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AUTENTIFICACION DE CARNE Y PRODUCTOS CARNICOS PROCEDENTES DE
CODORNIZ, FAISAN, PERDIZ Y PINTADA MEDIANTE UNA TECNICA DE PCR
CON CEBADORES ESPECIE-ESPECIFICOS

AUTHENTICATION OF MEATS AND MEAT PRODUCTS FROM QUAIL,
PHEASANT, PARTRIDGE AND GUINEA FOWL BY SPECIES-SPECIFIC PCR
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Resumen

En este trabajo se ha desarrollado una técnica de PCR (Reaccion en Cadena de la
Polimerasa) empleando cebadores especie-especificos disefiados en el gen mitocondrial 12S
ARNI, para la autentificacion de carne y productos carnicos procedentes de codorniz (Coturnix

coturnix), faisdn (Phasianus colchicus), perdiz (Alectoris spp) y pintada (Numida meleagris).

Palabras clave: aves de caza, 12S ARNr, reaccion en cadena de la polimerasa, cebadores

especie-especificos.

Abstract
Polymerase chain reaction (PCR) based on oligonucleotide primers targeting the
mitochondrial 12S rRNA gene has been applied to the specific identification of meats from quail
(Coturnix coturnix), pheasant (Phasianus colchicus), partridge (Alectoris spp), and guinea fowl

(Numida meleagris).

Key words: game birds, 12S rRNA gene, polymerase chain reaction (PCR), species-

specific primers.

Introduccion
En Espafia, el consumo de carne procedente de las aves de caza ha aumentado de forma
notable en los Gltimos afios. Asimismo, 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). El aumento en el consumo de carne procedente de estas
especies, justifica la necesidad de prestar una mayor atencion a la adecuada autentificacion de las
mismas, sobre todo en productos picados, deshuesados, escabechados, patés, etc., donde
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desaparecen las caracteristicas morfologicas que facilitan su identificacion. La autentificacion es
necesaria para evitar practicas fraudulentas derivadas de la sustitucién de las especies mas
valoradas por aquellas de menor valor comercial y organoléptico (Partis et al., 2000).

En la actualidad, las técnicas genéticas basadas en la reaccién en cadena de la polimerasa
(PCR) constituyen una de las alternativas mas especificas para llevar a cabo la diferenciacion de
especies animales (Lenstra et al., 2001). En consecuencia, el objetivo de este trabajo de
investigacion ha consistido en el desarrollo y aplicacion de una técnica de PCR con cebadores
especie-especificos, para la identificacion y diferenciacion de carnes y productos carnicos

procedentes de codorniz, faisan, perdiz, y pintada.

Material y métodos
1. Seleccion y extraccion del ADN de muestras carnicas
Se utilizaron muestras de tejido muscular procedente de codorniz, faisan, perdiz roja,
perdiz chukar, perdiz moruna y pintada. Estas muestras se analizaron crudas y después de
someterse a tratamientos térmicos de pasteurizacion (72°C, 30 minutos) y esterilizacion (121°C,
20 minutos). Asimismo, se elaboraron mezclas carnicas binarias que contenianun 0,1, 1, 5, 10y
25% de tejido muscular de cada especie diana en una matriz de tejido muscular de pollo. Las
mezclas binarias se analizaron crudas y tras someterse a un tratamiento térmico de esterilizacion
(121 °C, 20 min). Para determinar la especificidad de los cebadores se emplearon muestras de
tejido muscular procedente de varias especies de aves y mamiferos. En este trabajo se analizaron
patés, productos picados, escabechados y estofados de codorniz, faisan, perdiz, y pintada.
El ADN de las muestras analizadas se extrajo utilizando el kit comercial Wizard® DNA
Clean-up de Promega, de acuerdo al método descrito por Rodriguez et al. (2003).
2. Seleccion de marcadores genéticos y amplificacion por PCR
El marcador genético 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-12SEQINV
que delimitan un fragmento conservado de aproximadamente 720 pb en todas las especies
analizadas.
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 reaccién en cadena de la polimerasa se llevé a cabo

en un termociclador programado para realizar una desnaturalizacién inicial del ADN a 93°C
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durante 2 min, seguida de 40 ciclos que comprendian las siguientes etapas: 30 s a 93°C, 30 s a
65°C y 45 s a 72°C. La Gltima extension se prolongd durante 5 min.

