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RESUMEN

La identificacion de la especie en productos de origen animal
(carne, leche o sus derivados) se hace necesaria y de exigen-
cia por los consumidores modernos, entre otras razones: i)
para evitar fraude econémico, ya sea por sustitucion o adulte-
racion del mismo, ii) por motivos de salud humana, tales como
alergias alimentarias, iii) por implicaciones culturales; de alli
que se debe contar con herramientas analiticas y sensibles
para dicha identificacion tales como el analisis de fragmentos
de ADN en especial de origen mitocondrial (gen 12S ARNr)
dada su particularidad de ser especifica de especies. A tal fin
se establecid6 una metodologia de identificacion mediante la
amplificacion de fragmentos especificos de ADN mitocondrial
(ADNm) a partir de muestras biologicas de las principales es-
pecies animales implicadas en la produccién de carnes o ali-
mentos (bovina, porcina, ovina, caprina, equina, asnos, felina'y
canina), especificamente de una fraccion parcial del gen 12s
ARNr de una region conservada usando unos cebadores co-
munes para dichas especies, un “reverse” especifico de espe-
cie y andlisis posterior mediante geles de agarosa al 1,5% y
amplificacion de fragmentos que oscilaron entre 150 y 364 pb.
Los resultados indican que se puede identificar la especie a la
que pertenece la muestra analizada en el 100% de los casos,
ofreciendo una herramienta especifica para determinar la es-
pecie en alimentos de origen animal.
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ABSTRACT
Nowadays identification of animal-origin products (meat, milk

and dairy products) is of paramount importance to costumers
and specially as for species identification for a number of rea-
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sons: i) to avoid economic fraud for substitution or alteration
of the product ; ii) to avoid health issues such as food aller-
gies; iii) for culturals reasons. There for the value of analytic
and sensitive identification tools such as DNA fragments
analysis, especially those of mitochondrial origin (12S rRNA
gene) because of its species-specific character. An identifica-
tion methodology through amplification of a species-
conserved region of 12S rRNA gene (forward primer) and of a
species-specific region of the same gene (reverse primer).
Template DNA was extracted from biological samples of bo-
vine, swine, ovine, caprine, equine and canine origin. After
1.5% agarose gel electrophoresis, fragments ranging from
150 to 364 bp were observed. Results show that species
could be easily identified through PCR in all cases and that
this methodology could be a specific tool for determining the
origin of animal products.
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INTRODUCCION

La calidad de los productos de origen animal, incluyendo
su autenticidad es importante y una exigencia que cada dia es
mas solicitada por parte de los consumidores modernos, los
cuales ejercen presion sobre los entes gubernamentales a fin
de que se le garantice la calidad de los mismos [17, 19].

La adulteracion de materias primas como la carne o la
leche de una especie por otra, sucede comunmente, sobre
todo cuando existen marcadas diferencias de precio o disponi-
bilidad de los productos, sean de origen nacional o de importa-
cion y en especial, cuando se vende como una especie por
otra de menor valor comercial [16].

La identificacion clara de la especie de la cual provienen
los alimentos es muy importante y existen al menos tres razo-
nes para su justificacion:
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i) Evitar el fraude econémico por sustitucién o adulteracion
del producto (ejemplo carne de perro (Canis familiaris) o
gato (Felis catus) por carne de bovino (Bos tau-
rus-indicus), en especial en alimentos ofrecidos en ex-
pendios sin el control sanitario correspondiente; en otros
casos es el uso de leche bovina en la produccion de
quesos cuya formula original requiere leche de otras es-
pecie bien sea de bufala (Bubalus bubalus) (mozzarella)
o cabra (Capra hircus) u oveja (Ovis aries).

i) Requerimientos especiales, relacionados con aspectos
de salud o de orden sanitarista, tales como problemas
de alergias alimentarias en individuos susceptibles o que
reaccionan ante ciertas proteinas de origen animal; asi
como aquellos individuos que no toleran la ingesta de
ciertos componentes de la leche, tales como la lactosa
(caso de infantes).

iii}) Por razones culturales, tal es el caso del no consumo
por parte de los musulmanes de productos de origen
porcino [19].

