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ABSTRACT

Animal products traceability has acquired great relevance as a security element after the food crisis
occurred in the middle nineties in countries of the European Community. This has motivated a reinforcing
of capacities of management of cattle products quality, arising traceability as the main tool to prevent
security and quality risks of the products that consumers of developed countries demand. The practical
application of a traceability system of bovine meat based on molecular markers requires the election of a
panel of microsatellites as well as the optimization of methods of sampling and DNA analysis. In this
work, a traceability system of bovine meat based on a panel of 10 microsatellites markers was
implemented. Different biological samples were evaluated such as hair, blood, tissue and meat. Hair
samples were the most suitable because they are easy to obtain and manipulate and have a low cost of
storage; whereas in the food processing chain, meat samples were the most suitable due to its facility of
obtaining at the maturation room. The traceability system was evaluated in a meat processing plant,
confirming traceability of 150 samples of hair with its respective meat pairs with a 100% of certainty,
demonstrating reliability of the developed method. The implemented system is an important contribution
since it allows to guarantee the quality of animal products, and can be used as a tool to certify
conventional traceability systems. This would allow to increase competitiveness of this sector and to

generate greater confidence in the consumer.
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INTRODUCCION

El aumento del comercio globalizado y la necesidad de garantizar inocuidad y calidad de los alimentos,
exige a los paises exportadores garantizar el origen de sus productos. Esto ultimo como una forma de
evitar que se repitan problemas como los vividos en Europa a fines de los noventa, generados
principalmente por la difusién de patologias como la encefalopatia espongiforme bovina (EEB) y ovina
(Scrapie), fiebre aftosa y peste porcina clasica (PPC), asi como la deteccion de hormonas, anabolizantes,
antibidticos, pesticidas, plomo y/o patdégenos en alimentos o productos de origen animal. Por otra parte, el
aumento del riesgo de ataques bioterroristas también es considerado un factor de seguridad en los
alimentos, principalmente en EE.UU. y la Comunidad Europea. Esta situacién contribuyé a que los
principales mercados desarrollaran una serie de regulaciones y medidas tendientes a controlar estos
riesgos en la salud humana para asegurar la confianza del consumidor. La consecuencia directa en los
paises exportadores fue el establecimiento de politicas de identificacién y seguimiento individual de los
animales y sus productos, mediante la aplicacion de nuevas tecnologias adaptadas a la modernizacion y
globalizacion de los intercambios comerciales actuales, siendo la trazabilidad uno de los principales
resultados de estas politicas (Council of the European Communities, 2000).

En general, la trazabilidad es un conjunto de acciones, medidas y procedimientos técnicos que permiten
identificar y registrar un producto desde su origen hasta el final de la cadena de comercializacion
(Ferndndez, 2002). En el caso particular de la carne, esto significa su seguimiento en toda la cadena de
produccidn, desde el nacimiento del animal, pasando por la crianza y practicas ganaderas en el predio,
transporte, faenamiento, hasta su venta al detalle. En todo este proceso se debe asegurar la identidad del
producto, como una forma de garantizar su inocuidad y calidad, lo que permite que ante cualquier

problema, se pueda rastrear su paso por la cadena productiva hasta el predio donde naci6 el animal.

Uno de los principales requisitos de la trazabilidad es la implementacion de un sistema de identificacién
animal. Al respecto, existen actualmente en aplicacion o desarrollo diversos sistemas tanto biométricos
como no biométricos (Felmer et al., 2006). Entre los primeros destacan la huella nasal, imagenes digitales
de retina e iris y la huella genética de ADN (Masahiko et al., 2001; Chavez et al., 2004; Vazquez et al.,
2004). Dentro de los métodos no biométricos se pueden utilizar los tatuajes, marcas de fuego, marcas de
frio, crotales o caravanas, chips electrénicos, bolos ruminales, transponders, etc. (Caja et al., 2000; Rib6 et
al., 2001; Conill et al., 2002).



En el caso de Chile, el Servicio Agricola y Ganadero (SAG) ha dispuesto un dispositivo de identificacion
individual oficial (D110O) correspondiente a un crotal o arete de color amarillo, que tiene un nimero Gnico
nacional correlativo para cada cabeza de ganado (SAG, 2006). Sin embargo, si bien estos sistemas de
identificacion tienen la ventaja de ser faciles de leer, durables e inocuos, la mayoria son removidos del
producto final, la carne, una vez que el animal ingresa al matadero. Seria deseable entonces disponer de un
sistema de respaldo o certificacion que pueda asegurar la trazabilidad del animal post-mortem, para evitar
errores en la identificacion, fraudes o adulteraciones después del sacrificio. Una buena alternativa de
identificacion animal la constituye el ADN, presente en las células de todos los tejidos tanto de animales
vivos como de cualquier producto derivado de éste . De esta forma, el ADN representa la mejor marca

natural e inviolable que puede ser utilizada en la trazabilidad de la carne (Vazquez et al., 2004).

