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RESUMEN

PALABRAS CLAVE " o .
v El queso es el producto fresco o madurado, sélido o semisdlido, obtenido de la leche tofal o

aboratorio. arcialmente desnatada, coagulado total o parcialmente por la accién del cuajo, por un proceso de
parciaimen coag op =nie po o cuq|o, por un p
: acidificacién o por la adicién de una enzima profeolitica (coagulacidn enzimdtica). Muchos quesos
Maduraciones. ( 0 C >
Calidad de cabra se elaboran con leche de una raza determinada y asi queda recogido en el pliego de

y condiciones de las denominaciones de origen, aunque no se dispone de un sistema de frazabilidad
(opcentruaon. genéfica para verificarlo. La frazabilidad genética se basa en la identificacidn de los animales y
Bajo costo. sus productos a través del estudio de secuencias especificas de ADN variables entre los individuos
que permiten distinguir entre ellos. El futuro de las razas autéctonas pasa por el reconocimiento y
valoracién de sus productos. El disponer de un método para verificar la raza productora de la leche
utilizada en la elaboracién de los quesos seria una importante herramienta para detectar fraudes
en estos productos protegidos vinculados a un genotipo deferminado. Para redlizar la trazabilidad
genéfica es necesario analizar ADN con una suficiente concentracién y pureza, pero los métodos de
extraccién de ADN disponibles hasta el momento producen un bajo rendimiento de ADN. El objetivo
del presente estudio fue la estandarizacién de un método de extraccién de ADN, que diera una bue-
na calidad a partir de diferentes maduraciones de quesos de cabra. Se seleccionaron 15 muestras
de queso de leche de cabra 100% con diferentes tipos de maduracién: 5 quesos frescos, 5 quesos
semicurados y 5 quesos curados. En el protocolo de extraccién se ufiliza un buffer de incubacién de
Edwards (Tris 10mM, pH = 8; EDTA20mM, 0,5% SDS, NaCl 2mM), 2-Mercaptoethanoldé, una
modificacién del buffer de lisis de Tiocianato de Guanidina (NH2C(=NH)NH2 - HSCN) y columna
de silice. Terminado el proceso de extraccién, se procede a la cuantificacién ufilizando 2 pL de ADN
exiraido, obteniendo la concentracion de ADN 'y las rafios de absorbancia con los pardmetros de
260/230 y 260/280. Con el método de extraccién de ADN modificado y estandarizado se obtu-
vieron suficientes concentraciones de ADN, que van de 21,05 a 214,70 ng/L. Se ha estandarizado
un protocolo sencillo y barato para la extraccién de ADN gendmico a partir de muestras de quesos
de cualquier fiempo de maduracién que puede ser utilizado en posteriores andlisis genémicos.

Standardization of a simple protocol for dna extraction from fresh, semi-cured and cured goat cheeses
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INTRODUCCION

El queso es el producto fresco o madurado, sélido
o semisoélido, obtenido de la leche total o parcialmente
desnatada, de la nata, del suero de mantequilla o de
una mezcla de alguno de estos productos, coagulado
total o parcialmente por la accién del cuajo u otros coa-
gulantes apropiados. La coagulacion es el proceso en el
que la leche pierde su estado liquido y se transforma
en un gel por un proceso de acidificacién (coagulacién
lactica), por la adiciéon de una enzima proteolitica (coa-
gulacién enzimatica), o una combinacién de ambos
procesos (coagulacion mixta). Dependiendo del tipo
de queso, después de la coagulacién se produce el
desuerado, moldeado, prensado y salado. Los quesos
que no se consumen frescos se someten a un proceso
de maduracién, que puede durar varios afios, que
modifica las caracteristicas fisico-quimicas y sensoria-
les del producto debido a los fenémenos de glicolisis,
protedlisis y lipolisis de los componentes de la leche
(Molina et al. 2006).

