relative amounts for each DNA obtained
with the specific detector can be used to define a theoretical curve for the mix of 18S target
sequences. The theoretical line would be positioned between those produced by the species
with the lowest and highest RNA18S gene number of copies. For a mix containing X, Y and
Z species, in which real-time PCR yields Ny, Ny and Ny DNA amounts with the specific
detectors, let Y be the species with the highest RNA18S copy number (lowest C° registered
for a given DNA amount). Then the theoretical standard curve for the 18S detector may be

described by the equation:

cot = _33log(N1)+b @)
where Nt=Nx+Ny+Nz, and the intercept bt is calculated by:
c Nx(c c) Nz(c c)

where b°, b°y and b°; are the b values obtained from the standard 18S curves for X, Y and
Z species respectively. Therefore, comparing the experimental C° obtained for the mixed
sample, and the theoretical C*>" calculated from equation (4) it is possible to ascertain if the
total copy number of RNA18S target sequences matches the sum of the contributions of
each DNA species. Should this be the case, then N,/N; would correspond to the actual ratio
of the species DNA to the total eukaryotic DNA content in the sample. Conversely, samples
containing DNA from non-identified species may be detected as those showing C° < Cc*" In
this last case Ny would underestimate the total DNA content of the sample, and Ny/Nr may
therefore be used to find the share among the species identified, but not the fraction on the
total DNA.

40
Figure 2. Variability of the copy number of
mitochondrial and 18S rRNA sequences among o 30-
species. Threshold cycles were obtained from E
real-time PCR reactions using either the o °
mitochondrial species-specific detector (e) or % 204 o ° o
the 18S detector (o) on equal amounts of S ° ° 9 o o
template  DNA from six different species. Q
Reactions contained 2 uL of total DNA, £ 10-
extracted from muscle, at 30 ng uL. Values are
the average of three replicates, standard
deviation <0.12. 0 : : : : : :
@ X o c > <
E & & £ £ £
(@) = S 7]
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To test the feasibility and accuracy of this method of calculation, four series of reactions
were prepared by mixing different amounts of beef+pork, chicken+turkey, beef+lamb or
beef+ostrich DNA. The mixed-DNA samples were used as template for real-time PCR
reactions using the BOS, SUS, OVS, GAL, MEL, STR and 18S detectors. Single-species
control reactions were processed separately using 100 ng of purified DNA from each
species. An example of the results obtained for the beef/pork mixtures are shown in the table
4. As expected, the calculated C*" values replicate accurately the experimental C°® obtained
with the 18S detector on the mixed samples. This indicates that no additional eukaryotic
DNA, besides cattle and pork, is detected in the sample and, therefore, the Ngy,s and Nsys
values calculated using the BOS and SUS detectors can be used to obtain the percentage of
these two DNA species. Similar results were obtained with the chicken/turkey, cattle/lamb

and cattle/ostrich mixtures (data not shown).

Table 4. Quantitation of cattle, pork and total eukaryotic DNA in sample test reactions.

DA 9 o Neos 0)®  Ney(ngl®  Co"O  cemee
Cattle Pork C%0s  C’sus ct
100 0 168 3.5 193 100£12 0.018+0.002 N/A© N/A
999 01 169 297 195 8810 0.064+0.008 195 1.0
99 1 168  26.2 19.4 100£12 0.73£0.08 193 0.9
75 25 170 210 19.3 87+10 27+3 19.1 0.9
50 50 175 201 19.3 6147 506 19.1 0.9
25 75 191 196 19.2 20+2 7148 193 1.0
1 99 250 192 192 0.34:0.04 93+11 192 1.0
04 999 292 193 193 0.018£0.002 8710 193 1.0
0 100 307 191 19.1 <0.01 100+12 N/A N/A

(@)  Values calculated for Cs using the specific detectors standard curves.

(b)  Cetcalculated using equation (4). The besus and beos values were calculated from the samples containing 100 ng

of pure DNA'  bZ_ =19.1+3.310g100 and bBos =19.3+3.3109100 . As bosss < beses then

Sus

NpBos ( c c )
Nt bBos —bSus , and coth — —3.310g(Npgs + Ngys) + b . Error associated

to all Ceth measurements was < 5%

C
by =bgys +

(c)  N/A:not applicable

The experimental percentages calculated from the N values obtained for these
admixtures are shown in table 5. Even considering the relative high dispersion
(approximately 10%), due to the multiplicative effect of the standard deviations of Ct to the
final experimental error associated to the DNA amounts and percentages, the calculated

values fitted the actual percentages of the species in the mix. The assays detected the
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presence of DNA down to 1% of the total, although accurate quantitation was lost at this
level. As the accuracy of the method appear to be dependent on DNA percentages in the
samples, new measurements were performed on mixed samples containing small amounts
of pork and beef, and the percentage error (indicating the difference between the actual and
calculated DNA amounts) was calculated for every sample. The results, shown in figure 3,
indicate that the relative errors were approximately constant (below 10%) for samples
containing >10% of either pork or beef DNA. At 5% DNA the error increases to 20%, and
further up as the percentage in the mix is reduced to 1%.

100
T

50—
40+
30+

o

104 @

Percentage error

.0§ [) °
T e e,

O T T T T T T T
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

Species DNA in the mixture (%)

Figure 3. Accuracy of the quantitative data collected using BOS and SUS detectors on different DNA admixtures. The relative
error for each DNA-mix provides a measure of the difference between the actual DNA content and the value
obtained from real-time PCR assays using BOS and SUS detectors. Each point represents the mean of two
duplicated experiments: one using beef and one using pork at the indicated shares. Data shown as mean
percentage error (relative error x 100) + 1 standard deviation.

The comparison of C° and cor provides a measure of the eukaryotic DNA not identified
with the specific detectors. This can be visualized by calculating the expected C°" of a DNA
mixture in which one or more species remain unidentified, and comparing it to the
experimental C°. The figure 4 illustrates this comparison: different mixtures of cattle and pork
DNA were analyzed using 18S and BOS, but not SUS, detectors. Only the amount of cattle
DNA could then be calculated and, using this value, the expected C°" was obtained. The C°
and C°" curves diverge as the ratio cattle/total DNA is reduced. At cattle/total DNA ratios
approaching one, the detection of unidentified DNA becomes uncertain due to the inherent
variability of the C° and C*" values. The limit for experimental detection of unidentified DNA

by the C°"/C° method was calculated using the linear regression fitted curves of the data

N N
C Bos c _ mCth Bos c,th
shown in figure 4: ¥ =M log N +b cand Y=M log +b

. Such limit
T Nt

would be the intercept between the two less-favorable curves from the family generated by
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the errors (A associated to m and b). Thus, for the cattle/pork-DNA mixture in the example of
figure 4, b°", b°, m*" and m° were, respectively, 24.13, 18.09, -2.85 and 0.15, and &b°", 6b°,
sm®™ and sm° were, respectively, 0.09, 0.07, 0.06 and 0.04. The C°" and C° values are,
therefore, expected to be significantly different when the percentage of pork DNA in the

mixture exceeds 20%.

Threshold cycle

Py Py -
@ —
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0.00 -0.25 -050 -0.75 -1.00 -1.25 -1.50

Log Ngog/Ny

4 o

Figure 4. Divergence of the threshold cycle obtained experimentally by using the 18S detector Cc () on samples of mixed
DNA containing different shares of cattle and pork, and the theoretical Cc,th (o), calculated from the NBos values
obtained using the species-specific BOS detector. The calculation of Cein this example asumes that only cattle
DNA is present in the sample.

DNA quantitation in complex mixtures and processed food products

To further test the usefulness of the method in mixtures containing more than two
species, complex samples containing DNA from four different species were tested for
detection and quantitation. The results, shown in table 6, indicate a good agreement of the
amounts detected and the real content of each species. As observed for two-species DNA
mixtures, the quantitation of cattle DNA at low percentages appeared to be underestimated.
The C°" /C° obtained for mix 1 and 2 were 1.00 and 0.99 respectively, validating that all

eukaryotic DNA in the sample was detected and identified.

Finally, DNA was extracted from different commercial food products and tested with the
six specific detectors (table 7). As shown, the results matched reasonably well the species
content declared in the labels. Two samples, the beef+pork hamburger and the sausage B,
yielded coh< c°, indicating that no extra eukaryotic DNA is detected. In contrast, sausages
A, C and D yielded c*"> ¢t suggesting that other species, different from cattle, pork, lamb,
chicken, turkey and ostrich, may represent more than 20% of the total DNA in the sample.
As the addition of vegetable protein and starch was also indicated in the labels of these

products, it is likely that the unidentified DNA in these samples had a plant material origin



Table 5. Species quantitation on two-species DNA mixed samples.

DNA content DNA detected (%)

(%) Cattle / Pork Chicken [/ Turkey Cattle /Lamb Cattle / Ostrich
99.9/0.1 100+ 10 0.075£0.007 100+ 11 0.109 £+ 0.005 100+ 12 0.0051° 100+9 0.079 +0.007
99/1 99+11 0.78+£0.08 99+12 110+0.13 99+9 0.630.06 98+12 16+0.2
75125 77+8 22+3 76+10 23+3 78+7 22+2 63+9 36*5
50 /50 55+5 45+6 52+5 47+5 57+5 43+4 43+6 57+8
25/75 25+2 75+8 31+3 6816 34+2 66+4 35+5 6510
1/99 0.31£0.03 100+ 13 160+£0.13 98+8 1.63+0.08 98+ 10 0.29+0.03 100+9
0.1/99.9 0.020 £0.002 100+ 11 0.070£0.005 100+7 0.0012° 100 + 12 0.008 + 0.008 100+ 10

aPercentages calculated from N values as shown in table 4.

b Errors below 0.001 are omitted.



Table 6. Quantitation of four species mix-DNA samples using specific detectors

Contents Mix A (%) Mix B (%)

Real Detected Real Detected
Pork 40 20 2843
Lamb 32 44 3943
Chicken 20 32 3243
Cattle 8 4.840.6 4 1.4+0.2

Table 7. Species DNA identification and quantitation in commercial meat food samples.

Sample Species content (label) Detector®
BOS SUS MEL 18S

c ng (%)™ c ng (%) c ng (%) c ng (%) c* cem
Hamburger Beef + Pork 175 52(61) 20.9 33(39) 42.1 ND 40.0 ND 20.0 18.7
Sausage A Chicken + Pork 31.1 ND°® 18.5 19(80) 20.5 4.8(20) 26.6 0.07(0) 18.1 20.4
Sausage B Chicken 80% 33.8 ND 23.5 0.8(2) 16.9 75.8(98)  24.9 0.3(0) 24.1 18.8
Sausage C  Pork 47% + Poultry 24% 304 ND 20.1 50(58) 171 035.6(42) 318 ND 17.7 18.3
Sausage D Pork 67.7% + Turkey 17.7%  28.3 ND 18.6 145(89) 26.7 0.1(0) 22.8 17.5(11) 165 17.2

# OVS and STR detectors were also tested yielding undetectable levels of lamb an ostrich in the samples.

® Percentages based on experimentally identified species DNA only.
¢ ND: not detected (< 0.0007 ng) .
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DISCUSSION

In spite of the increasing use of real-time PCR technology for the quantitation of gene
expression and identification of pathogens, there are relatively few reports on its application
for identification and quantitation of species in complex DNA samples. Some of the
drawbacks found are inherent to any procedure based on DNA, as DNA yields may depend
on the source material, method of extraction, or the fragmentation of DNA which takes place
in highly processed food. The comparison of results obtained from independent analysis
usually requires normalization of the quantitative results to a reference standard. In gene
expression applications, the mRNA of a reference gene is used to standardize the
transcription level of the target gene. Quantitation of a transgenic DNA in a transgenic/non-
transgenic mix is feasible using a common species-specific sequence for standardization
and control of the PCR reaction [16]. When several species, even of unknown origin, are
present in the sample, ascertaining the relative amounts of each species in the mix may
require an unique reference target sequence identical in all the possible species. In addition,
all species should preferably harbor the same number of copies of this sequence per cell.
Furthermore, the copy number of the species-specific and reference sequences should be
as high as possible to increase the sensitivity of the method. The high cost derived from the
use of specific fluorescent probes for each species analyzed may also hinder the
introduction of these methods. The cost per reaction can be reduced using SYBR® Green as
fluorescent dye instead of oligonucleotide probes [17-19] however, some specificity of the
reaction can be lost, as false positives may appear due to unspecific amplification, making
recommendable to visualize the amplification bands electrophoretically after the PCR run. A
few methods using specific fluorescent probes in real-time PCR have been recently
proposed which make use of single-copy nuclear gene targets for species identification only
[20], or multicopy 12S ribosomal DNA [21] for identification and quantitation. In contrast to
the above indicated methods, the strategy presented here makes use of a combination of
primers and TaqMan® MGB probes in which several species share the same probe, reducing
significantly the cost per reaction. MGB oligonucleotides facilitate the design of probes
targeting short consensus DNA segments. In this work we tested the performance of a
method using the smallest number of elements in a modular fashion, which may easily allow
the addition of more species, just by finding a few specific nucleotide positions close to the
probe target sequence. In our system, species-specificity relies basically on the primers
sequence, while TaqMan® MGB probes ensure the amplicon genuineness, reducing the
uncertainty due to the appearance of background signals. It should also outperform SYBR®
Green-based methods because it validates the amplification signal without the need of
electrophoresis. We have tested this strategy with three mammal and three bird species,
obtaining good species-specificity, even when saturating amounts of the non-specific DNA
are used as template. Considering the reaction efficiencies and the background cross-
amplification for each detector, the minimal amount of detectable template DNA by our

method is even lower than those reported for other real-time PCR based methods [18, 21].
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The comparison of the experimental data to the actual contents of the test samples shows
that both the absolute DNA amount and the relative content of each species DNA can be
effectively measured. The deviation of the experimental values to the actual DNA amounts
appear to be higher than those reported for other methods of quantitation, such as transgene
contents in maize grains [16]. This is no unexpected, as quantitation of DNA from genetically
modified organisms is achieved by dividing the number of copies of the transgene into the
total copies of DNA, which is obtained from the amplification of an endogenous gene, such
as zein in maize. As both the transgene and control genes share the same genomic source,
its amplification would not be affected by distortions derived from the combination of different
species DNA. In contrast, the difficulty to obtain accurate measurements of multi-species
DNA templates is illustrated by the ample variability of results reported by several
laboratories [19, 21]. Our method shows good resolution for DNA amounts exceeding 10% of
the total. DNA shares in the range of 5-10% can be still quantified with an accuracy of 80%.
At percentages below 5%, the species can be detected but not effectively quantified. Still,
the detection method may help to differentiate between technically unavoidable

contamination and intentional admixture.

