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INTRODUCCION

En Esparia, el consumo de carne procedente de aves de caza ha aumentado de forma
notable en los ultimos afos. Por otra parte, cada vez son mas numerosas las explotaciones
dedicadas a la produccion intensiva de codorniz, faisan, perdiz y pintada en lo que se conoce
como avicultura alternativa (MAPA, 2004). ElI aumento en el consumo de carne de aves
procedentes tanto de la actividad cinegética como de la avicultura alternativa, unido al
incremento del comercio internacional de estos productos, justifica la necesidad de prestar una
mayor atencion a la adecuada autentificacion de la carne procedente de estas especies, sobre todo
en productos picados, deshuesados, escabechados, etc., donde desaparecen las caracteristicas
morfologicas que facilitan su identificacion. La autentificacion es necesaria para evitar précticas
fraudulentas derivadas de la sustitucion de las especies mas valoradas por aquéllas de menor
valor comercial y organoléptico (Partis et al., 2000). Asimismo, la identificacion de especies es
importante para verificar el cumplimiento de las prohibiciones y vedas que establece la ley de
caza. La caza furtiva, junto con el comercio de especies protegidas, ha contribuido a poner en

peligro la supervivencia de un elevado numero de especies de aves (Teletchea et al., 2005).

En la actualidad, las técnicas genéticas constituyen una de las alternativas mas especificas
para llevar a cabo la diferenciacion de especies animales (Lenstra et al., 2001). Las técnicas
genéticas aplicadas a la identificacion de especies se basan, en su mayoria, en la amplificacion de
fragmentos de ADN mediante la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), y en la posterior
utilizacion de técnicas complementarias como la secuenciacion (PCR-secuenciacion) o el analisis
del polimorfismo en la longitud de los fragmentos de restriccion (PCR-RFLP) (Saez et al., 2004;
Fajardo et al., 2006).
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En consecuencia, el objetivo de este trabajo ha consistido en el desarrollo de marcadores
génicos y en la utilizacion de una técnica de PCR-RFLP para la identificacion de codorniz,
faisan, perdiz, pintada, urogallo, becada, paloma torcaz y zorzal, y su diferenciacion de otras aves
de consumo como el pollo, pavo, pato de berberia y oca.

MATERIAL Y METODOS

1. Seleccidn y extraccion del ADN de las muestras carnicas

Se utilizaron muestras de tejido muscular procedente de las siguientes especies: codorniz
(Coturnix coturnix), faisan (Phasianus colchicus), perdiz (Alectoris rufa), pintada (Numida
meleagris), urogallo (Tetrao urogallo), paloma torcaz (Columba palumbus), becada (Scolopax
rusticola), zorzal comin (Turdus philomelas), pollo (Gallus gallus), pavo (Meleagris gallopavo),
pato de berberia (Carina moschata) y oca (Anser anser). Las muestras procedian de la empresa
carnica Antonio de Miguel y de comercios minoristas ubicados en la Comunidad Autonoma de
Madrid. Todos los ejemplares fueron identificados morfoldgicamente antes del procesado de las

muestras.

El ADN de las muestras se extrajo utilizando el kit comercial Wizard® DNA Clean-up de

Promega, de acuerdo al método descrito por Rodriguez et al., (2003).

2. Seleccidon de marcadores génicos y disefio de cebadores

El marcador génico empleado en este trabajo ha sido el gen mitocondrial 12S ARN
ribosémico. A partir de las secuencias de este gen disponibles en la base de datos NCBI
(National Center for Biotechnology Information) se disefio la pareja de cebadores 12SEQDIR
(5"-GGT AAA TCT CGT GCC AGC CA-3") y 12SEQINV (5°-TCC AGT ATG CTT ACC TTG
TTA CGA C-3") que delimitan un fragmento conservado de aproximadamente 720 pb en todas

las especies analizadas.
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La comparacion de las secuencias y el disefio de los cebadores se realizd empleando el

programa EMMA del paquete informatico EMBOSS software package, version 2.9.0.

3. Amplificacion por PCR de los marcadores génicos seleccionados

Las reacciones de amplificacion por PCR se realizaron en un volumen total de 25 pL, con 5
pm de cada cebador y 100 ng de ADN. La reaccion en cadena de la polimerasa se llevé a cabo en
un termociclador (Techne Ltd. Cambrigde, Reino Unido), programado para realizar una
desnaturalizacion inicial del ADN a 93°C durante 2 min, seguida de 40 ciclos que comprendian
las siguientes etapas: 30 s a 93°C para desnaturalizar, 30 s a 65°C para permitir la unién de los
cebadores y 45 s a 72°C para extender la cadena de ADN. La ultima extension se prolongo
durante 5 min. Los fragmentos resultantes se separaron mediante electroforesis en un gel de

agarosa D1 al 2%.