Muchos quesos de cabra se elaboran con leche
de una raza determinada y asi queda recogido en su
pliego de condiciones como es el caso de las denomi-
naciones de origen protegidas (DOP) o el logo 100%
raza autdctona (Molina et al. 2006), no obstante, no se
dispone de un sistema de trazabilidad gnenética para
este factor. La trazabilidad genética se basa en la iden-
tificacién de los animales y sus productos a través del
estudio de secuencias especificas de ADN variables
entre los individuos que permiten distinguir entre ellos
(Molina et al. 2006). La caracteristica mas importante y
estratégica del ADN reside en que permanece inaltera-
ble, no sélo durante la vida del animal, sino durante el
procesamiento de los alimentos que del mismo se de-
rivan. Un ejemplo de esta aplicacion es la certificacion
de los productos del cerdo Ibérico en Espana utilizando
las frecuencias alélicas obtenidas con un set informati-
vo de marcadores de microsatélites (Molina et al. 2006).

El futuro de las razas autéctonas pasa por el reco-
nocimiento y valoracién de sus productos. El disponer
de un método para evidenciar la raza productora de
la leche utilizada en la elaboracién de los quesos sig-
nificaria una importante herramienta para evitar los
fraudes en estos productos protegidos vinculados a un
genotipo determinada.

El ADN que aparece en los quesos procede de las
células sométicas de la leche que quedan retenidas en
la matriz proteica que se forma durante el proceso de
coagulacién de la misma. Las micelas de caseina pre-
cipitan y floculan formando una red en la que también
queda retenida la grasa, vitaminas, minerales y parte
del agua (Molina et al. 2006). Dependiendo del tipo de
leche y tiempo de maduracion el contenido en grasa de
los quesos (Molina et al. 2006) es muy variable, desde
quesos semidesnatados (< 10% grasa sobre el total de
extracto seco) a extra grasos ( > 60%).

La presencia de grasa dificulta la obtencion de ADN
de estos productos lacteos. Cuando se trabaja con que-
s0, los 4cidos nucleicos estdn contenidos dentro de la
estructura compacta de la cuajada y la obtencion de
un lisado homogéneo puede presentar dificultades
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debido a la imposibilidad o lentitud para romper las
estructuras proteicas contenidas dentro de la materia
biolégica, resultando en un bajo rendimiento tanto en
cantidad como en la pureza del ADN obtenido (Molina
et al. 2006). En el queso, hay que sumar que el DNA
que se extrae estd en alguna medida degradado por
la accién de las bacterias y por el ambiente acido de la
cuajada (Cortés & Zamorano 2015). Esta degradacion
lleva a la necesidad de extraer una cantidad relativa-
mente elevada de muestra para garantizar la obtenciéon
de una adecuada concentraciéon de acidos nucleicos
para compensar la presencia de moléculas degradadas
(Osorio Cadavid et al. 2009). El disponer de una técni-
ca de extracciéon del ADN con la que se obtenga una
suficiente concentracién, pureza, a un bajo costo, sin
mucho esfuerzo de trabajo en el laboratorio y en poco
tiempo resulta interesante para muchos investigadores
y técnicos. En la actualidad existen varios métodos
para la extracciéon de ADN a partir de productos lac-
teos, algunos de ellos son protocolos desarrollados
por algunos laboratorios y otros son kits comerciales
muy costosos como por ejemplo el kit comercial Nu-
cleoSpin® Food (Mafra et al. 2008), extraccion por fenol
cloroformo (Sambrook & Russell 2006) y columna de
silice (Alvis-Arango 2015). Algunos de ellos presentan
algunos inconvenientes, bien por su bajo rendimiento
o por la deficiente calidad del ADN obtenido, ya que
se busca una adecuada concentracién y que no tenga
inhibidores que puedan condicionar el éxito de los
analisis futuros que se vayan a realizar con este ADN.

El objetivo del presente estudio es la estandariza-
cién de un método de extraccion de ADN que diera
una buena calidad, cantidad y sin inhibidores (sales,
proteinas y pigmentos) del ADN (>~20ng/pl), a partir
de muestras de 3 tiempos de maduraciéon de quesos
de cabra para su posterior utilizaciéon en anlisis ge-
némicos.

MATERIAL Y METODOS

Para llevar a cabo la estandarizacién y extraccion de
ADN, se seleccionaron 15 muestras de queso de leche
de cabra 100% con diferentes tiempos de maduracién:
5 quesos frescos (7 dias de afinado), 5 quesos semicu-
rados (30 dias) y 5 quesos curados (60 dias).