Multi-species specific probes have been used previously to standardize quantitative
measurements. Quantitation of mule duck in goose foie-gras has been reported using a
common duck-goose detector as calibrator [21]. Otherwise, conserved sequences have
been used for detection of species belonging to a taxonomic group, as described for
ruminants [18], aves [19] or mammals [22]. In the application described in this work, the use
of a conserved region in the ribosomal 18S sequence serves three purposes: i. provides a
positive control on the total PCR-amplifiable eukaryotic DNA present in the sample; ii. traces
the presence of DNA which has not been detected by the species-specific detectors, and iii.
validates the quantitation of different species-DNA, allowing the calculation of the
percentages in the mixed sample. This is particularly useful for the authentication of food and
feed labeling, where only the percent of the main components are usually indicated. The
method presented here overcomes the drawback of the variability in the number of copies of
the ribosomal RNA genes among species, by fitting the experimental results to a theoretical
18S standard curve calculated from the data obtained for each species analyzed. In addition,
the comparable gene dosage of the specific and common sequences, indicated by similar Cr
values, reduces the error associated to calculated parameters dependent on these

experimental values.

Unidentified DNA can also be detected indirectly by finding the C*"/C° ratio, which can be
calculated experimentally using the Cc°" and C° standard curves for each species-
specific/18S detector pair. This capability is restricted to the detection of unidentified DNA
contents higher than 20% of the total eukaryotic DNA in the sample, which would produce

significant differences between C°" and C°.
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By selection of adequate control test samples and other species-specific detectors, this

approach can be extended for analysis of other species, helping evaluate the quality of

processed products containing complex mixtures of biological materials.
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ABSTRACT

Real-time uniplex and duplex PCR assays using a SYBR® Green | post-PCR melting
curve analysis were evaluated for the identification and quantification of bovine, porcine,
horse and wallaroo DNA in food products. Quantitative values were derived from threshold-
cycle (Ct) data obtained using serial dilutions of purified DNA. The limits of detection in
uniplex reactions were 0.04 pg for porcine and wallaroo DNA, and 0.4 pg for cattle and horse
DNA. Species-specificity of the PCR products was tested by the identification of peaks in
DNA melting curves, measured as the decrease of SYBR® Green | fluorescence at the
dissociation temperature. The peaks could be distinguished above the background even at
the lowest amount of template DNA detected by the C; method. The system was also tested
in duplex reactions, either using single-species DNA or with DNA admixtures containing
different shares of two species. The minimum proportions of each DNA species allowing the
resolution of T, peaks in the duplex reactions were 5% (cattle or wallaroo) in cattle/wallaroo
mixtures, 5% porcine and 1% horse in porcine/horse mixtures, 60% porcine and 1% wallaroo
in porcine/wallaroo mixtures and 1% cattle and 5% horse in cattle/horse mixtures. A loss in
the sensitivity of the method was observed for some DNA combinations in the duplex assay.
In contrast, the results obtained from SYBR® Green | uniplex and duplex reactions with
single-species DNA were largely comparable to those obtained previously using species-
specific TaqMan® probes, showing the suitability of that simpler experimental approach for

large scale analytical applications.

TITLE RUNNING HEAD: DNA melting assay for meat identification.

KEYWORDS: Real-time PCR; Species identification; DNA quantification; cytochrome b;

horse; wallaroo.

INTRODUCTION

The extensive development of technologies for identification and quantification of nucleic
acids over the last decade reflects their importance in diagnostics, forensics and food
analysis. The application of fluorescent-based PCR assay formats greatly simplifies
protocols for DNA and mRNA detection and quantification by using real-time analysis of PCR
products during amplification [1]. Currently, two formats for correlating the amount of DNA
template with the fluorescent signal are available. The first one allows specific sequence
detection and quantification using fluorescently labelled sequence-specific hybridisation
probes. Several types of probes (TaqMan® [2], Molecular beacons [3], LightCycler [4],
Amplifluor [5]) can be used, based all on fluorescence resonance energy transfer. The

second format [6] uses a DNA binding dye, like SYBR® Green |, which binds to the minor
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groove of the double-stranded DNA in a sequence-independent way. Upon binding its
fluorescence increases over 100-fold. While probe-based methods have been shown to be
useful for a large variety of analytical applications [7-9], SYBR® Green | methods receive
similar support due to its lower cost and simplicity [10-12]. The main disadvantage of SYBR®
Green | methods is caused by the lack of sequence-specificity of the fluorescent signal,
which ultimately compels to perform additional verifications of the PCR products, either by
electrophoretic separation on agarose gels or by differentiation of the products by melting
curve analysis [13], to discard false positive signals due to unspecific amplification or the

appearance of primer-dimers.

The identification and quantification of animal species in food and feed products is one of
the most rapidly developing fields of application for real-time PCR methods. Several
methods have been proposed for the identification and, in some cases, quantification of
several mammal, bird and fish species, including beef, porcine, lamb, chicken, turkey, mule
duck, goose, ostrich, grouper, wreck fish and Nile perch, either by using fluorescently-
labelled probes [8, 14-16] or SYBR® Green | methods [10, 12, 17, 18] . While the majority of
the SYBR® Green I|-based PCR methods for identification of species rely on the
electrophoretic analysis of PCR products to confirm the specificity of the fluorescent signal,
several authors propose the use of post-run melting curve analysis, as a way to avoid the
time-consuming and manual transfer operations associated to agarose or polyacrylamide
electrophoresis [11, 12, 19]. In addition, some of the proposed methods made use of
multiplex PCR reactions, allowing the detection of two or more species (or transgenic
material) using a unique PCR reaction premix. Ultimately, assuming a correlation between
the T, peak height (or the area under the peak) and the number of copies of the template
DNA in multiplex reactions, it might be possible to estimate the proportions for each species
DNA in the mixture. However, the behavior of methods using the melting curve approach on

mixed species DNA samples and using multiplex reactions has not been fully evaluated yet.

In a previous work, we showed the feasibility of using a combination of species-specific
primers and group-specific TaqMan® probes for the detection and quantification of beef,
pork, lamb, chicken, turkey and ostrich DNA in complex mixtures [16]. As a single
fluorescent probe is shared by several species DNA, the method is significantly cheaper and
simpler to run than species-specific probe methods. However, the extension of the method to
other species may require the design of sequence-specific probes. The recurring health
safety hazards associated to the consumption of meat in the last years have propelled the
commercialization of less frequent species in European markets. Here, we have developed
an alternative duplex SYBR® Green I/melting curve approach for the identification of horse
and kangaroo species, for which the use of the common beef/pork/lamb probe was not
possible due to the presence of base mismatches at the target sequence. Foremost, the
present work aims to evaluate and compare the results obtained with both real-time PCR

formats for the detection and identification of meat species.
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MATERIALS AND METHODS

DNA extraction

Meat samples were obtained from commercial sources, and the DNA species were
confirmed by sequencing the cytB gene and its comparison with published sequences at
NCBI Embank. The samples of kangaroo meat matched the cytB sequence of Macropus
robustus (wallaroo). DNA was purified from 30 mg of raw material using Puregene® DNA
purification kit from Gentra Systems and following the manufacturer protocol for solid tissue
samples. Before extraction, muscle samples were ground to a fine powder in a hand-held
macerator having first been freeze-dried. Two independent extractions were performed from
each sample and DNA was quantified after staining with Picogreen dsDNA quantification
reagent (Molecular Probes), using a Perkin-Elmer LS-50B fluorescence spectrophotometer

and comparing the fluorescence with that from DNA standards of known concentration.
Primer and probe design

The primers were designed to amplify the mitochondrial region encompassing the 3’end
of ND6 and the 5" end of cytB gene. The primer sequences were selected in such a way to
include at least two species-specific base positions, one of them located at the 3’end of the
oligonucleotide. The sequences of primers and probes are summarized in table 1. The
amplicon lengths were: Cattle, FBOS3/RBOS1, 92 base pairs (bp); pork, FCSUS1/RSUS2,
100 bp; horse, FEQUS2/REQUS3, 250 bp and wallaroo, FMAC4/RMAC3, 205 bp.

Real-time PCR analysis

DNA detection was performed by amplification using the real-time sequence-detection
system 7000 from Applied Biosystems. Reactions were carried out by duplicate in 96-well
plates. The 25 L reaction mixtures contained 12.5 uL of SYBR® Green master mix (which
includes the heat-activated AmpliTag GoldTM enzyme), 2 pL of different dilutions of the DNA
mixture, corresponding to 0.010 pg to 50 ng of total DNA and 300 nM of each primer
oligonuclotide for uniplex reactions. In duplex reactions the concentrations (nM) were
optimized as follows: 150 (cattle)/900 (wallaroo), 150 (cattle)/900 (horse), 300 (pork)/300
(wallaroo), 150 (pork)/900 (horse). The reaction conditions were: 10 min at 95°C for enzyme
activation and 50 cycles of 15 s at 95°C, 1 min at 55°C. Readings were taken every cycle
and the logarithm of the increment in fluorescence was plotted versus the cycle number. The
threshold level was fixed at the same mid-exponential position for all runs. The dissociation
curves of the PCR products were monitored using the same instrument, and the derivative of
fluorescence values were plotted at 0.1°C intervals from 60 to 95°C. The signal to noise ratio

R for each species-specific primer pair was calculated using:

R=E“ (1)
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where E is the efficiency of the PCR reaction for each primer pair, C’is the Cr obtained with

the target species DNA, and C*” is the Cr obtained from a reaction containing the same

amount of non-target DNA.

Table 1. Oligonucleotide primers and probes.

Oligonucleotide Sequence (5->3") Target Reference
Forward
primers
FBOS3 CAAGAACACTAATGACTAACATTCGAAAG Bos taurus [16]
FC1SUS GAAAAATCATCGTTGTACTTCAACTACA Sus scrofa  [16]
Equus .
FEQUS2 CATCGTTGTATTTCAACTATAAGAACACC This work
caballus
Macropus
FMAC4 AAAAACCAATAAAATAGAAAATAAAAAAACAACTA .
robustus ~ This work
Reverse primers
RBOS1 AAATGTTTGATGGGGCTGGA Bos taurus [16]
RSUS2 GGTCAATGAATGCGTTGTTGAT Sus scrofa  [16]
Equus .
REQUS3 GGATGAGAAGGCAGTTGTC This work
caballus
Macropus .
RMAC3 CTGAAATGTTTGAGGGTGCAGG This work
robustus
MGB Probe
Consensus
S1 (FAM) CCACCCACTAATAAA Bos taurus, [16]
Sus scrofa

RESULTS AND DISCUSSION

Initial validation of the method

The PCR assay was designed to test the resolution and sensitivity of a SYBR® Green/

melting curve analysis for the identification of mammal species DNA. Horse and wallaroo

DNAs were selected as examples of non-commonly marketed species, for which few or no
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identification assays are available yet. The inclusion of beef and pork DNA in the assays
allows the comparison of results with those reported using different real-time PCR based
methods. A DNA alignment showing the positions of primers and probes for all four

sequences is displayed in figure 1.