4. Purificacion y secuenciacion de los productos de PCR amplificados con los cebadores
12SEQDIR-12SEQINV

La purificacion de los productos de PCR amplificados con los cebadores 12SEQDIR-
12SEQINV a partir de las especies animales seleccionadas en este estudio, se realizé utilizando el
kit de extraccion QIAquick Gel Extraction Kit (QIAGEN), siguiendo las instrucciones descritas
por el fabricante. La secuenciacion de los productos de PCR purificados se efectué en las
instalaciones de los laboratorios de la empresa Sistemas Gendémicos S.L. (Parque Tecnoldgico de
Valencia, Espafia) y en la Unidad de Gendmica de la Universidad Complutense de Madrid.

5. Técnica del polimorfismo en la longitud de los fragmentos de restriccion de regiones

amplificadas por PCR

Mediante la utilizacion del programa REMAP del paquete informatico EMBOSS se
determinaron los mapas de restriccion de las secuencias obtenidas. Tras la comparacion detallada
de los mismos, se seleccionaron las endonucleasas Alul y Bfal para la diferenciacion de las
distintas especies objeto de estudio mediante PCR-RFLP. Los productos de PCR amplificados
con los cebadores 12SEQDIR-12SEQINV se incubaron a 37°C durante 16 horas en un volumen
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total de 20 pL, que contenia 100 ng de ADN amplificado, de 10 a 12,5 unidades de enzima y 10

uL de tampon de digestion 10X recomendado por el fabricante.

Las enzimas de restriccion originaron distintos cortes en el fragmento de 720 pb en funcion
del nimero de dianas de restriccion presentes en la secuencia. De este modo se obtuvieron
fragmentos de menor tamafio que se visualizaron posteriormente mediante andlisis electroforético
en un gel de agarosa MS8 al 3,5%. El tamafio de los fragmentos obtenidos se estimo por

comparacion con un marcador de tamafio molecular de 50-1000 pb (Biomarker Low).

RESULTADOS Y DISCUSION

La metodologia convencional utilizada para la identificacién de especies animales ha
estado principalmente basada en el andlisis de proteinas. Actualmente, el analisis del ADN vy,
concretamente, las técnicas basadas en la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), constituyen
una atractiva estrategia para la identificacion de especies ya que son rapidas, pueden diferenciar
especies estrechamente relacionadas filogenéticamente y permiten el andlisis de muestras

sometidas a tratamientos térmicos intensos (Wolf et al., 1999; Séez et al., 2004).

La préctica totalidad de los estudios realizados en la identificacion genética de especies en
carnes y productos carnicos se ha centrado en especies como la vaca, oveja, cabra, cerdo, pollo,
oca y pato siendo practicamente inexistentes los estudios realizados para la diferenciaciéon de
carnes y productos carnicos procedentes de aves de caza y de la avicultura alternativa (Rodriguez
et al., 2003; Lahiff et al., 2001; Girish et al., 2005). En este trabajo de investigacién se ha
empleado una técnica de PCR-RFLP para la identificacion de carne procedente de codorniz,
faisan, perdiz, pintada, urogallo, becada, paloma torcaz y zorzal, y su diferenciacion de otras

especies como el pollo, pavo, pato de berberiay oca.
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La identificacion de especies animales mediante técnicas geneéticas exige una cuidadosa
seleccién de los marcadores genéticos a utilizar. En este trabajo, el marcador elegido ha sido el
gen que codifica para la subunidad 12S del ARNr. Los genes mitocondriales, y en concreto la
region 12S, cumplen muchas de las cualidades exigidas para el desarrollo de las técnicas de

identificacion de especies (Wolf et al., 1999).

El estudio informatico de las secuencias de la region 12S ARNr disponibles para varias
especies animales en la base de datos NCBI, permitié el disefio de la pareja de cebadores
conservados 12SEQDIR-12SEQINV. Estos cebadores amplificaron un fragmento de ADN de

aproximadamente 720 pb en todas las especies seleccionadas en este estudio (Figura 1).