El principio de la identificacidon genética animal se basa, con la excepcion de los gemelos monocigéticos y
los animales clonados, en que todos los individuos de una poblacién difieren entre si a nivel de su ADN
(Cunningham y Meghen, 2001), haciendo factible realizar una prueba genética que utiliza marcadores
moleculares para establecer estas diferencias (Lodish et al., 1995). Los microsatélites se han convertido
actualmente en la herramienta molecular de eleccion para analisis genético y para estudios de
identificacion animal ya que poseen tres caracteristicas fundamentales: i) segregan siguiendo un patrén de
herencia mendeliana; ii) se encuentran distribuidas en todo el genoma, v iii) se componen de unidades
repetitivas conservadas (dos a seis pares de bases), pero que varian en el nimero de repeticiones (Tautz,
1989; Visscher et al., 2002). Esta Ultima caracteristica permite encontrar una gran diversidad de tamarios
en los microsatélites analizados, los cuales se pueden detectar mediante diversas técnicas de biologia

molecular actualmente disponibles (Blott et al., 1999).

El objetivo de este estudio fue implementar un sistema de trazabilidad molecular de la carne bovina en
Chile, empleando un panel de marcadores moleculares (microsatélites) especificos del bovino e identificar
las mejores muestras bioldgicas que pueden ser utilizadas por este sistema, para garantizar el origen de los

productos bovinos y certificar el adecuado funcionamiento de los actuales sistemas de trazabilidad.

MATERIALES Y METODOS
Muestras biologicas
El estudio se realiz6 entre los afios 2005 y 2006. Se recolectaron muestras correspondientes a alrededor de
200 animales pertenecientes a distintos rebafios distribuidos en las Regiones de La Araucania (38°46" S,
72°38" O) y de los Lagos (43°36° S, 73°4" O), Chile. Las muestras de diferentes tejidos se recolectaron en

predios, mataderos y salas de desposte. Las muestras de pelo (foliculo piloso), biopsias de tejido de la



oreja y sangre se obtuvieron en los predios de acuerdo a métodos descritos previamente (Chavez et al.,
2004). Las contramuestras de la canal se obtuvieron desde la linea de proceso (sala de maduracion) o
desde la sala de desposte de las plantas de faenamiento de Carnes Nuble (Chillan) y GANASUR (Osorno)
(Chavez et al., 2004).

Purificacion de ADN desde muestras biolégicas y analisis de microsatélites

La purificacion de ADN a partir de las muestras de pelo, tejido y/o sangre, se realizd de acuerdo a los
métodos descritos previamente (Chavez et al., 2004; Folch et al., 2004). Se utilizaron 10 marcadores
microsatélites, los cuales corresponden a los incluidos en el StockMarks for Cattle® (Applied Biosystems,
Foster, California, EE.UU.). Estos marcadores se seleccionaron por su gran contenido de informacién
polimorfica (PIC) y porque son recomendados por la Sociedad Internacional de Genética Animal (ISAG,
Oxford, Reino Unido) como marcadores estandares para la comparacion de bovinos. Estos marcadores se
distribuyeron en 3 reacciones multiplex, de acuerdo a las condiciones de amplificacion descritas en
Chévez et al. (2004) y Folch et al. (2004). Los productos de PCR obtenidos se analizaron en un equipo de
secuenciacion automatica (ABI PRISM 310, Applied Biosystems, Foster, California, EE.UU.) de acuerdo
a las instrucciones del fabricante o mediante geles de poliacrilamida y tincion con plata (Folch et al.,
2004).