A
5

Bos : GARAAACCATCGTTGTCATTCAACTAEAAGAACACTA-—ATGACTAACATTCGAAAGIT CEeR
Ovis : [EARARACCATCGTTGTCATTCAACTATAAGAACACTA--ATGATCAACATCCGAAAAA
Sus : [EARAAATCATCGTTGTACTTCAACTACARGAACCTTAATATGACCAACATCCGARRAT
Bos : [ AAATTGTAAACAATGCAT TCATCGACHTTCCAGCCCCATCARACATTT]
Ovis : VNV A A T TGTAAACAACGCATTCATTGATCTCCCAGCTCCATCARATATTT
Sus : VNNV 7 AT TRTCAACAACGCATTCATTGACQTCCCAGCCCCCTCARACATCT

B

Gallus : GGCCTAATTAAATCTTACCTGGGTTCCTICGCCCTCACAATCCTTACARCGATCCTACTTAT

Meleagris :[GGCTTGATCAARACCATATCTAGGATCTTTTGCCCTGACAATCCTCATAACAATCCTACTCAT
Struthio : GGATTAATTAAAACCTACTTAGGAACAT[ICGCACTGTCCATCCTCATTOTACTCACACTCAC

Gallus : CCA-AAAATAAA-CHE
Meleagris : CCA-AAAATAAA--
Struthio :

INNCGAAAATCCCACCCCCTACTAAAAATAATTA

Gallus : ACAACTCCCTAATCGACCTCCCAG
Meleagris : ACAACTCATTAATCGACCTCCCAA
Struthio : ACHACTCCCTAATCGACCTCCCAT

Figure 1. Alignment of the 5°cytB region of Bos taurus, Sus scrofa, Equus caballus and Macropus robustus. The positions of
target sequences for the forward and reverse primers are indicated as shadowed and empty boxes, respectively.
Targets for TagMan® MGB probes for bovine and porcine DNA are labeled as black boxes. S: position of the cytB
start codon.

The sensitivity, specificity and PCR amplification efficiency for each primer pair using the
SYBR® Green | format was calculated by plotting the Cr (cycle threshold) values vs. the
logarithm of target DNA amount [1], using serial dilutions of 40 ng of purified DNA from each
species. The resulting standard curves are shown in figure 2, and the data derived from the
plots are summarized in table 2.

Results obtained using Tagman MGB probes for bovine and porcine DNA are also
included for comparison. Real-time PCR data obtained from different primer pairs are fully
comparable only when the experimental efficiencies (E) for the different reactions are similar,
and approach the theoretical optimum of 2 (one doubling in the number of copies of the
target DNA per PCR cycle). The efficiencies found were similar for all four primer pairs, with

an average E = 1.92+0.10, which approaches the optimal of one duplication in the number of
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copies per cycle. The Cy registered showed a linear correlation with decreasing logarithm of

template DNA (coefficient of correlation >0.99) in the range from 40 ng to 0.04 pg for

porcine, horse and wallaroo, and 40 ng to 0.2 pg for bovine DNA. As some residual

fluorescence could be detected in the negative template controls after the 40" PCR cycle,
the limits for detection in uniplex

reactions for these species were

established as the amount of template 40-
DNA yielding a Cr significantly different (p< =
0.05) from 40 in the linear range of the

standard curve. These values were: 0.4 pg 20-
for cattle and horse (Cr = 37.06+£0.61 and :Z
38.60+0.63 respectively), and 0.04 pg for 40+

pork and wallaroo (Cr = 36.25+0.68 and

35.17+0.21, respectively). Cross-reaction 25-

of the primers with unspecific species DNA

was checked by running control real-time 5] 10 .
PCR reactions and calculation of the signal 401 H
35
to noise ratio (R) of target to no-target DNA 304
amplification 25
20
15+
10
40+
. 354 W
Figure 2. Quantitation ranges and linearity of the PCR 204
assays. The effective ranges for cattle (C), pork (P), horse
(H) and wallaroo (W) specific assays are shown using 251
SYBR® Green | (solid circles) or S1 TagMan® MGB probe 20+ s
(open circles). Ten-fold dilution series of DNA starting from 154 .
40 ng to 0.04 ng were used as standard in the reactions. 10 ‘ X ] X
The average Cr values obtained from three replicates (SD 2 4 6 8
<0.6) are plotted versus the logarithm of template DNA (in
fg). Log DNA

As shown in table 1, the R values obtained using 40 ng of non-specific DNA ranged from
10 to 10°. The absence of unspecific amplification products was further confirmed by
electrophoresis in agarose gels (data not shown). While the TaqMan® approach allows the
detection of smaller amounts of cattle DNA than the SYBR® Green | protocol, the limit of
detection for pork using FCSUS1/RSUS2 primers and SYBR® Green | chemistry is similar to
that achieved with TaqMan® probes. Similar results showing comparable sensitivities for
TaqMan® and SYBR® Green | detection methods have been reported for amplicons based in
short interspersed elements in pork DNA [18]. This suggests that, at least for 5’'FAM labelled
TaqMan® Probes, the inherent advantage in the specificity of the fluorescent signal may not
necessarily be accompanied by an increase in the sensitivity of the method. The lower limit

of detection for horse DNA reported here, five-times lower than the value obtained using the
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nuclear growth hormone gene as target gene [14], is likely due to the higher copy number of
mitochondrial DNA as template. A different copy number of target mitochondrial DNA among
species may be also a possible explanation for the differences found in the cattle and pork
limits of detection, however, these differences were not likewise observed when using
labelled TaqMan® probes. Other explanations, such as SYBR® Green fluorescent signal
variations depending on the amplicon size and sequence might also explain those
differences. Thus, both DNA and detector characteristics and also the labeling approach

appear to have an effect on the limit of detection reached.

Table 2. Efficiency and specificity of the real-time PCR reactions.

Standard curve data Signal to noise ratio using specific and non-
Limit of specific DNA?
Primer pairs Label detection
PCR
Slope N (p9) Cattle Pork Wallaroo Horse
Efficiency
FBOS3/RBOSL  SYBR®  -4.06 1.8 0.40 1 N.D. 10 2x10™
TagMan® -3.5 1.9 0.03 1 6x10° N.D. N.D.
FCISUS/RSUS2 SYBR®  -3.40 2.0 0.04 N.D. 1 2x107 7x10°
TagMan® -3.88 1.8 0.07 7x10° 1 N.D. N.D.
FMAC4/RMAC3 SYBR®  -3.32 2.0 0.04 6x10° 3x10° 1 N.D.
FEQUS2/REQUS3 SYBR®  -3.65 1.9 0.40 2x10°® 108 N.D. 1

ND: not determined

a Ratio R of target to non-target DNA amplification detected using 40 ng of DNA as template. R values were calculated
using equation (1).

The melting curve profiles obtained from the real-time PCR products are shown in the
figure 3. Major peaks were observed for each uniplex reaction at 40 ng of template DNA at
the following melting temperatures (average T,, + standard deviation of four independent
measurements): 74.0+0.2 (cattle), 72.8£0.2 (pork), 76.0+0.08 (wallaroo) and 79.1+£0.2
(horse). When limiting amounts of DNA for each assay are used as template, the peaks were
likewise distinguished above the background. Remarkably, DNA amounts below the limit of
detection by Cr can be identified by the melting curve analysis for cattle, pork and horse. As
expected from a PCR final-product, the size of the peaks was approximately constant
throughout the standard curve. To assess the specificity of the melting curve analysis when
a mixture of DNA from different species is present in the PCR, a control experiment was run
by using as template a four-species admixture containing 20 ng of each DNA. The melting

curve results for each detector, shown in the figure 4, indicate that the position and
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specificity of the peaks are not affected by the presence of non-target DNA. The melting

curve results for each detector, shown in the figure 4, indicate that the position and

specificity of the peaks are not affected by the presence of non-target DNA

These results validate the use of post-PCR melting curve analysis as a control of the

reaction specificity even for complex DNA samples.
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Figure 3. Melting temperature analysis of the PCR Figure 4. Melting temperature analysis of PCR products
products in uniplex reactions. Melting curves in uniplex reactions run on DNA admixtures.
for PCR products, obtained using purified DNA First-derivative melting peaks are shown for
from wallaroo (W), horse (H), cattle (C) and PCR products obtained using wallaroo (W),
pork (P), were transformed into first-derivative horse (H), cattle (C) and pork (P) primer pairs
melting peaks. Representative results from on a DNA mixture containing 20 ng of each
duplicate experiments are shown for saturating beef, pork, wallaroo and horse DNA. The
(solid line) and the limiting (dotted line) average Tm (°C) values are indicated at the peak
amounts of template DNA that allow the position.

identification of the peaks. The average Tm
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Species detection using duplex PCR reactions

Assuming that T,, differences above 2°C may allow discrimination of the PCR products, it
was possible to arrange horse-pork, horse-cattle, wallaroo-pork and wallaroo-cattle duplex
reactions. As compared to uniplex reactions, no significant up- or downshifts (<0.2°C) of T,
were observed when using duplex reactions on a single species DNA, suggesting that the
presence of the extra pair of primers in the PCR do not interfere with the amplification of the
specific amplicon (not shown). The ability to detect and discriminate DNA from horse and
wallaroo in mixed-template duplex reactions was tested by comparing the melting curves
obtained from the PCR products. A series of DNA mixtures, containing (in percentage) 1/99,
5/95, 10/90, 40/60, 50/50, 60/40, 90/10, 95/5 and 99/1 of cattle/horse, cattle/wallaroo,
pork/horse and pork/wallaroo, was prepared by duplicate and amplified as before but using
duplex PCR systems. The total amount of DNA in the mixtures was 40 ng. As shown in
figure 5, the melting curves obtained displayed peaks at the T, expected for each species.
The highest T, deviation from the uniplex reaction was observed in wallaroo-porcine
mixtures, with an average T, downshift of 0.65+0.07 °C for wallaroo (average of all wallaroo-
porcine mixtures). The figure 5 also shows the melting curves of DNA mixtures that allow
discrimination of the peaks at the minimum proportions of each DNA species. Thus, the
smaller percentage allowing identification of the peaks in double-species duplex reactions
were established as follows: 5% (cattle or wallaroo) in cattle/wallaroo mixtures, 5% pork and
1% horse in porcine/horse mixtures, 60% pork and 1% wallaroo in porcine/wallaroo mixtures,
and 1% cattle and 5% horse in cattle/horse mixtures. In all cases, 1% corresponds to 0.4 ng
of DNA. The criterion for positive identification of the peaks was to observe at least a 1% -

dF/dT increment above the baseline at the expected T, in all duplicates.

The curve profiles also showed that, depending on the species mixture, the height of the
peaks did not reflect necessarily the actual proportions of template DNA. Cattle/wallaroo
95/5 mixtures produce comparable peaks, while the signal for porcine DNA s
underestimated in porcine/wallaroo mixtures, in such a way that the peak is not detected in
mixtures containing less than 50% pork, which corresponds to 20 ng of porcine DNA. In
contrast, such amount of DNA template was correctly detected in FCSUS1/RSUS2 uniplex
reactions. Similarly, a fair correlation between the relative height of the T,, peaks and the
actual proportions of mixed-DNA templates has been reported by others for uniplex reactions
detecting two different PCR products [19]. These results suggest that the real-time SYBR®
Green | format can yield accurate results when either mixed-DNA templates in uniplex
reactions or duplex PCR assays on single-DNA templates are used, but the combination of
multiplex reactions with mixed-species DNA may produce a sensitivity loss for some DNA
combinations. Although duplex reactions on mixed samples require larger amounts of the
less abundant species DNA for detection, a 1-5% sensitivity may be sufficient for most
practical applications. Identification of genetically modified material by means of duplex real-

time PCR followed by melting curve analysis has been shown to be feasible with a sensitivity
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of 0.1% [11]. The results reported here indicate that the applicability of this multiplex
approach to meat species may largely be dependent on the choice of species to be
identified. Such drawback may restrict the widespread use of multiplex SYBR® Green |
analysis for the identification and/or quantification of species in complex samples. In
contrast, the performance (in terms of PCR efficiency, detection limits and resolution of
species-specific amplicons) of the SYBR® Green | format for uniplex reactions (or duplex
reactions on single-species DNA) shown here appears to be comparable to that obtained by
utilization of TagMan®-based amplicons. Thus, the lack of correlation between the peak size
and the amount of DNA in the sample do not invalidate the use of the SYBR® Green-based
detectors for quantitative analysis, it just advise against its use in a multiplex format for
identification in complex samples. Quantitative data can be derived in any case from Cr
values obtained from uniplex reactions. This may promote the use of the SYBR® Green |
format for uniplex reactions in detriment of fluorescently labeled probes, due to its lower cost

and higher simplicity.