El protocolo de extraccién es una adaptacion de los
procedimientos de Gustafson (Gustafson et al. 1987),
Smabrook (Sambrook, Fritsch & Maniatis 1989) y Mat-
sunaga (Matsunaga et al. 1999). Se utiliza un buffer de
incubacién de Edwards (Tris 10mM, pH = 8; EDTA
20mM, 0,5% SDS, NaCl 2mM), 2-Mercaptoethanol-d,,
y una modificacién del buffer de lisis de Tiocianato de
Guanidina (NH,C(=NH)NH, - HSCN) y columna de
silice.

Elaboracién del buffer de lisis binding Tiocianato
de Guanidina (NH,C(=NH)NH, - HSCN) modificado:
Tiocianato de Guanidina 6M, Tris HCl (30mM), EDTA
20mM pH = 8, Triton X (5%) y Tween 20 (5%).

1.- Pesar todos los reactivos (tabla I), excepto el
Triton X'y Tween 20.

2.- Anadir 20 mL de agua.
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Tabla I: Reactivos utilizados para la elaboracién de
lisis binding de Tiocianato de Guanidina, cantidad y
concentracion final de cada uno de ellos (Reagents
used for the preparation of binding lysis of Guanidine thiocyanate,
quantity and final concentration of each of them).

Reactivo Cantidad Concentracion final
Guanidine Tiocinate 70 gramos 6M
Tris HCL (sal acida) 236,4 gramos 30 mM
EDTA (sal disodica) 20 ml 20 mM
Triton X 5 gramos 5%
Tween 20 5 gramos 5%

3.- Esperar a que la solucion este transparente, y
afadir el Triton X, el Tween 20 y mezclar.

4.- Llevar la solucién hasta 100 mL con agua.

5.- Agitar y reservar en un lugar fresco hasta su uso.

PROTOCOLO DE EXTRACCION DE ADN A PARTIR DE MUESTRAS
DE QUESO

Preparacion de las muestras para el lisado:

1.- Pesar 3 gramos de queso en un tubo falcén de
50 mL y triturar para favorecer la homogenizacién.
Anadir 15 mL de buffer de incubacién de Edwards.
Anadir 100 uL de Proteinasa K (20mg/ml) y 200 uL de
2-Mercaptoethanol-d,.

2.- Homogenizar el queso con una varilla de cristal
hasta obtener una solucién lo mas liquida posible.
Agitar vigorosamente el tubo falcén con el queso ya
homogeneizado e incubar en bafio de agua o en una
estufa de laboratorio toda la noche a 60 °C.

3.- Centrifugar 10 minutos a 14.000 revoluciones.

4.- Tras el centrifugado, se podran visualizar 3 capas
bien diferenciadas. En la primera capa se observara
una linea blanca que es la grasa del queso. La segunda
capa serd una fase acuosa transparente o verdosa, de-
pendiendo de la maduracién del queso, y por tltimo
un pellet de proteinas. Manipular el tubo con cuidado
para no mezclar las tres capas.

Extraccion de ADN:

5.- Disponer 1 mL de la fase acuosa del lisado ob-
tenido en el paso 4 en un tubo de 15 mL rompiendo
con cuidado con una punta de pipeta la capa de grasa.
Anadir 1 mL de buffer de lisis Tiocianato de Guanidina
y 1 mL de Etanol al 96%.

6.- Agitar con un vértex y dejar reposar 10 minutos
a temperatura ambiente. Filtrar en una columna de
silice 500 pL del lisado, centrifugar a 11.000 rpm de 20
a 30 segundos. Repetir este paso hasta filtrar los 3 mL
del lisado.

7.- Finalizado el filtrado del paso 6, se realizan tres
lavados con una solucién de prelavado, compuesta
por buffer de lisis Tiocianato de Guanidina y Etanol al
96% en una proporcién 1:1. Anadir 700 uL de solucién
de prelavado y centrifugar a 11.000 rpm durante 1
minuto. Retirar el sobrenadante y repetir el prelavado
otras dos veces.

8.- Realizar 3 lavados con una solucién de lavado
(Tris IM pH = 7, NaCl 100 mM). Afadir 700 pL de
solucion de lavado y centrifugar a 11.000 rpm durante
1 minuto. Retirar el sobrenadante y repetir el lavado
dos veces mas.