Para identificar la especie de la que proceden determi-
nados productos de origen animal, tradicionalmente se han ve-
nido estudiando proteinas, ya fuese mediante la electroforesis
de proteinas solubles [1, 6], la separaciéon mediante HPLC [3,
16], y/o métodos inmunoenzimaticos [2, 5, 7, 8]. Sin embargo,
con los tratamientos culinarios de rutina empleados en la pre-
paracién de los alimentos, las proteinas se desnaturalizan, lo
que no ocurre con la molécula de ADN, dado que es mas esta-
ble a tales tratamientos (calor, salado, ahumado, etc.), ya que
no es degradada en la cadena de produccién de los alimentos
y mas termoestable que las proteinas [11].

En la actualidad, estas técnicas convencionales han sido
desplazadas por el uso de metodologias mediante el estudio
de ADN, la cual permite determinar de manera mas exacta el
origen y la identificacién de todos los productos que llegan al
consumidor aunque ya estén procesados. Debido a que dicha
informacién genética se encuentra en todas las células nuclea-
das de cualquier tejido o fluido del animal (sangre, pelo o fibra,
musculo, leche, entre otros) y lo mas resaltante es que, la in-
formacion del ADN permanece invariable a lo largo de la vida
del animal y tras su sacrificio [10, 14, 15, 19].

El ADN mitocondrial ha sido utilizado ampliamente como
un marcador de especies, en particular la region 12s ARNr [9,
19], dado que cumple una serie de requisitos para identifica-
cion. Esta regidon posee una longitud aceptable, suficiente dife-
renciacion entre especie congenéricas o proximas, ademas
que acumula puntos de mutacion interesantes que originan
cambios puntuales capaces de diferenciar géneros o especies,
ideal para este tipo de estudios [12, 13, 18, 21].

Debido a la importancia del tema, el presente trabajo
tuvo como objetivo desarrollar un protocolo de laboratorio que
permita la identificacion de la especie animal en diferentes
muestras biolégicas.
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MATERIALES Y METODOS

Muestras y extraccion de ADN

El ADNmt se extrajo a partir de glébulos blancos (leuco-
citos) de muestras sanguineas obtenidas de cada una de las
especies de interés y siguiendo para ello la metodologia de
Ausubel y col. [4]. EI ADN de tejido fue aislado por extraccion
de una mezcla con proteinasa K-SDS [20].

La estandarizacion del protocolo para determinar con un
cien por ciento de exactitud el origen de la muestra, se realizd
a partir de muestras sericas y de tejido muscular de: bovino
(Bos taurus-indicus), ovino (Ovis aries), caprino (Capra hircus),
equino (Equus caballus), cerdo (Sus scrofa), gato (Felis catus),
asno (Equus asinus) y perro (Canis familiaris), a las cuales se
les disefiaron unos cebadores especificos para la especie de
una region parcial del gen 12S (ARNr) perteneciente al ADN
mitocondrial (ADNmt).

Disefio de los cebadores especie-especifico

Se obtuvieron las secuencias de los genes (12S ARNr) de
bovino, ovino, caprino, equino, cerdo, asno, felino y canino del
GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank), para ello se di-
sefiaron 2 cebadores forward universales, uno comun para las
especie bovina, ovina, caprina, cerdos, felino y canino y otro
para las especies equinas (caballos y asnos) y fueron disefia-
dos oligonucleétidos reversos especificos para cada una de las
especies estudiadas, que permitian amplificar fragmentos de di-
ferentes tamarios de acuerdo a la especie de interés (TABLA I).

Amplificacion de ADN

Para la amplificacién del fragmento de ADNmt se prepa-
ré una reaccion final de 15 microlitros (uL), que contenia entre
150 a 200 ng de ADN, 200 pM de desoxirribonucledtidos
(dNTP), 1,5 mM de MgCl, y 0,5 U de ADN polimerasa, 5 pmol
de cada oligo o cebador (TABLA ).