0.9_ SOA) \N
0.7 95% C

<0
|
[(9)]
X
o
<_
=

=

%

=
<+ 0O

l_
o
L T
T 099 5y4H 11%C vH
0.7-4 95% C $ 1 99% H
0.5+ . C
0.3 . v
0.1 -
T T T T
0979 1% H b 1 5%P v H
0.74 99% P + 4 95% H
0.5 H . P
0.3 + - *
0.1 .
T T T T
60 70 80 70 80 90

Temperature (°C)

Figure 5. Melting curve analysis of PCR products obtained from duplex reactions on DNA admixtures. The panels show
representative results obtained from duplicate independent experiments containing DNA admixtures of wallaroo (W),
horse (H), cattle (C) and pork (P) at the percentages indicated. Only the curves corresponding to assays allowing the
differentiation of peaks at the lowest percentage for each species DNA are displayed. The position of the Tm values
obtained in the uniplex reactions for each species are indicated by arrows.
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ABSTRACT

Analytical methods for the detection and quantitation of species in processed food are not
yet fully established due to the negative effects of heat treatments on the targeted proteins
and DNA, which compromises immuno- and PCR-based detection methods. Here, real-time
PCR (gqPCR) detectors based on Minor Groove Binding (MGB) were used to test their ability
to detect and quantify pork DNA in beef/pork meat binary mixtures subjected to cooking and
sterilization. A single-point matrix standard strategy allowed calibration of gPCR results for
direct quantitation of meat proportions in binary mixture. The correlation between heat
treatment and the extent of DNA degradation was also experimentally tested. Cooking at 65
°C followed by sterilization at 126 °C from 10 to 30 min led to DNA rupture to approximately
100 bp-long fragments, which still allowed detection of 5% pork and its accurate quantitation
in binary mixtures. The results demonstrate the capability of short qPCR detectors for
quantitation of meat products in processed food, and illustrate the necessity to include

matrix-adapted standards in the assay.

KEYWORDS: Real-time PCR, Species identification; Beef; Pork; DNA degradation; heat

sterilization.

INTRODUCTION

Food products composed of combinations of pork and beef meat are widely consumed
around the world, and accurate labeling of these products is important to support fair-trade.
Meat fraud often concerns deviations from declared ingredients, like lower contents of veal
meat depending on market prices. To enforce the adherence to quality regulations, accurate
and robust analytical methods are required in control laboratories. To date, both DNA-based
real time PCR (gPCR) methods and protein-based immunodetection methods have shown to
be the best choices for routine detection and quantification of meat species in food products.
gPCR may be used both for detection [1-4] and quantitation [5-8] of species-specific DNA in
meat foods. Conversely, animal protein can be detected by enzyme-linked immunosorbent
(ELISA) methods which, while do not reach the same sensitivity and specificity of DNA
methods, are quicker and cheaper for routine analysis [9, 10]. The use of these methods in
highly processed foods is commonly limited due to protein denaturation. Notwithstanding,
new developments using antibodies raised to heat-resistant glycoproteins (ELISA-TEK®)
may allow the widespread use of antibody-based methods for detection of species in food

products, although their use in quantitative assays has not been fully demonstrated.

Food processing at high temperatures also leads to DNA fragmentation [11], which may
hamper detection and quantitation by PCR methods. To avoid this, the use of short

amplicons is usually preferred, although it has been shown that amplicons around 350 base
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pairs are still adequate for highly processed meat samples [12]. PCR-based species
detection on processed food and feed has been mostly developed for canned food [1, 13],
cooked sausages [1, 14] or meat and bone meal [4, 15]. DNA fragmentation after heavy heat
treatment, which leads to lack of PCR amplification, has also been proposed as a tool for
determination of prophylactic treatment of animal meals [16]. These studies showed the
feasibility of using PCR techniques for qualitative detection of species in processed food and
animal meals, but little information is available on the effects of meat cooking and
sterilization processes on gPCR quantitation techniques. There are reports on species
quantitation in mildly cooked food [8, 17] or plant transgenic quantitation after high
temperature processing [18] showing that, under these conditions, it is possible to obtain

quantitative information by using gPCR.

Accurate measurements of meat proportions in samples are however compromised by
the variety of tissue types used in food manufacturing. DNA fractions may not correlate with
meat content in the sample if the method is calibrated with DNA obtained from tissues (fatty
bacon, fatless muscle, connective tissue) different to those present in the sample. To
address this problem, the use of matrix-adapted standards has been recently proposed [19].
Such approach requires the production of food calibrators, such as sausages with known

proportions of target meat species, to render accurate and reproducible quantitative results.

We have previously shown that detectors composed by a combination of species-specific
oligonucleotide primers and a single Minor Grove Binding (MGB) probe allowed the detection
and accurate quantitation of beef and pork DNA in DNA admixtures by gqPCR [20].
Compared to standard Taqman® hydrolysis probes, MGB probes allow the use of shorter
high-specific oligonucleotide sequences [21, 22] which should be suitable for amplification of
highly fragmented DNA. MGB-probe based detectors targeting beef and pork are tested in
this work on standardised mixtures of beef and pork meat, both of raw and cooked/sterilized,
to ascertain their ability to render accurate quantitative results. In addition, the effects of
cooking and heat sterilization on DNA fragmentation in these samples was also assayed,
allowing to correlate the extent of DNA damage by cooking procedures and the PCR

outcome.

MATERIALS AND METHODS
Meat samples

Fresh meat (muscle tissue) samples were obtained from commercial sources and stored
frozen at -20 °C until use. Binary mixtures of beef and pork were prepared by combining
appropriate quantities of minced, lean meat. Two series of meat balls of each mixture were
prepared: T (cooked and sterilized) and F (non-cooked control). T series samples were fried
in vegetable oil at 65°C for 15 min, canned and sterilized at 121°C for 30 min. The canned
samples were kept at room temperature until use. Untreated control F series were neither

cooked nor sterilized and were kept frozen at -20 °C until use.
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DNA extraction

T and F samples were freeze-dried and ground to a fine powder in a hand-held
macerator. DNA was purified from 30 mg of meat using either Puregene® DNA purification
kit from Quiagen, or NucPrep DNA Chemistry for Tissues on a 6100 Nucleic Acid Prep
Station both from Applied Biosystems, following the manufacturers protocols for solid tissue
samples. DNA content was quantified after staining with Picogreen dsDNA quantification
reagent (Molecular Probes), using a Perkin-Elmer LS-50B fluorescence spectrophotometer
and comparing the fluorescence with that from DNA standards of known concentration. DNA
for gPCR standard curves and DNA digestions was purified from meat samples previously

authenticated by DNA sequencing of a mitochondrial ND5-cytB region [23].

Real-time PCR

DNA detection and quantification was performed by amplification using a real-time
sequence-detection system 7000 from Applied Biosystems. Reactions were carried out by
duplicate in 96-well plates. Primers and probes targeting mitochondrial DNA of Bos taurus or
Sus scrofa were previously described [23], and are summarized in Table 1. Combinations of
the S1 probe with either FBOS3/RBOS1, FBOS3/RBOS2, FBOS3/RBOS3 or
FC1SUS/RSUS2 primers were used to formulate the detectors BOS1 (92 bp), BOS2 (204
bp), BOS3 (319 bp) and SUS (100 bp), respectively. The 25 ul reaction mixtures contained
12.5 pL of Tagman® master mix (which includes the heat-activated AmpliTaq Gold™
enzyme), 300 nM of each specific oligonucleotide primer, 200 nM of MGB probe, and 2 pl of
DNA (1 pg pL™ to 30 ng uL™). The reaction conditions were as follows: 10 min at 95 °C for
enzyme activation and then 50 cycles of denaturation at 95 °C for 15 s and annealing at 55
°C for 1 min. Readings were taken at every cycle and the increment in fluorescence was
plotted versus the cycle number. To test for cross-species DNA amplification, all PCR runs
included at least three independent non-target DNA control reactions (NTD) for each
detector, containing 4 ng of beef (or pork), chicken or turkey DNA. The fluorescence

threshold was fixed at the same mid-exponential level for all runs.

Meat species quantification

To quantify the proportion of pork in beef:pork the binary mixtures, standard curves using
dilutions of beef and pork DNA and BOS1 and SUS detectors were firstly obtained by
plotting Cr vs. log DNA, and the slope m and intercept b were calculated for both species.
gPCR amplifications were then carried out in duplicate using 2 ng uL™" of DNA obtained from
F and T binary mixtures, and the mean Cr registered by BOS1 detector were interpolated in

the corresponding standard curve to obtain the beef DNA content in the sample (Ngos).
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Table 1. Oligonucleotide primers and probes.

Oligonucleotide  Sequence (5->3") Target

Forward primers
FBOS3 CAAGAACACTAATGACTAACATTCGAAAG Bovine
FC1SUS GAAAAATCATCGTTGTACTTCAACTACA Porcine

Reverse primers

RBOS1 AAATGTTTGATGGGGCTGGA

RBOS2 AATGCTGTTGTTGTGTCGGA Bovine
RBOS3 CCTCGTCCTACGTGCATATATAA

RSUS?2 GGTCAATGAATGCGTTGTTGAT Porcine
MGB Probe

S1 CCACCCACTAATAAA Bovine,

porcine

The Cr recorded by SUS detector were not directly interpolated on the standard curve,
instead, the 50:50 beef.pork samples were used as matrix reference to calibrate the
differences in DNA content for equal amounts of beef and pork meat. This difference, D, was
defined as the number of cycles which needs to be added to the experimental SUS Cr and
interpolated on the corresponding standard curves to obtain the same amount of DNA

detected by BOS1 in the 50:50 sample. Thus, if the standard curves are defined by
Cr =m loglV + b [24], D can be calculated as:

Croge = Upeer _ Crpso = Ppome 0
mhaef mwwﬂ

ruge — Pooer
mbwf

b= Mgery )"" él'wr"i'-: - Efpﬁlr

(1)

where Crnsp and Crpsp are the Cr obtained with BOS1 and SUS detectors, respectively,
from the 50:50 matrix reference. Using this approach, Dr and Dy values were calculated for
non-processed and processed samples to obtain the proportion of pork in the F and T
samples, respectively. The adjusted amount of pork DNA in any sample can then be inferred

from:

f-r" h’n E!."E"'i' .Er'

Nf::,r} - 'lﬂ H‘l;"i:rk
And the proportion of pork meat in the sample as:

Ppork =100 X Ncsys/(Nsos+Nssus) (2)
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DNA digestion conditions

Calf thymus DNA (10 pg, Sigma-Aldrich) were digested with 102 to 2 x 10™* U uL™ of
DNase | (RNase free, 5KU at 1 U L™, Epicentre Technologies) for 10 min at 37° in 500 pL
of digestion buffer containing 50 mM Tris-HCI (pH=7.5), 10 mM MgCl, and 50 ug mL™" BSA.
All the digestions were carried out by duplicate. The reaction was stopped by addition of 25
pL of 0.5 M EDTA pH 8 and incubation at 100 °C for 10 min, followed by phenol/chloroform
extraction and DNA precipitation by adding one volume of 1,2-propanol. The pellet was
washed with 70% ethanol and DNA was rehydrated by adding 20 pL water and incubating
overnight at 4 °C. A sample without enzyme was prepared as control to normalize the
results. The size range of resultant DNA fragments was monitored by electrophoresis in
1.5% agarose at 20V and staining with 1ug mL™ of ethidium bromide solution in TAE buffer
[25]. For gPCR assays, 2 uL of a 20 ng uL‘1 dilution of digested DNA were used as template.

Meat immunodetection

Identification of beef and pork was performed using ELISA kits (BioKits) for raw (ref.
902032G) or cooked (ref. 902027Y) foods from Tepnel Biosystems Ltd. (Stamford, CT, USA)
according to the manufacturer’s instructions. Before extraction, raw and coked samples were
chopped and homogenized in an Osterizer blender (Milwaukee, WI, USA). 5g of each
homogenized sample was placed in a sterile plastic tube containing 50 mL of 0.9% NaCl and
the mix was vigorously shacked for 30 s. After 10 min at room temperature, the extracts
were then conditioned by diluting 1/10 (v/v) in phosphate buffered saline (10 mM phosphate,
137 mM NaCl, 2.7 mM KCI, pH 7.4). 100 uL of each reconstituted extract was checked by
ELISA. Washing steps were carried out using a 12-channel microplate washer from Nunc
(Roskilde, Denmark). Absorbance was read with a Spectra MAX340pc microplate reader

from Molecular Devices (Toronto, Canada) at 450 nm.

RESULTS AND DISCUSSION
Linearity and sensitivity of meat detectors on processed samples

Previous results in our laboratory showed that the Taqman® MGB-based detectors BOS1
and SUS, when used on single-species or mixed DNA purified from fresh meat, yielded a
linear correlation of Cr vs. log DNA, with a PCR efficiency nearing one doubling per cycle
[23]. To test the possible effects of meat cooking and heat sterilization procedures, as well
as the presence of non-target DNA in the sample, on the linear response of the detectors,
new linearity tests were performed by triplicate using DNA obtained from non-mixed or mixed
(50:50) meat samples, both cooked and sterilized (T) or non-treated (F). The measured PCR
efficiencies for both BOS1 and SUS detectors on 50:50 mixtures (2.2+0.2 and 2.0+0.3,
respectively) were not statistically different (p>0.05) from those observed on pure beef or
pork meat (2.0+0.1 and 2.310.3, respectively). Similarly, no differences were observed in
thermally treated T samples (2.240.1 for BOS1 and 2.1+0.3 for SUS on 50:50 mixtures).
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Thus, it could be concluded that the cooking and the sterilization processes used do not
affect significantly the response of gPCR to different concentrations of DNA, and that the

presence of non-target DNA in the meat admixtures do not affect the PCR efficiency.