La purificacién de los productos de PCR amplificados se realizé utilizando el kit de
extraccion QIAquick Gel Extraction Kit (QIAGEN). La secuenciacion de los productos de PCR
purificados fue llevada a cabo por Sistemas Genomicos S.L. (Parque Tecnoldgico de Valencia,
Espafia).

La alineacion y el andlisis informatico de las secuencias nucleotidicas del fragmento
amplificado por los cebadores 12SEQDIR-12SEQINV permitié el disefio de cuatro parejas de
cebadores en zonas de la region mitocondrial del gen 12S ARNr: 12SCODIR-12SCOINV,
12SFAISDIR-12SFAISINV, 12SPERDIR-12SPERINV y 12SPINTDIR-12SPINTINV. Estos
cebadores se emplearon en una técnica de PCR para la amplificacion de fragmentos especificos a
partir del ADN extraido del tejido muscular procedente de codorniz, faisan, perdiz y pintada.
Como control positivo de amplificacion se diseid la pareja de cebadores conservados
18SEUDIR-18SEUINV a partir de secuencias del gen 18S ARNTr disponibles en la base de datos
NCBI para varias especies de aves y mamiferos. Estos cebadores delimitan un fragmento de 89

pares de bases en todas las especies analizadas.

Resultados y discusion

La practica totalidad de los estudios realizados en la identificacion genética de especies
animales hacen referencia a especies domésticas como la vaca, oveja, cabra, cerdo y pollo, siendo
practicamente inexistentes los estudios efectuados para la diferenciacion 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 investigacion se ha empleado una técnica de
PCR con cebadores especie-especificos disefiados en el gen mitocondrial 12S ARNr, para la
identificacion de carnes y productos carnicos procedentes de codorniz, faisan, perdiz, y pintada.

El estudio informatico de las secuencias de la region 12S ARNr disponibles en la base de
datos NCBI, permitio 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. Tras la secuenciacion y el analisis de los fragmentos
amplificados de la region 12S ARNr en varios individuos de cada especie, se disefiaron cuatro
parejas de cebadores para la identificacion especifica de codorniz, faisan, perdiz y pintada. Los

cebadores especificos de codorniz amplificaron un fragmento especifico de 129 pb del gen
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mitocondrial 12S ARNr. De forma similar, los cebadores especificos de faisan, perdiz y pintada,
amplificaron fragmentos de 113, 141 y 139 pb respectivamente. Esta amplificacion se produjo
tanto en muestras de carne cruda, como en aquéllas sometidas a tratamientos térmicos de 72°C
durante 30 min y de 121°C durante 20 min (Figura 1). Los cebadores especificos de perdiz
amplificaron un fragmento de 141 pb en todas las especies de perdiz analizadas.

La especificidad de los cebadores disefiados se determino frente a ADNs procedentes de

otras especies. Los cebadores permitieron la amplificacién del fragmento especifico Unicamente

A B C D

129 bp 141 bp

113 bp 130 bp

en las muestras que contenian el ADN de la especie diana y no produjeron bandas de
amplificacion cuando se enfrentaron al ADN de otras especies animales (Tabla 1). Los cebadores
conservados 18SEUDIR-18SEUINV amplificaron el fragmento de 89 pb del gen 18S rRNA en
todas las especies analizadas.
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Tabla 1.- Especificidad de las parejas de cebadores disefiados para la identificacion especifica de codorniz

(12SCODIR-12SCOINV), faisan (12SFAISDIR-12SFAISINV), perdiz (12SPERDIR12SPERINV) y pintada

(12SPINTDIR-12SPINTINV) empleando ADN de varias especies de aves y mamiferos. Los cebadores 18SEUDIR-

18SEUINV fueron empleados como control positivo de amplificacion del ADN total presente en las muestras