La PCR (Reaccion en cadena de la polimerasa) fue lle-
vada a cabo en un termociclador Eppendorf Mastercycler
epgradient S®, para ello se disefié un programa térmico, com-
portando una primera etapa a 94°C durante 1 min., seguido de
25 ciclos que comprendian, una primera fase de desnaturaliza-
cién a 94°C durante 1 min, una fase de hibridacion a 54°C du-
rante 1 min y una fase de extension de la cadena a 72°C du-
rante 1 min. El programa térmico finalizé con una extension a
72°C durante 5 min.

Los productos de la PCR fueron posteriormente detecta-
dos mediante geles electroforéticos de agarosa al 1,5%.

RESULTADOS Y DISCUSION

Los patrones de los productos amplificados por la PCR
obtenidos de cada una de las especies, correspondieron exac-
tamente a los tamafos esperados (FIG. 1). De las amplifica-
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TABLA |
SECUENCIAS DE LOS “PRIMERS” O CEBADORES UTILIZADOS Y EL TAMANO DEL PRODUCTO GENERADO
(PARES DE BASE) / DNA SEQUENCES OF THE PRIMERS USED IN THIS STUDY AND GENERATED SIZE FRAGMENT

Especie Secuencias de “primers” (5 —— 3’) Tamafio esperado

Bovino F: AGCCTGTTCTATAATCGATA 221 pb
R: GTTATTGGTTTCATAATAACG

Ovino F: AGCCTGTTCTATAATCGATA 364 pb
R: GTCTCCTCTCGTGTGGTTGA

Caprino F: AGCCTGTTCTATAATCGATA 150 pb
R: CCATGGGTTACACCTTGACC

Cerdo F: AGCCTGTTCTATAATCGATA 160 pb
R:TTGACATAAATGCTTATCCTATGGC

Felino F: ACAAAGCTATTCGCCAGAGT 264 pb
R: CAATTGAGCTCTCTATTCTCA

Canino F: ACAAAGCTATTCGCCAGAGT 260 pb
R: CAATTAAGCTCTCTATTCTT

Equino F: ACAAAGCTATTCGCCAGAGT 292 pb
R: ACTTTCGTCCGGGTTAAAGT

Asno F: ACAAAGCTATTCGCCAGAGT 292 pb

R: TAGAGACTTCCGTTTGGGTT

Oveja

Bovi Fel Equ Can

FIG. 1. ANALISIS ELECTROFORETICO ESPECIE-ESPECIFICO DEL GEN 12S RNA, EN LA LINEA O CARRIL 1
CORRESPONDE AL MARCADOR DE TAMANO, LOS CARRILES 2 Y 3 FRAGMENTOS DE MUESTRAS DE CABRA,

LOS CARRILES 4Y 5 MUESTRAS DE OVEJAS, EL CARRIL 6 MUESTRAS DE BOVINO, EL CARRIL 7 ES UN FRAGMENTO
DE FELINO, EL CARRIL 8 MUESTRA DE CABALLO, EL CARRIL 9 MUESTRA DE PERRO Y EL CARRIL 10 UN FRAGMENTO DE
MUESTRAS DE CERDO / ELECTROPHORETIC ANALYSIS OF THE SPECIES-SPECIFIC 12S PCR PRODUCTS. MOLECULAR WEIGHT MARKER
(LANE 1), GOAT (LANE 2 AND 3), SHEEP (LANE 4 AND 5), COWS (LANE 6), CATS (LANE 7), HORSE (LANE 8), DOGS (LANE 9), PORK (LANE 10).

ciones se obtuvieron fragmentos que oscilaron entre 150 y 364
pares de bases (pb), siendo dichos fragmentos especificos de
150 pb para las muestras de origen caprino, un fragmento de
160 pb para muestras de cerdos, fragmento de 221 pb perte-
neciente a muestras de bovino, fragmento de 260 pb corres-
pondiente a muestras de perro, un fragmento de 264 pb para
muestras de gato, fragmentos de 292 pb para los caballos y
asnos, y un fragmento de 364 pb a muestras de ovino,

Cabe destacar, que cada juego de oligos o cebadores
fueron construidos para que amplificaran Unica y exclusiva-
mente la especie de interés, es decir que en caso de mezclas
entre productos, se deberia amplificar las muestras, ya sea de
forma individual para las especies sospechosa o bien realizar
una mezcla en una sola corrida de PCR de dos o mas juegos
de primers, en cuyo caso se podria apreciar dos 0 mas bandas
en el producto amplificado.
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Reportes previos [12, 18, 21] ya indicaban la ventaja de
trabajar con mtDNA y en especial con el gen 12S en vertebra-
dos, dado que el material biolégico es bastante estable, y se
requiere tan sélo de una pequefia cantidad de ADN molde,
ademas que puede detectarse el origen del producto a partir
de muestras frescas o cocidas y ademas con el ADNmt, la in-
tegridad que se presenta es de mayor grado en el, que en el
ADN nuclear.