The linearity of response was also tested using DNA obtained from the F and T series
samples containing different proportions of beef and pork meat. DNA (4 ng) obtained from
each mixture was used in qPCR reactions and the C; values plotted versus the logarithm of
target meat proportion. As shown in figure 1, a high linear correlation was obtained in non-
treated F samples (R = 0.99), while

slightly lower correlation was

observed in the curves obtained from 35 | A
the T series mixtures (R = 0.98). This o

linear response for both processed S0 "Q~

and unprocessed products proves 25 “‘5 0-""""""55..9_ D
that BOS and SUS detectors can be - ' "
used on matrix-adapted standards to . e
build calibration curves suitable for 13 )
quantitative determination of beef J 35 B
and pork meat contents. An estimate TO—

of the limit of detection for beef and . )Q &5

pork in binary mixtures under these 25 | O
conditions was calculated as LOD¢r= 50 ‘."..1

Crwro -3 x 6 NTD, where LODcr is **q
the maximum C; allowing detection 15

of the target DNA, and Crnro and o 10 05 00 05 10 15 20

NTD are the mean C; and standard .
Log % meat species

deviation of NTD controls. The

Figure 1. Correlation of species-specific amplification of DNA and

minimum percent of meat that can be the content of beef and pork in the binary mixtures. Cr vs.

detected was calculated by log of beef or pork meat percent was obtained by gPCR
. ) . amplification using BOS (A) or SUS (B) detectors and 4
interpolation of LODcr in  the ng of total DNA as template from untreated F (white) or

corresponding standard curve, heat-treated T (black) mixtures.

yielding 2% for beef and 7% for pork,

both in T and F series samples. To confirm these LOD values, C; values obtained from the
T and F containing 0.1, 1 or 5% of beef or pork were compared to the control samples
containing only beef or pork. The results, displayed in Table 2, showed that Ct values from
samples containing 1% beef, either treated or untreated, were significantly different to non-
beef controls (p < 0.05), while 1% pork could only be reliably detected in non-treated
samples, with a LOD > 5% in processed meat. These values are in agreement with those
from other reported gPCR methods developed for detection of beef or pork in meat mixtures:
0.5-1% sensitivity for low processed meat products [3, 14, 26], and ~5% for cooked/sterilized

matrices [14].
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Table 2. Limit of detection of BOS and SUS detectors on beef/pork meat binary mixtures.

Cqt F series C; T series
Species Control Y0 €Species Contro b €species
NTD 0.1 1.0 INTD 1.0 5%
24.3 £0.7 22.2+0.9
Beef 26 £2 (0.27)° (0.024) 28+2 262 (0.267) 23 £1(0.017)
22.2 +0.6

Pork 262 24 +1 (0.205) 31+2 282 (0.158) 27 +2(0.082)

(0.026)

Mean Cr values obtained from 4 independent experiments using 4 ng of DNA as template.
a) t-distribution p values of sample vs. control are given in parenthesis.

To compare the results obtained using qPCR with the performance of immunodetection-
based methods, the same samples were analyzed using a commercial ELISA method for
beef and pork. As shown in the figure 2, only the F samples produced consistent antigen
recognition in the assays, with a detection limit approaching 1%, while the T meat mixtures
failed in general to detect any of the two species, likely due to denaturation of the antigenic
target during sterilization treatment. The limit of detection was estimated at 1% (beef, pork,
and poultry) by analysis of 5 sets of 12 replicates of the zero standards. The mean
absorbance value minus 3-fold SD was equivalent to a 0.9 fold the signal in absence of

analyte [27], which corresponds to an estimated limit of detection of 0.32 ng/ml of meat

species.

25

m— Beef

2.0 A

0.5 1

Absorbance 450 nm

0.0 -

F(100:0)
F(0:100)
F(99:1)
F(50:50)
F(1:99)
T(100:0)
T(0:100)
T(99:1)
T(50:50)
T(1:99)

Meat mixture (beef:pork)

Figure 2. Immunodetection of beef and pork in F and T meat samples. Extracts of the non-processed F and processed T
samples of known composition were tested using ELISA kits for beef and pork meat. The cut off was established
as three times the standard deviation from the mean measurement of the blank. The mean absorbance of triplicate
measurements (relative standard deviation <10%) are shown.
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Meat species quantitation using single-point reference matrix

The main disadvantage of DNA-based methods for the quantitation of proportions of
different species in foods derives from the variability of DNA concentration (number of copies
of target DNA per gram of material), which depends both on the species and the type of
tissue present in the sample. In the case of meat products, equal amounts of beef and pork
lean muscle may not contain the same number of copies of target DNA [23]. It has also been
shown that the use of DNA extracted from matrix-adapted reference material containing
different proportions of meat species yields more accurate results than the use of DNA
dilutions to build calibration curves [8]. Accordingly, the standard curves shown in the figure
1 may be directly used to interpolate qPCR values obtained from DNA extracted from
mixtures of beef and pork lean meat to ascertain the proportions of each species. However,
producing matrix-adapted reference materials to build calibration curves may be time-
consuming and increase the cost of the assay when many different types of mixtures are
required. To simplify the experimental procedure, the combination of DNA dilution standard
curves with qPCR data from a single matrix reference material might be used to obtain
reliable quantitative data. Differences in target copy number between two species or tissues
may be accounted as differences in Cr, and can be used to calculate the actual species ratio
in the meat binary mixtures. To this end, the differences Dr and Dy were calculated using the
expression [1], using the Cr recorded from the F(50:50) and T(50:50) mixtures, respectively,
and the m and b parameters from the standard curves for DNA dilutions of pure beef and
pork meat. The calculated values, De = -12.1 cycles and Dy = -14.3 cycles, were used to
obtain the adjusted N,sys values for each binary mixture and the proportion of pork in those
mixtures was obtained from expression [2]. The results, plotted in the figure 3, showed good
correlation (R = 0.95) between the real and gPCR-quantified content of pork both for both
the F and the T binary mixtures. The accuracy, calculated as the relative mean deviation (in
% of the true value of pork meat) for all runs was 17% and 13% for F and T samples,
respectively. These accuracy values are similar to those reported for methods involving the

use of matrix-adapted standards on low-processed products [19, 28].
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Figure 3. Quantitation of pork in beef:pork binary mixtures using 50:50 matrix standards for calibration. The percent of pork in
F and T series samples were calculated using equation (2). Results shown are the mean of 4 independent assays
+8D.
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The observed difference, of approximately two cycles, in D values for treated and non-
treated samples reflects a four-fold decrease of amplifiable pork DNA in treated mixtures as
compared to beef DNA. This suggests that heat processing may affect differently to the
amplification of each species present in the mixture, and strengthens the importance of using
matrix-processed standards to calibrate any qualitative or quantitative assays based on
gPCR.

Compared to other reported methods, which require the production of matrix-adapted
reference materials encompassing the whole range of expected meat proportions [19], the
cloning of DNA target sequences or the account of genome sizes [7], the use of single-point
reference matrix in qPCR-based food assays as exemplified here may simplify the
experimental set up and data processing for species quantitation. This approach could be
easily transferred to the quantitation of other food products, as it would only require a single
set of qPCR standard curves using DNA dilutions from reference samples of each species to
be analyzed, which can be used to test different matrices, and a single-point gPCR reaction

using DNA from a matrix-adapted sample of known composition.

Correlation between meat processing, DNA fragmentation and PCR amplification in

processed samples

The data shown in the figure 3 suggest that the food processing used in these tests,
which involves cooking at 65 °C followed by heat sterilization at 121 °C for 30 min do not
affect significantly the quantitative results obtained by qPCR. There is, however, strong
evidence indicating that such heat treatment should produce a significant fragmentation of
DNA [12, 16]. To get an indication of the DNA damage produced by the cooking and heat
treatment, a DNase-controlled experiment was devised to test the effects of DNA
fragmentation on the gPCR results. Five DNA digestions using DNasel (10° to 2 x10™ U pl™)
were carried out to obtain different extents of degraded calf thymus DNA. The extent of
fragmentation was confirmed by electrophoresis through agarose gels and staining with
ethidium bromide (not shown). Two additional detectors BOS2, and BOS3, targeting DNA
sequences of 204 and 319 bp, respectively, were designed to test amplification on DNA
fragments longer than those targeted by BOS1. The amplification efficiencies for BOS2 and
BOS3 were measured and found to be significantly similar to that of BOS1 and were
considered equal to one duplication per cycle for all three detectors. The resulting DNasel
digestions were used as templates in qPCR reactions using the BOS1, BOS2 and BOS3
detectors. Differences in amplification (r) due to the shortening of DNA fragments after
DNasel digestion were quantified by comparison with the amplification obtained in non-

DNasel samples, using the BOS1 detector as reference as follows:

r. — Z(CT 1-CT 2)treated _(CT 1-cr z)umreated I = Z(CT 1-CT 3)treated 7(CT 1-cT 3)““"3&‘6“
1-2 = 3

- ;o (3)
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where Cry, Cr, and Cy; are the Ct obtained using BOS1, BOS2 and BOS3 detectors in the
corresponding DNasel treated and untreated calf thymus DNA. The results, shown in the
figure 4A, indicate that, even at the lowest concentration of DNasel used (2 x 10* U uL™),
the amount of DNA amplified by the 204 bp BOS2 detector was nearly one fourth of the DNA
amplified in the undigested DNA. DNA detected by the 319 bp BOS3 detector was about half
of the DNA detected by BOS2 at this digestion level, suggesting that most DNA fragments
were shorter than 300 bp. As expected, at 4 x 10 U ;.IL'1 of DNasel, the amount of BOS2
detected DNA was reduced, but no significant differences were observed for BOS3 as
compared to the lowest concentration of Dnasel tested, indicating that some DNA fragments
remain undigested even at high DNasel concentrations. In fact, as can be seen in the figure
4A, treatments with higher amounts of enzyme appear to reduce the hydrolysis of DNA,
probably by inhibition of enzyme activity at high concentrations. The results obtained on
digested DNA shows that BOS detectors can be used to get an estimate of DNA degradation
in processed meat products. To test this, beef meat samples were cooked and heat treated
under different conditions, and r values accounting for DNA degradation were obtained using
the BOS detectors. The results, shown in the figure 4B, indicate that, while frying in
vegetable oil at 65 °C, even for long periods of time, do not affect significantly the
amplification with BOS2, it reduces the amount detected with BOS3. This suggests that,
under these conditions, most DNA is present in fragments of 200 to 300 bp. Sterilization at
126 °C, even for short periods of time, reduces drastically the signal recovered by both
BOS2 and BOS3, which suggests the occurrence of DNA fragmentation below 200 bp on the
average. Since the treated binary mixtures of the T series were subjected to cooking and
heat sterilization for 30 min. and still DNA could be detected and quantitated, it may be
inferred that, despite the extensive DNA fragmentation, enough copies of 100 bp-long
fragments remain available to be targeted by the BOS1 detector and yield quantitative qPCR
results. Furthermore, the use of a matrix-adapted mixture, which is subjected to the same
heat treatment as the samples to be analyzed, as reference material to calibrate the ratios of
target species DNA in a given meat proportion allows to circumvent the expected loss of
accuracy due to the reduction of suitable target sequences, even if the processing leads to
different degradation rates of the DNA species, as the dissimilarities in the D values

observed for treated and not-treated samples suggest.
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Figure 4. DNA amplification by gPCR on DNA-degraded samples. A. Amplification on DNasel-digested calf thymus DNA. The
ratio of not-digested to digested DNA amplification was obtained after incubation with different concentrations of
DNasel.. B. Amplification on beef meat samples fried in vegetable oil at 65 °C for 30 min. followed by sterilization at
B2: 126 °C for 10 min; B3: 20 min and B4: 30 min. B1: non-sterilized control. Ratios 12 (black) and ri.3 (grey) were
calculated using equations (3).

CONCLUSIONS

Data collected in this report supports the suitability of qPCR methods for species
quantitation, even on heavily processed food products. The use of controlled matrix
standards to get quantitative information on the factors which affect the output of qPCR, as
exemplified in this work, allows to overcome the weaknesses usually associated with the use
of DNA methods for quantitation of food components, such as target concentration variability
and fragmentation derived from heat treatments. This approach may help to improve the

design of robust methods for species quantitation in processed food.

ACKNOWLEDGMENT
Work supported by grant 2104SC021 from the Autonomous Community of Murcia, Spain,
and the UCM-Santander Program n. 920267 project.

REFERENCES
[11 Brodmann PD & Moor D (2003) Sensitive and semi-quantitative TagMan™ real-
time polymerase chain reaction systems for the detection of beef (Bos taurus) and
the detection of the family Mammalia in food and feed. Meat Sci 65, 599-607.

[2] Mendoza-Romero L, Verkaar ELC, Savelkoul PH, Catsburg A, Aarts HJM, Buntjer
JB & Lenstra JA (2004) Real-time PCR detection of ruminant DNA. J Food Protect
67, 550-554.

[3] Dooley JJ, Paine KE, Garret SD & Brown HM (2004) Detection of meat species
using TagMan real-time PCR assays. Meat Sci 68, 431-438.



Trabajo experimental Il

(4]

(3]

(6]

[7]

(8]

(9]

(10]

(1]

[12]

[13]

[14]

[15]

Fumiere O, Dubois M, Baeten V, von Holst C & Berben G (2006) Effective PCR
detection of animal species in highly processed animal byproducts and compound
feeds. Anal Bioanal Chem 385, 1045-1054.