Nombre comdn Nombre en latin 12SCODIR 12SFAISDIR 12SPERDIR 12SPINTDIR 18SEUDIR
12SCOINV 12SFAISINV 12SPERINV 12SPINTINV 18SEUINV
Codorniz Coturnix coturnix 129 pb 2 89 bp
Faisan Phasianus colchicus - 113 pb 89 bp
Perdiz roja Alectoris rufa - 141 pb 89 bp
Perdiz chukar Alectoris chukar - 141 pb 89 bp
Perdiz moruna Alectoris barbara - 141 pb 89 bp
Pintada Numida meleagris - 130 pb 89 bp
Urogallo Tetrao urogallus - - 89 bp
Becada Scolopax rusticola - - 89 bp
Paloma torcaz Columba palumbus - - 89 bp
Zorzal comdn Turdus philomelas - - 89 bp
Pollo Gallus gallus - - 89 bp
Pavo Meleagris gallipavo - 89 bp
Pato de berberia Cairina moschata - 89 bp
Oca Anser anser - 89 bp
Vaca Bos taurus - 89 bp
Oveja Ovis aries - 89 bp
Cabra Capra hircus - 89 bp
Cerdo Sus scrofa dom. - - - 89 bp
Gamo Dama dama - - 89 bp
Corzo Capreolus capreolus - - 89 bp
Ciervo Cervus elaphus - 89 bp
Rebeco Rupicapra rupicapra - 89 bp
Muflén Ovis ammon - 89 bp
Cabra montés Capra pyrenaica - - - 89 bp

 No aparece amplificacion del producto de PCR

El limite de deteccion se determind mediante el analisis de mezclas binarias que contenian

un 0,1, 1, 5, 10 y 25% de cada especie diana en carne de pollo. Para confirmar la ausencia de

inhibicidn en la técnica de PCR desarrollada se llevaron a cabo reacciones de PCR multiple,

combinando cada pareja de cebadores especificos con los cebadores conservados del gen 18S. El

limite de deteccion del ensayo fue del 0,1% para las cuatro especies analizadas, tanto en las

muestras crudas (Figura 2) como en las sometidas a tratamiento térmico.
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En este trabajo, se analizaron diversos productos comerciales que contenian carne de
codorniz, faisan, perdiz y pintada, obteniéndose resultados satisfactorios al emplear los cebadores
especificos disefiados (Tabla 2).
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Resultados del analisis mediante PCR de productos carnicos comerciales de codorniz, faisan, perdiz y pintada

empleando los cebadores 12SCODIR-12SCOINV, 12SFAISDIR-12SFAISINV, 12SPERDIR12SPERINV, y

12SPINTDIR-12SPINTINV. Los cebadores 18SEUDIR-18SEUINV fueron empleados como control positivo

de amplificacién del ADN total presente en las muestras

Especie presente enla Tipo de producto 12SCODIR 12SFAISDIR 12SPERDIR 12SPINTDIR 18SEUDIR
etiqueta 12SCOINV 12SFAISINV 12SPERINV 12SPINTINV 18SEUINV
Codorniz Carne estofada 129 pb -2 - 89 bp
Codorniz Carne escabechada 129 pb - 89 bp
Codorniz Carne deshuesada 129 pb - 89 bp
Codorniz Carne picada 129 pb - 89 bp
Codorniz Paté A 129 pb - 89 bp
Codorniz Paté B 129 pb - 89 bp
Faisan Carne estofada 113 pb - 89 bp
Faisan Paté A 113 pb - 89 bp
Faisan Paté B 113 pb - 89 bp
Faisan Paté C 113 pb - 89 bp
Faisan Paté D 113 pb - 89 bp
Faisan Paté E 113 pb - 89 bp
Perdiz Carne estofada 141 pb 89 bp
Perdiz Carne escabechada A 141 pb 89 bp
Perdiz Carne escabechada B 141 pb 89 bp
Perdiz Carne escabechada C 141 pb 89 bp
Perdiz Carne deshuesada 141 pb 89 bp
Perdiz Paté A 141 pb 89 bp
Perdiz Paté B 141 pb 89 bp
Perdiz Paté C 141 pb 89 bp
Perdiz Paté D 141 pb 89 bp
Pintada Carne estofada - 130 pb 89 bp
Pintada Carne picada - 130 pb 89 bp
Pintada Paté A - 130 pb 89 bp

# No aparece amplificacion del producto de PCR

Conclusion

Los resultados obtenidos en este trabajo demuestran que la técnica de PCR desarrollada

con cebadores especie-especificos, permite llevar a cabo la autentificacion y trazabilidad de

carnes y productos carnicos procedentes de codorniz, faisan, perdiz y pintada de una forma

répida, sencilla y eficaz.
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