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INTRODUCCION

En la actualidad la industria alimentaria y todos los campos relacionados con la
misma estan incrementando su importancia. A esta situacion hay que afiadir la
exigencia, por parte de los consumidores, de una mejor presentacion y etiquetado
de los productos elaborados y frescos (conservas, ahumados, productos
semielaborados...) ademas de una maxima seguridad higiénica. Esta maxima
seguridad conlleva una calidad mas alta de los productos que se demandan por
parte del mercado. Para finalizar los consumidores exigen, cada vez mas, la
autenticidad de ios alimentos gque van a consumir, de forma que el origen y el
etiguetado de estos productos correspondan con la composicion del producto
(quesos, patés, salchichas, embutidos, hamburguesas...). Ante estas situaciones se
han desarrollado una serie de técnicas para identificar las especies animales, con el
objetivo de evitar fraudes de sustitucion de una especie de mayor valor econémico
por otra de menor valor economico, y la deteccidbn de especies gque pueden
presentar problemas sanitarios como es en la actualidad los productos bovinos
debido a la encefalopatia espongiforme bovina (BSE). La utilizaciéon de algunas
técnicas actuales presentan el problema de ser lentas y caras, y ademas no se
pueden aplicar a productos que hayan sido sometidos a tratamiento térmico u otros
tipos de procesados, como son los curados. Para evitar estos problemas en la
actualidad se estan poniendo a punto técnicas basadas en el andlisis de ADN, con
la finalidad de desarrollar métodos mas sensibles y aplicables a todos los productos.
Por las razones anteriormente expuestas, se intenta conseguir con este trabajo el
desarrollo de una metodologia mas sencilla, eficaz y econdmica que nos permita
resolver los problemas antes expuestos. La técnica RAPD-PCR se presenta como
candidata para la discriminacion de distintas especies filogenéticamente cercanas
(Lee y Chang, 1994).

MATERIAL Y METODOS
El estudio de la especificidad de la técnica se realizdo en muestras de sangre y de
musculo de cerdo, pato, pavo, pollo, caprino (10 de cada especie), ademas de 15
muestras de ovino y 45 de bovino. La extraccion de ADN se realiz6 utilizando la
técnica descrita por Lahiri et al. (1992) para las muestras de sangre y el protocolo de
Sambrook et al. (1989) para las muestras de musculo.

La pareja de cebadores utilizada para la RAPD-PCR fue disefiada segun Calvo et al.
(2000a).

Las amplificaciones fueron llevadas a cabo en un volumen de 50ul, con las
condiciones de amplificacion descritas por Calvo et al. (2000c¢). La visualizaciéon de
los resultados se realizo mediante electroforesis en gel de agarosa al 2% tefiido con
bromuro de etidio y bajo la luz ultravioleta.

La sensibilidad de la técnica se realizé6 mediante diluciones de ADN en cada una de
las especies estudiadas, con una cantidad de ADN de 250, 100, 50, 25, 10y 5 pg/ul.
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Por ultimo se testd la capacidad de la técnica para reproducir los resultados en
productos alimenticios. Para este fin se utilizaron 30 patés (10 de cerdo, 10 de pato,
6 de cerdo-pato, 3 de oca y 1 de aves), y 25 quesos (6 de vaca, 4 de oveja, 4 de
cabra, 4 de vaca-oveja, 3 de vaca-cabra, 1 de oveja-cabra, 3 de vaca-cabra-oveja).
Para la extraccion de ADN de patés se utilizd la metodologia expuesta por
Sambrook et al. (1989). Para la extraccion de ADN de quesos se utilizo el protocolo
descrito por Calvo et al. (2000b) EI ADN extraido se disolvic en TE. [Tris (10 mM) —
EDTA (1.0 mM), pH 7.5]. Las condiciones de amplificacion y electroforesis fueron las
mismas que en el caso de las muestras de sangre y musculo.

RESULTADOS Y DISCUSION
Tras la realizacion del RAPD-PCR, los perfiles obtenidos fueron analizados
visualmente, siendo reproducibles en todas las muestras testadas bajo las mismas
condiciones. Los cebadores utilizados mostraron un perfil especifico para cada una
de las especies estudiadas. Por ejemplo, en los rumiantes aparecen dos bandas
especificas en bovino de 290 y 310 pb, una de 750 en ovino y de 340 en caprino,
apareciendo otros perfiles especificos para cada una de las especies estudiadas.
Tras realizar las diluciones de ADN, se detectd en las especies porcina, pollo, pato y
pavo hasta una dilucion de 1/1000 y en las especies ovina, caprina y bovina hasta
una dilucion 1/10000.
En cuanto a la identificacion de especies en distintas matrices alimenticias, Rossen
et al. (1992) consideran la extraccion de ADN de quesos y otras matrices
alimenticias como un problema en el momento de utilizar ese ADN como diana en
un PCR. En las condiciones de nuestra experiencia con los métodos de extraccion
de ADN utilizados obtuvimos un ADN de calidad, para utilizario en la RAPD-PCR.
Los perfiles obtenidos para cada una de las especies, mostraron el mismo patron
que en el caso de las muestras de sangre. Quesos y patés compuestos por mas de
una especie, mostraron la suma de los perfiles individuales de esas especies. Por
ejemplo, en un queso mezcla de vaca y oveja, se detectaron las bandas especificas
de bovino (290 y 310 pb) y de ovino (750 pb).
Por Ultimo, destacar que en el caso de los patés se detectaron fraudes por
introducciéon de cerdo y pollo en patés etiquetados como puros de pato.
Como conclusion, el método RAPD-PCR descrito resulta idoneo para la deteccion
de fraudes economicos por sustitucion de especies de alto valor econémico por
otras de menor valor econdémico. Ademas, de ser util para la deteccion de fraudes
sociales por introduccion de productos animales en alimentos destinados a
vegetarianos y naturistas, y fraudes sanitarios como por ejemplo la encefalopatia
espongiforme bovina que hace que determinados grupos de poblacién no quieran
consumir productos bovinos. Por uftimo, es interesante destacar los fraudes segun
creencias religiosas por las cuales Judios y Arabes no desean consumir productos
gue contengan cerdo.
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