9.- Secar la columna centrifugando a 11.000 rpm
durante 3 minutos.

10.- Colocar la columna en un tubo limpio de 1,5
mL y afiadir 100 pL de buffer TE LOW (5 ml de Tris 1M
pH=8, 100 uL de EDTA 0.5 M, hasta 500 mL de agua) y
centrifugar durante 1 minuto a 8.000 rpm.

11.- Descartar la columna y preservar el tubo de
1,5ml.

12.- Cuantificar el ADN extraido en un equipo
Biodrop Touch (Dilabo S.A., Suministros para Labo-
ratorios, Espafa) utilizando 2 pL. de ADN extraido,
obteniendo la concentraciéon de ADN en ng/pL y las
ratios de absorbancia del ADN con los pardmetros de
260/230y 260/280.

RESULTADOS Y DISCUSION

Con el método de extraccion de ADN modifica-
do, en el cual se realizaron 3 filtrados en columna de
silice, la modificacién del Tiocianato de Guanidina
y el uso de 2-Mercaptoethanol-d,, se obtuvieron su-
ficientes concentraciones de ADN, que van de 21,05
a 214,70 ng/pL (tabla II), cantidades superiores a
las obtenidas con los métodos originales (datos no

Tabla II: Resultados obtenidos a partir de 15
muestras extraidas con columna y con el método
modificado de Tiocianato de Guanidina y 2-Mer-
captoethanol-d,. Ratios de absorbancia 260/230 y
260/280, concentracion del ADN en ng/uL y volu-
men obtenido en pL (Results obtained from 15 samples
extracted with column and with the modified method of Guani-
dine Thiocyanate and 2-Mercaptoethanol-d6. Absorbance ratios
260/230 and 260/280, DNA concentration in ng/uL and volume
obtained in yL).

Ratios
Muestra 260/230 260/280 ng/uL volumen
Fresco 1,562 1,856 214,70 100uL
Fresco 1,666 1,835 90,08 100uL
Fresco 1,872 1,834 180,30 100uL
Fresco 1,515 1,898 40,17 100uL
Fresco 1,404 1,846 87,27 100uL
Semi-curado 1,833 1,879 74,81 100uL
Semi-curado 1,551 1,825 61,95 100uL
Semi-curado 1,456 1,871 34,38 100uL
Semi-curado 1,819 1,874 62,17 100uL
Semi-curado 1,570 1,910 21,05 100uL
Curado 1,458 1,814 133,7 100uL
Curado 1,763 1,859 101,7 100pL
Curado 1,587 1,780 50,17 100uL
Curado 1,583 1,840 41,62 100uL
Curado 1,558 1,776 36,63 100pL
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mostrados). En la mayoria de las muestras selec-
cionadas se obtuvieron concentraciones de ADN
altas, independientemente del tiempo de madura-
ciéon del queso de partida. Para algunas muestras
se obtuvieron valores de ratios 260/230 menores de
los recomendados, aunque esto no supuso ningin
inconveniente y se obtuvieron buenos resultados al
analizar estas muestras con microsatélites y con el
GoatSNP50 Illumina chip.

El 2-Mercaptoethanol-d, ayudé a la extraccién
del ADN en muestras de quesos, debido a que es un
compuesto con la doble funcién de romper los puen-
tes sulfuros de las proteinas cuaternarias, lo que
acelera la digestion con Proteinasa K y prolongar la
vida y la actividad de esta ultima porque previene
la oxidaciéon de la misma (Ishii, Bannai & Sugita
1981). La funcién del Tiocianato de Guanidina junto
con los detergentes Tween 20 y Triton X, alteran las
membranas celulares, desnaturalizan las proteinas y
desactivan las nucleasas, estabilizando asi el ADN y
protegiéndolo (Sandoval Silva 2011).

CONCLUSIONES

Se ha estandarizado un protocolo sencillo y bara-
to para la extracciéon de ADN gendmico a partir de
muestras de quesos con cualquier tipo de curacion
que permite obtener ADN a una concentraciéon y pu-
reza suficiente para ser utilizado para el genotipado
de marcadores moleculares microsatélites o SNPs.
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