Palisch A, Mergemeier S & Kuhn M (2003) A real-time PCR system for the relative
quantitation of beef and pork contents in meat containing food. Fleischwirtschaft
83, 153-156.

Rodriguez MA, Garcia T, Gonzalez |, Asensio L, Hernandez PE & Martin R (2004)
Quantitation of mule duck in goose foie gras using TagMan real-time polymerase
chain reaction. J Agric Food Chem 52, 1478-1483.

Laube I, Zagon J & Broll H (2007) Quantitative determination of commercially
relevant species in foods by real-time PCR. Int J Food Sci Technol 42, 336-341.

Eugster A, Ruf J, Rentsch J, Hubner P & Koppel R (2008) Quantification of beef
and pork fraction in sausages by real-time PCR analysis: results of an
interlaboratory trial. Europ Food ResTechnol 227, 17-20.

Asensio L, Gonzalez |, Garcia T & Martin R (2008) Determination of food
authenticity by enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA). Food Control 19, 1-
8.

Giovannacci |, Guizard C, Carlier M, Duval V, Martin JL & Demeulemester C
(2004) Species identification of meat products by ELISA. Int J Food Sci Technol
39, 863-867.

Meyer R, Candrian U & Luthy J (1994) Detection of pork in heated meat products
by polymerase chain reaction (PCR). J AOAC Int 77, 617-622.

Hird H, Chisholm J, Sanchez A, Hernandez M, Goodier R, Schneede K, Boltz C &
Popping B (2006) Effect of heat and pressure processing on DNA fragmentation
and implications for the detection of meat using a real-time polymerase chain
reaction. Food Addit Contam 23, 645-650.

Bottero MT, Dalmasso A, Cappelletti M, Secchi C & Civera T (2007) Differentiation
of five tuna species by a multiplex primer-extension assay. J Biotechnol 129, 575-
580.

Laube |, Spiegelberg A, Butschke A, Zagon J, Shauzu M, Kroh L & Broll H (2003)
Methods for the detection of beef and pork in foods using real-time polymerase
reaction. Int J Food Sci Technol 38, 111-118.

Prado M, Berben G, Fumiere O, van Duijn G, Mensinga-Kruize J, Reaney S, Boix
A & von Holst C (2007) Detection of ruminant meat and bone meals in animal feed
by real-time polymerase chain reaction: Result of an interlaboratory study. J Agric
Food Chem 55, 7495-7501.



Trabajo experimental Il

[16]

[17]

(18]

[19]

[20]

[21]

[22]

(23]

[24]

[25]

[26]

Kingcombe CIB, Luthi E, Schlosser H, Howald D, Kuhn M & Jemmi T (2001) A
PCR-based test for species-specific determination of heat treatment conditions fo
animal meals as an effective prophylactic method for bovine spongiform
encephalopathy. Meat Sci 57, 35-41.

Rodriguez MA, Garcia T, Gonzalez |, Asensio L, Fernandez A, Lobo E, Hernandez
PE & Martin R (2001) Identification of goose (Anser anser) and mule duck (Anas
platyrhyncos x Cairina moschata) foie gras by multiplex polymerase chain reaction
amplification of the 5S rDNA gene. J Agric Food Chem 49, 2717-2721.

Bergerova E, Hrncirova Z, Stankovska M, Lopasovska M & Siekel P (2010) Effect
of Thermal Treatment on the Amplification and Quantification of Transgenic and
Non-transgenic Soybean and Maize DNA. Food Anal Methods 3, 211-218.

Eugster A, Ruf J, Rentsch J & Koppel R (2009) Quantification of beef, pork,
chicken and turkey proportions in sausages: use of matrix-adapted standards and
comparison of single versus multiplex PCR in an interlaboratory trial. Eur Food Res
Technol 230, 55-61.

Lépez-Andreo M, Garrido-Pertierra A & Puyet A (2006) Evaluation of post-PCR
melting temperature analysis for meat Species identification: fish in mixed DNA
samples. J Agric Food Chem 54, 7973-7978.

Afonina |, Zivarts M, Kutyavin |, Lukhtanov E, Gamper H & Meyer RB (1997)
Efficient priming of PCR with short oligonucleotides conjugated to a minor groove
binder. Nucl Acids Res 25, 2657-2660.

Kutyavin 1V, Afonina IA, Mills A, Gorn VV, Lukhtanov EA, Belousov ES, Singer MJ,
Walburger DK, Lokhov SG, Gall AA, Dempcy R, Reed MW, Meyer RB & Hedgpeth
J (2000) 3’-Minor groove binder-DNA probes increase sequence specificity at PCR

extension temperatures. Nucl Acids Res 28, 655-661.

Lépez-Andreo M, Lugo L, Garrido-Pertierra A, Prieto Ml & Puyet A (2005)
Identification and quantitation of species in complex DNA mixtures by real-time

polymerase chain reaction. Anal Biochem 339, 73-82.

Higuchi R, Fockler C, Dollinger G & Watson R (1993) Kinetic PCR analysis: real-

time monitoring DNA amplification reactions. Biotechnol 11, 1026-1030.

Sambrook J, Fritsch EF & Maniatis T (1989) Molecular cloning: A laboratory
Manual Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y.

Rodriguez MA, Garcia T, Gonzalez |, Hernandez PE & Martin R (2005) TagMan
real-time PCR for the detection and quantitation of pork in meat mixtures. Meat Sci
70(1), 113-120.



Trabajo experimental Il

[27] Gabaldon JA, Maquieira A & Puchades R (2007) Development of a simple
extraction procedure for chlorpyrifos determination in food samples by

immunoassay. Talanta 71, 1001-1010.

[28] Koppel R, Zimmerli F & Breitenmoser A (2009) Heptaplex real-time PCR for the
identification and quantification of DNA from beef, pork, chicken, turkey, horse
meat, sheep (mutton) and goat. Eur Food Res Technol 230, 125-133.



Detection of mandarine in orange juice by single-

nucleotide polymorphism qPCR assay.

Miriam Aldeguer ®, Maria Lépez-Andreo ®, Isabel Guillén © , José A. Gabaldén ®° and Antonio

Puyet °*.

@ Centro Tecnoldgico Nacional de la Conserva, Molina de Segura, Murcia, Spain

® Departamento de Bioquimica y Biologia Molecular IV, Facultad de Veterinaria, Universidad
Complutense de Madrid, 28040 Madrid, Spain

¢ Departamento de Ciencia y Tecnologia de Alimentos, Universidad Catolica San Antonio de
Murcia (UCAM), Murcia, Spain.

* Corresponding author. Tel: +34 913943827; Fax: +34 913943824
Email address: apuyet@vet.ucm.es

Manuscrito en revision en Food Chemistry.






Trabajo experimental 1V

ABSTRACT

A dual-probe real time PCR (qPCR) DNA-based analysis was devised for the
identification of Citrus reticulata (mandarin) in orange (Citrus sinensis) juice. A single
nucleotide polymorphism was confirmed on nine orange and thirteen mandarin Spanish
commercial varieties at the trnL-trnF intergenic region of the chloroplast chromosome. Two
short minor-groove binding fluorescent probes targeting the polymorphic sequence were
used in the dual-probe gPCR, which allowed the detection of both species in single-tube
reactions. The similarity of PCR efficiencies allowed a simple estimation of the ratio
mandarin/orange in the juice samples, which correlated to the measured difference of
threshold cycle values for both probes. The limit of detection of the assay was 5% of
mandarin in orange juice, both when the juice was freshly prepared (not from concentrate) or
reconstituted from concentrate, which would allow the detection of fraudulently added
mandarin juice. The possible use of the dual-probe system for quantitative measurements
was also tested on fruit juice mixtures. qPCR data obtained from samples containing equal
amounts of mandarin and orange juice revealed that the mandarin target copy number was
approximately 2.6-fold higher as compared to orange juice. However, the use of a matrix-
adapted control as calibrator to compensate the resulting Cr bias allowed obtaining accurate

quantitative measurements.

KEYWORDS: species identification, food quality, real-time PCR, MGB probe, citrus,
adulteration.

INTRODUCTION

Sensitive and reliable methods are increasingly needed for authentication of food products,
which may help to prevent either accidental or fraudulent substitutions during food
manufacturing or commercialization. Inadequate cleaning of food process equipment and
containers may result in accidental substitutions. Fraudulent substitution commonly arises as
a result of the deliberate extension of products with cheaper additives. Common adulteration
in fruit juices may be caused by water addition or excessive dilution of concentrates, sugar or
pulpwash addition, the use of colorants or other additives to make appear another juice
which sells for a higher price, or the mixing with lower price juices, and the commercialization
of pasteurized or juice from concentrate as fresh squeezed juice [1]. Misrepresentation or
substitution of fruit by cheaper species and varieties may be detected by traditional chemical
analysis such as high-performance liquid chromatography (HPLC) or gas chromatography
[2,3]. The use of Fourier transform infrared (FTIR) spectroscopy or piezoelectric sensors
have been also proposed as analytical tools [4, 5]. DNA-based polymerase chain reaction
(PCR) methods are currently used for food species authentication in a wide variety of meat,
fish or milk products [6-9], however few reports have shown the usability of these

approaches on fruit juice [10-12], and no real-time PCR-based method for the differential






5. Discusion General







Discusion general

Desde las primeras propuestas para el uso de la amplificacién especifica de DNA
mediante PCR en métodos de deteccion y cuantificacion de especies en alimentos
(Brodmann and Moor, 2003; Meyer et al., 1994; Wolf and Luthy, 2001), su aplicacion a
casos practicos han revelado una serie de limitaciones y dificultades técnicas que han
condicionado su utilizaciéon practica. Mientras que los métodos analiticos para especies
extractivas (pescado, molusco, marisco) se han centrado en analisis de secuencia mediante
analisis filogenético (FINS) y/o de fragmentos de restriccion por RFLP (Puyet and Bautista,
2009), la identificacion de especies domésticas, tras algunas propuestas basadas en
variantes de métodos de PCR estandar (Janssen et al., 1998; Meyer et al., 1994), desde su
primera aplicacion para la deteccién de material bovino en alimentos (Lahiff et al., 2002) se
ha decantado por el uso de sistemas qPCR. La simple deteccion de un material biolégico en
alimentos mediante analisis de su DNA con PCR plantea, a priori, menos complejidad que
su determinacién cuantitativa. Por ello, la inmensa mayoria de los métodos propuestos se
centran en este tipo de aplicacion. Aun asi, no todos los inconvenientes asociados a estos
métodos se han podido solventar con la suficiente fiabilidad para ser aplicados de forma

rutinaria en laboratorios oficiales de analisis.

En este trabajo se han abordado principalmente cuatro aspectos diferentes de la
aplicacion de sistemas qPCR a la deteccion y cuantificacion de especies en alimentos, con
objeto de analizar su potencial y sus limitaciones, y proponer posibles estrategias para

mejorar su potencial analitico.

51  Optimizacion de detectores y reduccion de costes de
ensayo

Uno de los argumentos que pueden cuestionar el uso de gPCR en deteccidn de especies
en alimentos es su coste por ensayo, superior en muchos casos a los analisis por
inmunodeteccién. El sistema presentado en el trabajo | de detectores de qPCR se basa en
la utilizacion de sondas fluorescentes en combinacion con cebadores especificos para seis
especies carnicas representativas de la industria alimentaria: bovino, porcino, ovino, pollo,
pavo y avestruz y dos sondas comunes, una para mamiferos y otra para aves. De este
modo el coste por reaccion del analisis se reduce significativamente: a precios actuales, el
analisis de seis especies con solo dos sondas especificas frente a una sonda por especie,
representaria una reduccién del 37% en el coste por reaccion. Estrategias similares se han
ensayado en otros laboratorios con buenos resultados. Dooley y col. (Dooley et al., 2004)
ensayaron un sistema similar basado en cebadores especificos sobre el gen cytB de bovino,
porcino, ovino, pollo y pavo combinado con dos sondas genéricas, para mamiferos y aves
respectivamente. El método permitié detectar las especies en mezclas de carne con un
contenido del 0.5% de la especie a detectar, aunque el numero de falsos negativos era
relativamente alto, llegando en algunos casos al 80%. Posteriormente, este sistema se ha
ensayado exclusivamente para la deteccién de bovino en carnes y productos lacteos,
aunque sin demostrar de forma exhaustiva su sensibilidad (Zhang et al., 2007a). Rodriguez
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y col. han seguido una aproximacién similar para la deteccién de porcino en productos
carnicos (Rodriguez et al., 2005) o pato en foie gras (Rodriguez et al., 2004), pero utilizando
sondas comunes exclusivamente a las especies a analizar, con limites de deteccion

cercanos al 1%.

