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INTRODUCCION

OBJETIVOS

La identificacion de las materias primas que componen los productos alimenticios que se venden hoy en dia en el mercado tiene una gran importancia para garantizar la
seguridad y calidad en el proceso de elaboracion y preparacion de éste en cada una de sus etapas, es decir, su trazabilidad. A pesar de los esfuerzos por mejorar los mecanismos de
control de la cadena alimentaria, son ya varios los casos de identificacién de componentes no permitidos o de mal etiquetado en los alimentos destinados al consumo humano, como
por ejemplo la identificacién de carne de caballo en productos carnicos o la utilizacién de harinas animales en la elaboracién de piensos para rumiantes, que dio lugar a la Encefalopatia
Espongiforme Bovina, conocida como la Crisis de las vacas locas (MEMBRILLO et al. 2013). La normativa actual obliga a utilizar sistemas de identificacion para controlar la
trazabilidad, como por ejemplo crotales, microchips o cédigos de barra. Sin embargo, estos sistemas fallan ya que en la manipulaciéon del animal puede perderse algun sistema de
identificacion pudiendo darse practicas fraudulentas en el mercado. Por ello, es necesario que existan técnicas basadas en el uso de nuevas tecnologias de genética y biologia
molecular que permiten una correcta identificacion (Martin et al. 2008; Rojas et al. 2009).

El objetivo principal de este proyecto ha sido determinar la especie de procedencia de una muestra de carne problema mediante una técnica de andlisis muy utilizada en
biologia molecular, la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR). La carne procede de una hamburguesa vendida como ternera en un restaurante real. Sin embargo, un cliente nos ha
proporcionado una muestra advirtiendo de un posible fraude en el origen de procedencia de la carne.

= Garantizar la ausencia de fraudes
en el etiquetado de los alimentos
que consumimos.

= Evitar posibles enfermedades que
una estafa pueda causar.

= Concienciarnos de la cantidad de
fraudes que hay hoy en dia.

= Conocer la técnica PCR y sus

aplicaciones en Biologia Molecular.

MATERIALES Y METODOS

1° Preparacion de muestras de humano,
cerdo, ternera, sardina, cordero y
hamburguesa problema

2° Extraccion de ADN de tejido
imal con kit comercial »
‘ 3° PCR y procesado de muestras
i s PCR. ETAPA TEMPERATURA (C) _ TIEMPO (mia) CICLOS
Desnaturalizacion imcial % H fi
Desnanmalizacion % 05
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Elongacion firal n § 1
Manteaimicato n hold

Tabla 2: condiciones para la
Tabla 1. Cantidad anadida por amplificacién del ADN. en termociclador
reactivo utiizado en la mix para PCR

’ 4° Diseio de un sistema de identificacion para averiguar el origen del problema

prw—— P — — o Tabla . Diseio clxpcnmenul del sistema especifico para la determinacion de la trazabilidad de la
P eejesenapyispenig Mucsi ADN
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* La columna -bads
* El néimero indica ¢l carril en cl que se carga la muestra en ¢l gel de clectroforesis. EI num( ) indica que no s¢
espera que de ADN, (+) indica o pera que amplifique
1. Seemp los p para r s de ADN mif ial. (Tabla 3)
2. Serealiz6 un andlisis de los resultados esperados segun la pareja de cebadores empleada y la muestra de ADN utilizada,
para saber que PCRs tenian que ser positivas para la determinacion de la especie de la muestra problema control
3. Observamos la amplificacion de cada muestra control con cada pareja de cebadores para confirmar que las parejas de
cebadores amplificaban la especie para la que estaban disefiados y de esta forma, confirmariamos la especificidad de los
cebadores para cada especie
4. EIADN de la muestra problema se amplificaria con todos los cebadores especificos de cada especie, de forma que el cebador
o cebadores concretos que amplificaran la muestra problema, determinaria la especie de la muestra problema. (Tabla 4)
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l RESULTA

GEL DE CALIDAD DEL ADN

Comprobacién del ADN extraido en gel de agarosa al 1,5% mediante electroforesis
(Figura 1) para comprobar la presencia o ausencia de ADN, ver la integridad del
mismo y cuantificarlo.

Se observé cierta degradacién del material genético en las muestras de sardina y

cerdo. En las muestras de ADN de saliva se observan bandas que presumiblemente
son de ARN arrastrado en el proceso de extraccion

ELECTROFORESIS DE ADN

que es negativa, no ha habido amplificacion.

Figura 2: Gel de electroforesis muestras de ADN amplificadas por PCR Figura 3 : Foto de muestras de ADN amplificadas por PCR
La intensidad de fluorescencia de cada banda, este determinard si la Enla Figura 3 se observa el gel obtenido donde las bandas en
muestra da positivo o negativo. Si existe fluorescencia de una muestra, es negro intenso muestran los resultados positivos.
positiva, ha habido amplificacién. Si no se observa ia, significa

Figura 1 : Gel de calidad
(M) marcador; (1) sardina, (2) ternera; (3) pollo, (4)
muestra problema, (5) saliva, (6) cerdo, (7) muestra
problema, (8) saliva

Tabla 5. Resultado del anlisis de la muestra problema y de refmncu conocida con los
sistemas de PCR especificos de rumiante, cerdo, pollo y

Muestra ADN
Sistema Control
especifico'  Humano Cerdo Temero Pollo Sardina Cordero Muestra  (H20)
Rumiante - - - - - + - -
Cerdo e 2 = E = E = =
Pollo = o B = >
Sardina - oy i - aF - = 5

(+) Presencia de ADN amplificado, (-) ausencia de ADN amplificado.
(fondo verde) coincide con lo esperado, (fondo rojo ) no coincide con lo esperado

La tabla 5 muestra los datos extraidos a partir del gel (Figura 3 ).

* El ADN de cerdo amplifica con el sistema de 1 ifica para pollo i de ADN de pollo).

El ADN de la muestra problema amplifica también con los cebadores del sistema especifico de pollo.

EIl ADN de ternera no amplifica con el sistema de referencia para rumiantes pero si cuando usamos los sistemas de referencia para pollo y
sardina.

La muestra de ADN de sardma también consigue amplificar cuando se utiliza el sistema de referencia para pollo.

El resto de si coinciden con los (Tabla 4).

La tnica posibilidad de determinacion de la especie de la muestra problema es que sea de pollo, afirmando que
de la hamburguesa no es de ternera, sino de pollo, mostrando asi una actitud

fectivamente la especie de p
fraudulenta por parte del restaurante. Sin embargo, al resultar positivas las muestras de ternera y sardina con los cebadores de
pollo, cabe la posibilidad de que el positivo obtenido de la muestra problema sea debida a una contaminacioén cruzada de
ADN de pollo en el resto de sistemas en los que ha amplificado.

4 CONCLUSION FINAL

importante tanto para la salud como para evitar posibles fraudes.
\_

La trazabilidad es un conjunto de medidas y procedimientos, que
nos muestra informacion sobre el producto que vamos a consumir. Gracias
a la trazabilidad, mediante un sistema de identificacién adecuado, se puede
conocer el origen, trayectoria, ubicacién y movimientos de un producto a lo
largo de la cadena, desde su origen, hasta su consumo final. Es muy

N

CONCLUSIONES

encontrarnos
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1. Debemos ser muy minuciosos con el material de trabajo y las muestras ya que pueden conllevar a
errores experimentales.

/ 2. La muestra problema dio positivo para los marcadores moleculares especificos de pollo(por tanto

ante un posible fraude alimentario).

3. El sistema de identificacion disefiado no se ha validado totalmente probablemente a os problemas
de contaminacién
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