Evaluacién del poder de discriminacion de los microsatélites seleccionados

Para evaluar el poder de los microsatélites para discriminar entre diferentes individuos, se muestrearon 52
y 63 animales, de las razas overo negro y overo colorado, respectivamente, a los que se les determind el
genotipo de los 10 marcadores microsatélites. EI grupo ON correspondié al rebafio lechero overo negro
del Instituto de Investigaciones Agropecuarias (INIA), Centro Regional de Investigacion Carillanca,
Temuco. Las muestras OC correspondieron a novillos de tres grupos de overos colorados de la Region de
los Lagos. La frecuencia alélica en estos animales se determind por recuento directo de los alelos
obtenidos. Para cada marcador se obtuvo el nimero de combinaciones alélicas y el nimero de genotipos
Unicos. De acuerdo a la frecuencia de alelos se determiné el contenido de informacion polimérfica (PIC)
en las diferentes poblaciones para cada uno de los marcadores, segtn la formula de Botstein et al. (1980).
Ademas, se determinaron los valores esperados de los indices de confusién (Cj), discriminacion (Dj) y
nimero de pares posibles de ser confundidos (Xj) segin Tessier et al. (1999), y los respectivos valores

observados se obtuvieron por analisis de agrupamiento segin Mathias et al. (2007).



Evaluacién de la trazabilidad en una planta de faenamiento

Para evaluar el sistema de trazabilidad molecular en una planta de faenamiento de carne (Figura 1), se
muestrearon 150 animales en distintos predios de las Regiones de la Araucania y de Los Lagos, cuyas
canales ingresarian a los Frigorificos FRIGOSOR y Carnes Nuble, ya que correspondian a predios
PABCO A (Predios Bajo Control Oficial), cuya carne estaba destinada a los mercados de la Unién
Europea. Los animales se muestrearon en los predios (foliculo piloso) coincidiendo con el momento en
que se les colocaba el dispositivo de identificacion individual oficial (DI1O) implementado por el SAG.
Las contramuestras de carne de la canal se obtuvieron una vez que los animales ingresaron al matadero,

donde fueron identificados con su respectivo nimero de crotal y nimero interno asignado por la planta.

RESULTADOS Y DISCUSION

Amplificacion de microsatélites

En la Figura 2 se observa el resultado del analisis de microsatélites en multiplex y su visualizacion
mediante dos sistemas de andlisis. EI primero consiste en la deteccion mediante electroforesis en geles de
poliacrilamida y tincion con plata. En esta técnica los distintos alelos de un microsatélite migran en una
matriz de poliacrilamida gracias a la aplicacién de un potencial eléctrico, separandose de acuerdo a sus
diferencias en tamafio. De esta forma, empleando un estandar de tamafio molecular adecuado, se puede
establecer el patrén de polimorfismos y moléculas de ADN que permiten establecer la identidad de las
muestras analizadas (Folch et al., 2004). En la Figura 2A, por ejemplo, se aprecia la identidad genética de
tres muestras de animales analizadas con los microsatélites INRA 23, TGL122 y TGLA 227. Como se
desprende de la figura, las tres muestras analizadas tienen su propio perfil de bandas, confirmando que
corresponden a distintos animales, ain cuando algunos alelos puedan ser compartidos (ej. alelos del

microsatélite TGLA 227 en muestras 1y 3).

El segundo método de deteccion evaluado corresponde al de electroforesis capilar en secuenciador
automatico (Figura 2B). Este sistema utiliza oligonucle6tidos marcados con distintos compuestos
guimicos fluorescentes, los cuales luego de su amplificaciébn por PCR pueden ser analizados
simultdneamente por el detector del secuenciador. Este sistema, ademas de discriminar los fragmentos de
ADN por tamarfio, puede identificarlos por la fluorescencia que emite el fluoréforo. De esta forma, el
método permite un rango mayor de flexibilidad para establecer los multiplex, ademas de su mayor
velocidad y automatizacion (Chavez et al., 2004). En la Figura 3B se muestra el ejemplo de un
electroferograma obtenido en el secuenciador automatico. En este caso, la reaccion mdaltiplex incluy6
cuatro marcadores microsatélites (ETH3, ETH225, INRA23 y BM2113). El tamafio de los alelos de estos



marcadores es asignado directamente por el equipo, en comparacion con un estandar interno de tamafio
que se corre junto con las muestras. De esta forma quedaron definidas las condiciones éptimas para la
utilizacién de los 10 microsatélites en tres reacciones mdltiplex tanto para el secuenciador automaético

como para el sistema de geles de poliacrilamida (Chavez et al., 2004; Folch et al., 2004).