Otra aproximacion que permite simplificar y reducir costes de desarrollo y analisis de
forma importante es el uso de qPCR basado en SYBR® Green. Los primeros ensayos
publicados para deteccidon de bovino, porcino y pollo (Sawyer et al., 2003; Walker et al.,
2003) mediante qPCR con SYBR® Green no proporcionaron datos solidos sobre la
especificidad y sus limites de deteccion. Posteriormente, varios métodos disefiados para la
deteccion de bovino, (Martin et al., 2008), caballo (Martin et al., 2009a), porcino (Martin et
al., 2009b), rebeco (Fajardo et al., 2008a) y ciervo (Fajardo et al., 2008b), han mostrado la
viabilidad de detectar estas especies en productos carnicos con limites de deteccion en el
entorno del 0.1% al 0.8%. Todos estos métodos utilizan sistemas uniplex, lo que requiere el

uso de reacciones separadas para cada juego de cebadores.

La aproximacion ensayada en el trabajo Il de esta tesis, combinando la detecciéon de
fluorescencia de SYBR® Green con la obtencion de perfiles de desnaturalizacion de los
productos de PCR ha sido, junto al sistema disefiado para la deteccion de especies de
pescado (Trotta et al., 2005), el unico ejemplo hasta el momento de un sistema duplex sobre
gPCR con SYBR® Green en analisis de especies en alimentos. La identificacion de especies
en muestras de DNA complejas mediante el método de analisis post-PCR de temperaturas
de fusion en dicho trabajo, ha permitido la identificacién de las especies de canguro y
caballo y su diferenciacién de productos tanto bovinos como porcinos logrando unos limites
de deteccién comparables con los conseguidos mediante la combinacion de los cebadores
especificos con sondas TaqMan®. Un posible inconveniente de los métodos basados en
SYBR® Green es que requieren la verificacion de la especificidad del producto amplificado
post-PCR mediante electroforesis en geles o curvas de fusion de los productos de PCR. En
el trabajo presentado se han conseguido identificar los picos de las curvas de
desnaturalizacién incluso de las minimas cantidades de DNA detectadas (Cr
significativamente distinto de una muestra sin DNA) siendo totalmente equiparable a los
resultados obtenidos con sondas fluorescentes TagMan®. Sin embargo, cuando las
muestras contienen mezclas de DNA de dos especies y se realizan ambas amplificaciones a
la vez, se aprecia una pérdida de sensibilidad en algunas de las mezclas, sobre todo en
mezclas concretas como en la de cerdo y canguro. Ademas, en las condiciones ensayadas,
el area bajo los picos observados en las curvas de fusion de las reacciones duplex no es
proporcional a las cantidades relativas de cada especie en la mezcla lo que impide el uso de

sistemas multiplex para aplicaciones en las que sea necesario obtener datos cuantitativos.

A pesar de las ventajas potenciales del uso de sondas semiespecificas o0 sistemas
SYBR® Green para la deteccion de especies, la necesidad de resolver otros problemas,

tales como la deteccion de DNA en muestras procesadas y la calibraciéon de los métodos
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segun las distintas matrices, ha hecho que en la mayor parte de los trabajos en los ultimos
afos se utilicen sistemas de cebador y/o sonda especificos de especie ya que a pesar de su
mayor coste pueden plantear menos inconvenientes desde el punto de vista de la

especificidad.

5.2 Uso de materiales de referencia para normalizacion de

resultados

La deteccién de materiales en alimentos mediante gPCR adolece de un problema de
base fundamental: la falta de correlaciéon entre el contenido en DNA y la cantidad real de
material de esa especie en la muestra. Esta discrepancia puede tener, a su vez, dos
origenes: las diferencias de contenido en DNA en tejidos tan distintos como el conectivo, la
carne grasa o la magra, que contienen concentraciones de DNA variables, lo que ocasiona
que el peso de la carne no se correlacione exactamente con los porcentajes de DNA
especifico de especie, y la posible fragmentacion de las cadenas de DNA debidas al
procesamiento de los productos, sobre todo por tratamientos térmicos. Esta falta de
correlacion afecta no sélo a los ensayos cuantitativos, sino también a los cualitativos, ya que
los limites de deteccion, y por tanto los criterios para dar una muestra como positiva o
negativa en un ensayo pueden ser diferentes dependiendo de la cantidad de DNA

detectable por unidad de masa del tejido analizado.

El uso de cebadores universales o sondas no especificas de especie proporcionan una
medida del DNA total presente en la muestra o control de PCR externo. Esta medida se
hace imprescindible para discernir si las variaciones encontradas con los cebadores
especificos de especie son debidas al contenido de DNA de la especie analizada o a otros
factores como degradacion del DNA, inhibicién o a diferencias en la cantidad de DNA total
de la reaccion de PCR. La comparacion entre las medidas de los cebadores especificos de
especie frente a los universales, permite realizar una normalizacidon que minimiza posibles
inexactitudes. En teoria, la relacion entre la sefal producida con cebadores especificos de
especie y cebadores universales deberia ser constante para cualquier muestra
independientemente de la concentracion, del estado de degradacién o de inhibidores del
PCR, porque la amplificacion en ambas reacciones estaria afectada por los mismos
factores. Sin embargo, se ha encontrado que esto no ocurre necesariamente asi en la
practica. Por ejemplo, cuando se varia la concentracion de la muestra, la respuesta de
amplificacion registrada no es constante para las reacciones con cebadores especificos de
especie y universales (Sawyer et al., 2003). Para intentar solucionar estos problemas, en
distintos trabajos se han propuesto métodos analiticos que permitirian evitar la aparicién de

falsos negativos y/o calibrar los datos cuantitativos.

Laube y col. en una serie de trabajos (Laube et al., 2003; Laube et al., 2007a; Laube et
al., 2007b) utilizaron por primera vez una sonda semiespecifica basada en el gen miostatina
que hibrida con una variedad de especies de mamiferos y aves como control positivo en un

ensayo para bovino y porcino. Otros trabajos han utilizado sondas genéricas para
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mamiferos sobre los genes rRNA 12S mitocondrial (Rodriguez et al., 2005); o 18S nuclear
(Fajardo et al., 2008a; Fajardo et al., 2009; Fajardo et al., 2008b; Martin et al., 2008; Pegels
et al., 2011). El gen nuclear del RNA ribosémico 18S presenta la doble ventaja de estar
asociado a una menor tasa mutacional que los mitocondriales, lo permite el disefio de los
cebadores y sonda del PCR en regiones conservadas para multitud de especies, y
encontrarse en varias copias a pesar de ser un gen nuclear, lo que aumenta la sensibilidad
para su deteccién. En todos los casos estos detectores se usaron como controles positivos
para comprobar la presencia de DNA amplificable en la muestra. Utilizar este tipo de
detectores universales para normalizar los resultados es, sin embargo, mas complejo. En el
sistema de deteccion propuesto por Rodriguez y col. para la deteccién de pato en foie gras
(Rodriguez et al.,, 2004) se utilizd un detector comun oca+pato como control de la
amplificacion. Este sistema es exclusivo para la matriz analizada, pero puede extenderse a
otros materiales si se conocen a priori las especies que se puedan encontrar. En el trabajo |
de esta tesis se propone por primera vez un sistema para obtener una estimacion de la
cantidad de DNA amplificable en la muestra, utilizando el gen rRNA 18S como referencia, y
compararlo con la cantidad de DNA detectada para cada especie analizada. Este sistema
supone el avance de permitir verificar de forma cuantitativa si existe DNA en la muestra
distinto del identificado por los detectores especificos, cubriendo una mayor diversidad de
posibles especies. En la aplicacién descrita en el trabajo |, el uso de la regién conservada
de la secuencia del 18S ribosomal sirve para tres propdsitos: i. proporciona un control
positivo del DNA eucariético total presente en la muestra; ii. permite averiguar si hay DNA
en la muestra de otras especies no detectadas por detectores especificos de especie con la
restriccion de que la capacidad de deteccién del contenido de DNA no identificado ha de ser
superior al 20% sobre el DNA eucaridtico total de la muestra, necesario para que existan
diferencias significativas entre C,s vy C., Y iii. permite obtener datos cuantitativos de
diferentes especies, permitiendo el calculo de los porcentajes en la mezcla lo que es
particularmente util para la verificacion del etiquetado de productos alimenticios donde sélo
vienen indicados los porcentajes de los principales ingredientes. El método presentado
supera el inconveniente de la variabilidad en el numero de copias en los genes del rRNA
entre especies comparando los resultados experimentales con una curva estandar teérica
calculada a partir de los parametros de regresion lineal de las especies analizadas. En
trabajos posteriores realizados con el sistema de SYBR® Green, se utiliz6 un detector
similar para el gen 18S de eucariotas para obtener datos normalizados de cuantificacion de

porcino en piensos (Martin et al., 2009b).

No obstante, el uso de detectores universales para la normalizacion de las medidas de
gPCR en analisis de alimentos se ha visto en los Ultimos afos desplazada por métodos que
proponen utilizar materiales de referencia especificos para cada ensayo, sobre todo para el
analisis de alimentos procesados, donde la fragmentacion del DNA y la presencia de
inhibidores de la amplificacién puede alterar los resultados. Aunque en varios trabajos

iniciales se analizaron con éxito muestras procesadas (Laube et al., 2003; Rodriguez et al.,
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2004; Rodriguez et al., 2005), el efecto del calor y la presién en la fragmentacion del DNA y
su efecto en los sistemas de qPCR (Hird et al., 2006) han dado lugar a diferentes
estrategias para reducir estos efectos negativos en la calidad de los resultados. El uso de
detectores muy cortos permitiria en principio amplificar DNA muy fragmentado. Se han
utilizado con éxito detectores de 68 pb (incluyendo una sonda TaqMan® de 24 pb) para
detectar bovino y porcino en subproductos animales muy procesados y piensos (Fumiere et
al., 2006), o bovino y porcino, con amplicones de 84 pb y 75 pb respectivamente, en
sistemas basados en SYBR® Green (Martin et al., 2008; Martin et al., 2009b). En el trabajo
Il de esta tesis se ha ensayado el método de deteccién basado en detectores que emplean
sondas TaqMan® MGB para productos procesados. El uso de sondas MGB permite reducir
la longitud del detector, ya que éstas mantienen su union especifica con aproximadamente,
longitudes de oligonucleétido que son la mitad de una sonda TaqMan® estandar. El efecto
del tratamiento térmico sobre el DNA se compard con los resultados obtenidos tras la
hidrélisis controlada del DNA con el enzima DNasa |, demostrando la viabilidad de dicho
método para detectar fragmentacion en el DNA, puesto que las muestras de carne tratadas
con calor mostraron diferentes grados de fragmentacién correspondiendo con la intensidad
del tratamiento. Estos resultados permitieron validar los datos obtenidos de los analisis
cuantitativos basados en PCR en tiempo real, puesto que el tamafio de los amplicones
usados para cuantificar es adecuado para el grado de fragmentacién del DNA presente en

las muestras.

Dada la dificultad de obtener datos cuantitativos reproducibles, la tendencia actual se
dirige al uso de materiales de referencia adecuados para calibracién del ensayo. Estos
materiales deben asemejarse en la medida de lo posible a las muestras a analizar, tanto en
composicién como en tratamiento. Por lo tanto es necesario conocer con antelacién el tipo
de tejidos y tratamiento utilizado en la fabricacion del producto para elaborar los
correspondientes materiales de referencia adaptados a esa matriz (Eugster et al., 2009;
Koppel et al., 2008).

Del estudio realizado por Koppel y col. (Képpel et al., 2008), en el que se comparan las
resultados cuantitativos obtenidos con rectas patrén construidas a base de diluciones de
DNA respecto a los obtenidos con rectas patrén construidas a partir de DNA extraido de
matrices realizadas con el material de referencia adaptado al ensayo, se desprende que los
métodos basados en rectas patron de diluciones de DNA no son fiables para la
cuantificacion de muestras relativamente procesadas como puedan ser, por ejemplo, la
salchichas. Esto se debe a que la estrategia de calibracién con diluciones de DNA no tiene
en cuenta las diferencias que tienen los distintos tejidos en contenido de DNA. Con el
método de calibracion realizado con DNA extraido de matrices fabricadas con el material de
referencia, se obtuvieron resultados mas exactos y precisos, incluso en reacciones multiplex
de cuatro especies (Kdppel et al., 2009). Sin embargo, este método requiere la elaboracién

de materiales de referencia especificos para cada tipo de ensayo. Por ejemplo, el uso de los
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materiales de referencia elaborados para la deteccidon de porcino en salchicha no seria

valido para la deteccidon de porcino en patés.