Tras la secuenciaciéon de los fragmentos amplificados de la region 12S ARNr en varios
individuos de cada especie, se elaboraron los mapas de restriccion de las secuencias obtenidas,
seleccionandose las enzimas Alul y Bfal para llevar a cabo la diferenciacion de las especies de
interés. Los perfiles de restriccion obtenidos por PCR-RFLP coincidieron con los esperados
segun los mapas de restriccion. La Tabla 1 muestra el tamafio de los fragmentos obtenidos a
partir de los productos de PCR amplificados con los cebadores 12SEQDIR-12SEQINV, tras ser
sometidos a digestion con las enzimas Alul y Bfal. La utilizacién de la enzima Alul permitio la
diferenciacién de codorniz, faisan, perdiz, pintada, pollo, pavo, pato de berberia y oca, al
obtenerse patrones de restriccion especie-especificos (Figura 2A). Esta diferenciacion también

fue posible mediante la utilizacion de la enzima Bfal (Figura 2B).

Cuando se compararon los perfiles de restriccion de las especies mencionadas
anteriormente con los perfiles de otras aves de caza como el urogallo, becada, paloma torcaz y
zorzal, resultd necesaria la utilizacion conjunta de las enzimas Alul y Bfal. El empleo de la
enzima Alul permitid la diferenciacion de codorniz, perdiz, pintada, becada, paloma torcaz, pollo,
pavo y pato de berberia del resto de especies (Figura 3A). La identificacion de faisan, urogallo,

zorzal y oca, se efectud con la enzima Bfal (Figura 3B).

219



ISSN: 1988-2688
RCCV Vol. 1 (2). 2007

En este trabajo se analizaron quince individuos de cada especie y los resultados obtenidos

no mostraron polimorfismo intraespecifico para las enzimas seleccionadas.

CONCLUSION

Los resultados obtenidos en este trabajo de investigacion demuestran que la técnica de
PCR-RFLP desarrollada permite llevar a cabo la identificacion especifica de carnes procedentes
de aves como la codorniz, faisan, perdiz, pintada, urogallo, becada, paloma torcaz, zorzal, pollo,

pavo, pato de berberia y oca.
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Figura 1. Analisis electroforético de los productos de PCR del gen 12S ARNr
amplificados a partir de muestras de tejido muscular con los cebadores
12SEQDIR-12SEQINV. Muestras: codorniz (1), faisan (2), perdiz (3), pintada
(4), urogallo (5), becada (6), paloma torcaz (7), zorzal (8), pollo (9), pavo (10),

pato de berberia (11) y oca (12). CN: Control negativo. M: Marcador de peso
molecular 1 kb plus DNA ladder.
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RGO

Tabla 1. Tamarfio de los fragmentos obtenidos a partir de los productos de PCR amplificados
con los cebadores 12SEQDIR-12SEQINV, tras ser sometidos a digestion con las enzimas Alul

v Bfal.
ENZIMA | CODORNIZ FAISAN PERDIZ | PINTADA | UROGALLO | BECADA "DI'AOLROC’\AAQ ZORZAL POLLO PAVO BPEARTBOERDI'EA OCA
325 | 283 (302 | 326 | 286 | 224 292 | 572 | 251 | 327 | 609 | 604
203 | 276 178 | 282 | 276 | 112 238 90 | 153 | 209 120 94
Alul | 113 113 | 129 | 113 | 113 104 107 40 | 132 | 113 26
75 27 | 108 41 99 73 22 77 40
18 5 55 10 51 33
54 5 40
40 22
17
17
10
389 | 267 (390 | 228 | 231 | 399 395 | 331 | 397 | 351 191 | 387
227 | 235 (332 | 212 | 215 194 330 | 206 | 191 | 328 173 | 246
Bfal | 88 127 181 | 182 72 132 | 90 43 164 91
12 88 88 88 36 55 36 112
12 31 12 89
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Figura 2. Analisis electroforético de los fragmentos de restriccion obtenidos a partir de
los productos de PCR amplificados con los cebadores 12SEQDIR-12SEQINV tras ser
sometidos a digestion con la enzima Alul (A) y Bfal (B). Muestras: codorniz (1), faisan
(2), perdiz (3), pintada (4), pollo (5), pavo (6), pato de berberia (7) y oca (8). SD:
Producto de PCR sin digerir. M: Marcador de peso molecular de 50-1000 pb Biomarker
Low.
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Figura 3. Analisis electroforético de los fragmentos de restriccion obtenidos a partir de
los productos de PCR amplificados con los cebadores 12SEQDIR-12SEQINV tras ser
sometidos a digestion con la enzima Alul (A) y Bfal (B). Muestras: codorniz (1), faisan
(2), perdiz (3), pintada (4), urogallo (5), becada (6), paloma torcaz (7), zorzal (8), pollo
(9), pavo (10), pato de berberia (11) y oca (12). SD: Producto de PCR sin digerir. M:
Marcador de peso molecular de 50-1000 pb Biomarker Low.
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