Muestra biol6gica

La aplicacion del sistema de trazabilidad molecular requiere del muestreo del animal vivo y sus productos
derivados (carne) en las diferentes etapas de la cadena de produccion, desde el ternero, la carcasa y
finalmente la carne (Cuadro 1). En este estudio se evaluaron diferentes muestras biolégicas del animal
tomadas en las distintas etapas de la cadena productiva, encontrandose que en general todas las muestras
pueden ser utilizadas para el analisis (Cuadro 2). Sin embargo, existen diversos factores que deben
considerarse al momento de elegir la muestra a utilizar. En el caso de la muestra del animal vivo (pre-
mortem) es importante considerar, entre otras cosas, el almacenamiento, ya que la muestra debera
permanecer guardada hasta que el animal sea faenado. La extraccién de ADN desde la muestra es otro
factor importante a considerar. Aunque fue posible obtener ADN desde la saliva, la baja higiene de esta
muestra, sumado a las mayores dificultades para su obtencion, hicieron a este método muy poco practico
(dato no mostrado). En el caso de la sangre, un primer inconveniente es su manejo, pues es necesario
tomar la muestra desde el animal, lo que hace méas laboriosa su obtencidn si se tiene un gran nimero de
animales; ademads, este procedimiento esta restringido a Médicos Veterinarios en algunos paises como
Inglaterra y Escocia (Bruce Whitelaw, Instituto Roslin, Escocia, comunicacion personal). Finalmente,
estas muestras deben almacenarse refrigeradas hasta su uso, evitando su coagulacion. Aunque los
resultados de este estudio confirmaron su potencial utilizacion (Cuadro 2), existe ademas el
inconveniente de que muchos componentes de la muestra, incluida la hemoglobina, inactivan las ADN
polimerasas necesarias para la amplificacion de los microsatélites, pudiendo afectar la reproducibilidad de

los resultados (Panaccio y Lew, 1991).

Las biopsias de tejido animal (oreja) resultaron una buena opcién (Cuadro 2). Algunas empresas europeas
han desarrollado un sistema de sacabocado que permite obtener muestras de tejido de la oreja al mismo
tiempo que se aplica un crotal; este sistema comercial se denomina Biopsytec (Rheinbach, Alemania). La
ventaja de este sistema es que la muestra es encapsulada en un recipiente rotulado e inviolable, quedando
de esta forma sellada hasta su utilizacion en el laboratorio. Ademas, estos dispositivos pueden ser de tipo
boton o bien de paleta ajustandose a los requerimientos de trazabilidad de cada pais. Sin embargo, una

desventaja de este sistema es su mayor costo.



Por lo anterior, el pelo aparece como una mejor opcién ya que es de bajo costo, facil obtencion y
almacenamiento. La ventaja de la muestra de pelo es que puede ser almacenada en bolsas de papel a
temperatura ambiente o bajo refrigeracion (4 °C). Sin embargo, hay algunos puntos importantes que
también deben considerarse cuando se decide su uso, tales como evitar muestrear el animal en dias
lluviosos, ya que la humedad interfiere en los analisis de laboratorio (dato no mostrado). Ademas, el
namero de pelos también es importante, debiéndose obtener un gran nimero con el fin de elegir al menos
10 a 15 que tengan el foliculo piloso visible. Finalmente, en lo posible se deben obtener pelos de color
negro, ya que este color facilita la observacion y el posterior manejo en el laboratorio. Pelos de color rubio
deben evitarse, por cuanto en este estudio se observé que éstos contienen pigmentos que colorean las
soluciones y pueden inhibir la reaccién de PCR. Esta situacion se vio reflejada por ejemplo en el andlisis
de una muestra de pelo de un animal de la raza Hereford, en el cual al menos dos microsatélites no
pudieron ser amplificados en esta muestra (Cuadro 2, animal N° 2). Aungue esto no representaria un
problema para determinar la correlacion de dos muestras confrontadas, ya que ésta se puede establecer
perfectamente con la informacion entregada por los otros microsatélites analizados. De esta forma, si es
necesario analizar animales de la raza Hereford o Simmental, la recomendacion seria muestrear un mayor

numero de pelos desde donde elegir los mejores para realizar el analisis.