Conforme a esta idea, en el trabajo Il de esta tesis los detectores para bovino y porcino
desarrollados anteriormente en el trabajo | se ensayaron sobre muestras frescas, cocinadas
y esterilizadas de mezclas de carnes de vaca y cerdo. A diferencia del procedimiento
propuesto por Koppel, en el que se elaboraron muestras de referencia para toda la gama de
proporcién de porcino y bovino en salchicha, en nuestro caso utilizamos tan sélo los valores
de referencia obtenidos de la preparacion de una muestra de referencia con un contenido
50:50 de vaca y cerdo para calibrar los Cr. De esta forma se reduce de forma importante el
numero de muestras de referencia a elaborar, simplificando el ensayo. Una de las ventajas
de este método es que permite obtener un valor realista de la diferencia en el numero de
copias de la secuencia diana por unidad de masa del material empleado para cada especie,
lo que permite normalizar de forma muy sencilla los datos obtenidos mediante qPCR a
proporciones de material de cada especie en las muestras. Igualmente, se muestra que este
tipo de materiales de referencia son adecuados para el andlisis de alimentos procesados, ya
que se pueden someter al mismo tipo de tratamiento que las muestras a ensayar. Un
método similar se empled en el trabajo IV de esta tesis, en el que una muestra de referencia
con un contenido en mandarina:naranja 50:50 permite analizar el contenido de estas

especies en zumos.
5.3 Diferenciacion entre especies filogenéticamente proximas

La capacidad de discriminacién del gPCR para polimorfismos SNP se usa de forma
extensiva en el analisis de enfermedades genéticas. Esta propiedad puede utilizarse
también en el analisis de especies en alimentos en el caso de especies muy proximas
filogenéticamente o variedades dentro de una misma especie, entre las que las diferencias
de secuencia pueden limitarse a unos pocos SNP repartidos por el genoma. Esta
posibilidad, que no se habia probado anteriormente en alimentos, se ensayo en el trabajo IV
de esta tesis para el caso de la diferenciacién de naranja y mandarina en zumos. Este
método de deteccidn/cuantificacion, basado en la utilizacién de un juego de cebadores
comunes para las dos especies y dos sondas TaqMan® MGB que se diferencian en una sola
base, es viable dentro de los limites generalmente aceptados para diferenciar entre
ingrediente y contaminacion, si bien es necesario que el procedimiento de analisis vaya
acompafado de suficientes reacciones de control con materiales de referencia, para evitar
errores de cuantificacion debido a la variabilidad asociada a las medidas. Estos controles
pueden elaborarse a partir de mezclas con cantidades conocidas de zumo de cada especie
tal como se indica en el apartado anterior. El método desarrollado permite detectar a partir
del 5% (limite de deteccion) de mandarina en zumo de naranja y cuantificar el contenido en
mandarina, con una incertidumbre del 20% en el rango de 0 a 10% de mandarina en
naranja, siendo valido tanto para zumos directos como obtenidos de concentrados. El

trabajo supone una innovacion frente a otros publicados anteriormente, ya que todos los
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métodos descritos para el analisis de citricos se basan en otras metodologias. Este método
debe, sin embargo, ser ensayado y perfeccionado en el futuro incluyendo en la validacion
otros citricos, como el pomelo, lima, limén, etc., asi como extendiendo el numero de
variedades e hibridos analizados dentro de cada especie. Durante la elaboraciéon de esta
tesis, un método similar de deteccion de mandarina en zumos, utilizando otros
polimorfismos de secuencia del DNA de cloroplasto, ha sido publicado en una patente de la
Fundacion Azti, Vizcaya (Lopez de Gamboa and Pardo Gonzalez, 2011). La dificultad de
encontrar polimorfismos adecuados para una variedad muy extensa de citricos podria
abordarse realizando un andlisis multiplex con varios juegos de detectores que, en

combinacion, generen un patron de sefal caracteristico para cada especie.

Este tipo de deteccion de polimorfismos mediante qPCR podria aplicarse a otros
materiales de alto valor, como el caso de las distintas variedades de cerdo, para las que se
han identificado un gran numero de SNPs (Rohrer et al., 2007), y en particular para la
identificacion de cerdo ibérico en alimentos, para el que algunos marcadores mitocondriales
ya identificados (Alves et al., 2009) podrian ser aplicados a técnicas de deteccién mediante
gPCR.

5.4 Detecciodn frente a cuantificacion

Debido a las restricciones que supone la variedad de matrices y tratamientos posibles en
la composicion de los alimentos procesados, la cuantificaciéon efectiva de las especies
presentes mediante qPCR no se ha desarrollado en la misma medida que en otras
aplicaciones tales como la evaluacién de la expresion génica. Mientras que en las
aplicaciones de expresion génica se utiliza el RNA mensajero de un gen referencia para
estandarizar el nivel de transcripcion del gen estudiado y en la cuantificacion de DNA
transgénico en mezclas de DNA transgénico/silvestre se usan secuencias consenso
especificas de especie para la estandarizaciéon y el control de la reaccién de PCR
(Permingeat et al., 2002), la falta de secuencias diana que puedan utilizarse para calibrar los
datos cuantitativos entre distintas especies dificulta el establecimiento de ensayos robustos
de cuantificacion. En cuanto a las muestras alimenticias, la gran variabilidad existente en
estas muestras por la presencia de distintos tejidos y tipos de especie, el numero de copias
del DNA diana por unidad de masa de tejido y la fragmentacién que haya sufrido el DNA en
el procesamiento, hace que el andlisis cuantitativo sea particularmente complejo. Cuando
estan presentes en la muestra varias especies, en muchos casos de origen desconocido, el
célculo de las cantidades relativas de cada especie en la mezcla es particularmente dificil.
La razén es que deberia encontrarse una Unica secuencia consenso de referencia que
estuviera presente en todas las posibles especies, con un niumero conocido de copias por

unidad de masa en cada una de las especies.

Los primeros ensayos en los que se evaluaron datos cuantitativos de analisis por gPCR
de muestras de alimentos utilizaban métodos relativamente laboriosos que requerian el

célculo del numero de copias de cada DNA diana, calibrando con el tamafio del genoma de
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cada especie o de fragmentos clonados en plasmidos (Laube et al., 2007a). Aunque los
resultados eran correctos, este tipo de aproximacibn no ha tenido continuidad.
Posteriormente, un ensayo interlaboratorio realizado con diferentes métodos de PCR sobre
muestras problema de salchicha con distintos contenidos de cerdo y ternera, utilizando
materiales de referencia comunes adaptados a la matriz (Eugster et al., 2008), demostré
que era posible realizar medidas cuantitativas con gran precisién (desviacion estandar
relativa <12%) si el material a analizar era similar en composiciéon y tratamiento al de
referencia. Este método se amplié posteriormente a otras especies en sistemas multiplex
(Koppel et al., 2012; Koppel et al., 2008; Kdppel et al., 2009).

En el trabajo | de esta tesis, se abordd la posibilidad de utilizar el gen rRNA 18S para
normalizar los Cr obtenidos con los detectores especificos de cada especie. Aunque los
resultados fueron aceptables para mezclas de DNA, su aplicacién posterior en el trabajo |l
para normalizar los datos obtenidos a partir de DNA extraido de mezclas de carne
procesadas, dio lugar a imprecisiones de medida (resultados no mostrados). Esta
imprecision en las medidas cuantitativas se debia con toda probabilidad a las diferencias en
el numero de copias por unidad de masa entre las dos especies, tanto de los detectores
especificos como del gen rRNA18S. Esto llevo a prescindir del uso del gen 18S y utilizar en
su lugar las muestras de referencia adaptadas a la matriz con una proporcion 1:1 de cada
especie. De esta forma se consiguen cuantificar contenidos de una de las especies entre el
5y el 10%, con una exactitud del 80%. Porcentajes menores del 5%, se detectan pero no se
consigue una cuantificacion precisa. Aun asi, el método puede ayudar a diferenciar entre

una contaminacién admisible y la presencia intencionada de la especie en la mezcla.

Los resultados obtenidos en esta tesis tanto para mezclas de ternera/cerdo (trabajo )
como para mandarina/naranja (trabajo IV) muestran que, hasta el momento, los métodos
basados en el uso de materiales de referencia adaptados a la matriz permiten un calculo de
las proporciones de las especies en los alimentos razonablemente preciso y sencillo, con el
inconveniente de requerir la elaboracion de estos materiales de referencia de forma

individualizada para cada tipo de alimento a analizar.

La evolucion de las necesidades de la industria alimentaria y de los organismos
encargados del control de calidad apunta, tal como se sugiere en el trabajo IV, a unos
sistemas de analisis mas simplificados, en los que la cuantificacion de los materiales
presentes en la composicion de un producto no seria tan necesaria como la deteccion fiable
de esos materiales con unos limites de deteccion bien establecidos. Desde el punto de vista
de diferenciar entre un material que se ha afadido como ingrediente, una posible
contaminacion procedente del proceso de fabricacién, o el aseguramiento de la ausencia de
determinados materiales, basta con establecer unos valores adecuados que marquen el
limite entre presencia y ausencia del material. Una vez establecido este limite, los sistemas
de gPCR se pueden disefiar y validar para comprobar que sus limites de deteccion se

encuentren por debajo de esos valores. Para ello se hace necesario disponer de
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informacioén sobre el método de fabricacidon que permita elaborar las adecuadas muestras
de referencia adaptados a la matriz. Por el contrario, el disefio de detectores y condiciones
de amplificaciéon no se verian afectadas por el tipo de muestra a analizar. Un Unico detector
para bovino puede ser adecuado para multiples matrices, de forma que la aplicacion a
distintos productos sélo requeriria realizar parte de la validaciéon con cada uno de ellos. Los
resultados de los trabajos de esta tesis apuntan a que dicha validacion se puede realizar
con un numero muy pequeio de muestras de referencia, por ejemplo mezclas 1:1 cuando
se analizan dos especies. Esta simplificacién compensaria en parte la dificultad de elaborar

y ensayar materiales de referencia especificos para cada tipo de producto.
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Conclusiones

Trabajos 1y Il

1- La combinacion de cebadores especificos de especie y sondas genéricas especificas de
mamifero y ave permiten la deteccién y cuantificacion de vaca, cerdo, cordero, pollo, pavo y
avestruz en mezclas de DNA, permitiendo el desarrollo de métodos mas econdémicos y

sencillos que los basados en sondas especificas de especie.

2- El uso de detectores para grupos amplios de especies, como el disefiado sobre el gen
rRNA 18S, permite comprobar la presencia de DNA de otras especies en la muestra y
funcionan como controles positivos internos. La deteccion de DNA eucariético de especies
no analizadas mediante el método basado en el calculo del C./C., se logra cuando éstas

se encuentran en porcentajes mayores del 20%.

3- Los detectores disefiados para bovino y porcino permiten la amplificacion de DNA en
muestras procesadas, logrando detectar el 5% de porcino en materiales mezcla de ambos,

cocinados a 65°C y posteriormente esterilizados a 126°C durante 30 minutos.

4- La amplificacion de fragmentos de distinto tamano obtenidos mediante digestién con
DNasa | permite correlacionar el grado de fragmentacién del DNA con los resultados de
gPCR. Mediante esta aproximacién, se ha podido determinar que el tratamiento térmico a

126°C durante 10 minutos produce fragmentos de DNA de longitud media inferior a 200pb.

5- Las medidas cuantitativas extrapoladas a la cantidad de carne presente en la mezcla son
fiables en el caso de las muestras no procesadas: correlacion entre el dato real y el
experimental entre 0.96 y 0.99 (p<0.05).

6- En el caso de mezclas procesadas, la sensibilidad para la detecciéon desciende hasta el
5% en vaca y pollo, y el 50% en cerdo y pavo. La correlacién en los datos cuantitativos se

pierde con las muestras procesadas (<0.94).

Trabajo Il

1- El sistema de amplificacion de qPCR adaptado al uso de SYBR® Green permite la
identificacion de DNA de cuatro especies carnicas en estudio, con unos limites de deteccion

similares a los obtenidos con sistemas basados en sondas oligonucleotidicas fluorescentes.

2- El analisis de los productos de reaccién del sistema SYBR® Green a través de su curva
de desnaturalizacion logra la deteccidn simultanea de dos especies en sistemas duplex,
aunque su sensibilidad se ve reducida. Este efecto es dependiente de las parejas de

detectores y DNA que se encuentren en la reaccion.

3- El sistema SYBR® Green permite la deteccion de las cuatro especies (ternera, cerdo,

pollo y pavo) en mezclas de carne no procesadas, con una sensibilidad del 1 %.



Conclusiones

Trabajos lll y IV:

1- Todas las variedades de mandarina y naranja analizadas presentan un polimorfismo en el

nucleétido 51542 de la regién intergénica tnrL-tnrF que permite identificar las dos especies.

2- Un sistema duplex de deteccién del polimorfismo identificado mediante sondas TaqMan®
MGB permite la deteccion de mandarina en zumos de naranja con un limite del 5%,

independientemente de que el zumo proceda de concentrado.

3- La relacidon en numero de copias de la secuencia diana tnrL-tnrF entre mandarina y
naranja se pudo establecer mediante qPCR en 2.6 veces. Esta diferencia afecta a las

medidas experimentales para el calculo de las proporciones de ambos productos en zumos.

4- La comparacion de los Cr obtenidos a partir de muestras de referencia adaptadas a la
matriz que contienen una mezcla conocida de las dos especies a analizar, tanto en el caso
de las mezclas de carnes procesadas como en el de zumos, permite corregir las
desviaciones debidas a las diferencias en niumero de copias de las secuencias diana por
unidad de masa de material de cada especie presente, lo que permite obtener datos fiables

de la composicion del producto.

5- El uso de materiales de referencia adaptados a la matriz se presenta como la opcién mas
adecuada para el desarrollo de métodos de analisis mediante qPCR de especies vy

variedades presentes en productos alimenticios.
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