Con el objeto de validar el método bajo ensayo, se reali-
zaron ademas mezclas de ADN de las distintas especies estu-
diadas por parejas, tratando de buscar la mejor combinaciéon
que permitiera el andlisis simultaneo de mas de un tejido o
mezclas de las mismas. En la FIG. 2, se puede apreciar varias
combinaciones de muestras que lograron amplificarse en pare-
jas y en diferentes proporciones que oscilaron entre 95:5;
50:50 y 5:95% para cada par de muestras, respectivamente.
Cabe destacar, que de las distintas combinaciones realizadas,

aquellas que presentaron o mostraron los mejores comporta-
mientos, es decir que ambos fragmentos fueron facilmente de-
tectados y apreciados bajo la luz ultravioleta resultaron ser las
de asno:cerdo, equino:bovino, gato:caprino y ovino:perro. Las
demas combinaciones, o bien no amplificaron claramente u
obligan a realizar analisis independientes para cada especie,
ya que no se logré de forma conjunta diferenciar las especies
amplificadas con facilidad.

Dichas combinaciones de productos de ADN arrojaron
los fragmentos esperados y que de forma individual ya habian
sido comprobados; de esta manera se obtuvieron fragmentos
amplificados de 292 y 160; 292 y 221; 264 y 150 y 364 y 262
pares de bases, respectivamente, de las especies citadas pre-
viamente. Uno de los fraudes que se presenta es la mezcla de
productos de alto valor con otros de menor precio comercial;
no obstante, se puede indicar que con mezclas de hasta 5%
(minima probada) se podria a través de este protocolo detec-

A

FIG. 2. ANALISIS ELECTROFORETICOS DE MUESTRAS MEZCLADAS EN PROPORCIONES DE 95:5, 50:50 Y 5:95 2A
ASNO:CERDO 292 Y 160 PB; B: 2B EQUINO:BOVINO 292 Y 221 PB 2C FELINO:CAPRINO 264 Y 150 PB; 2D OVINO:CANINO
364 Y 262 PB EN DILUCIONES DE CADA MEZCLA PAR / ELECTROPHORETIC ANALYSIS OF THE 12S PCR PRODUCTS AMPLIFIED
FROM EXPERIMENTAL BINARY MIXTURES IN 95:5, 50:50 AND 5:95 PROPORTIONS, RESPECTIVELY. 2A ELECTROPHORETIC IMAGES OF BINARY
MIXTURES CONTAINING DONKEY:PORK 292 Y 160 PB; 2B MIXTURES EQUINE:BEEF; 2C MIXTURES CAT:CAPRINE; 2D MIXTURES
SHEEP:CANINE, RESPECTIVELY.
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tar en las muestras y diagnosticar con 100% de exactitud, la o
las especies involucradas en mezclas de los ADN extraidos.
Resultados similares de la especificidad fueron obtenidos por
otros autores en estudios comparativos a estos [13, 19].

CONCLUSIONES

Dada la necesidad de proteger, tanto a los consumido-
res como a los productores, al garantizar el origen de los pro-
ductos de origen animal, se hace necesario contar con herra-
mientas sensibles, exactas como la PCR. Todas las especies
estudiadas pudieron ser confirmadas en el laboratorio median-
te la PCR, lo que indica que con la ayuda del ADNmt se puede
identificar claramente la especie a la que pertenece el produc-
to con un 100% de certeza, al igual que en caso de mezclas
entre productos de varias especies.

Asi mismo, se puede indicar que, mediante esta técnica
se dispone de una metodologia util para programas de inspec-
cién sanitaria e identificacion animal.
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