En el caso de la muestra post-mortem, si bien el hueso y la grasa también se pueden utilizar, los métodos
de purificacion del ADN para este tipo de muestras son mucho méas laboriosos. La obtencién de un trozo
de hueso o diente también supone un grado de dificultad mayor. De esta forma, la mejor muestra
correspondio a un trozo de musculo (carne) de la canal, como puede ser el masculo Longissimus dorsi a
nivel de la costilla 12-13, o bien de otro mdsculo de facil acceso, muestra que puede tomarse
adecuadamente desde la sala de maduracion. Este lugar result6 ideal por varias razones: la circulacion de
personas es minima, no existe peligro de contaminacién con muestras bioldgicas de otros animales, y lo
mas importante, el tiempo. Una canal faenada usualmente madura 48 h, lo cual da un lapso de 2 dias entre
la faena y el desposte para la toma de esta contramuestra. Es importante destacar que en Chile los
mataderos faenan los animales por lotes y no de manera individual. Por lo tanto, no fue posible evaluar las
muestras después del desposte. Este es un punto relevante a considerar si se quiere realizar trazabilidad
posmatadero, por ejemplo, con toma de muestras en los puntos de ventas (supermercados, carnicerias,
etc.), como se hace en algunos paises, los que han debido implementar un sistema de desposte en forma

individual.

En conclusion, considerando la facilidad de obtencién, extraccion de ADN, almacenamiento y despacho al

laboratorio, las mejores muestras a utilizar en un sistema de trazabilidad molecular de la carne



correspondieron a la muestra de pelo, como muestra inicial en el animal vivo, y un trozo de carne de la

canal como contramuestra, obtenida convenientemente desde la sala de maduracion del frigorifico.

Poder de discriminacion del sistema

Una caracteristica importante de la técnica de trazabilidad molecular es su capacidad de discriminar entre
animales con una alta similitud genética. Esto significa que la técnica debe ser capaz de identificar
muestras individuales, incluso si estas vienen de parientes cercanos, por ejemplo, medios hermanos, que a
su vez pertenezcan a poblaciones en las cuales hay una alta consanguinidad, situacion bastante frecuente
en los sistemas de produccién de bovinos. En el Cuadro 3 se muestran las principales caracteristicas de
los marcadores en los dos grupos de bovinos analizados, overo negro (ON) y overo colorado (OC), con 52
y 63 animales, respectivamente. Estos animales corresponden a razas europeas introducidas a Chile hace
maés de 100 afios (Mujica, 2005).

Como se muestra en el Cuadro 3, todos los marcadores presentaron un alto grado de polimorfismo,
variando el nimero de alelos desde 4 a9y 4 a 12, para los grupos ON y OC, respectivamente. Estos datos
se correlacionan con lo obtenido con estos microsatélites en otras razas bovinas (Bedoya et al., 2001,
Zamora et al., 2004). Ademas cada marcador fue evaluado segun el valor del contenido de informacion
polimoérfica (PIC). Este pardmetro es frecuentemente utilizado para medir la capacidad de los
microsatélites para discriminar entre diferentes individuos y sus valores pueden variar entre 0 y 1,
indicando un mayor nivel de polimorfismo o variacion cuando el valor es mas cercano a 1. De acuerdo a
esto, el poder de discriminacion encontrado para estos microsatélites en general fue alto, variando los
indices de PIC entre 0,452 y 0,834 y entre 0,580 y 0,846 y los indices de discriminacion esperados (Dj)
entre 0,461 y 0,850 y entre 0,589 y 0,859, para los grupos ON y OC, respectivamente (Cuadro 3). Es
importante destacar que la estimacion del poder discriminatorio esperado (Dj) de cada microsatélite, al
igual que el valor de PIC, dependen directamente de las frecuencias alélicas (Tessier et al., 1999), por
tanto corresponden a valores practicamente idénticos, lo cual se confirmé con los resultados obtenidos
(Cuadro 3).

Los valores de los indices de discriminacién observados (Do) variaron de 0,692 a 0,959 y de 0,791 a 0,972
para los grupos de ON y OC, respectivamente (Cuadro 3). En general, los valores observados para este
indice (Do) fueron mas altos que los esperados (Dj), situacion que tenderia a disminuir al aumentar el
namero de animales incluidos en el analisis. Del mismo modo, la probabilidad de confusion de genotipos
observada (Co) fue mas baja que la esperada (Cj) en ambos grupos, con rangos de Co que variaron entre
0,041 a 0,308 para ON y 0,028 a 0,209 para OC, respectivamente (Cuadro 3). En todos los casos, se



confirmo que los valores observados para los 10 marcadores microsatélites analizados, presentaron un
mejor poder de resolucién que los valores esperados. Esto se puede ver mas claramente cuando se
compara el nimero de pares (X) que se pueden confundir, entre los valores observados (Xo) y esperados
(Xj), para las poblaciones ON y OC (Cuadro 3).

De esta forma, respecto al uso combinado de todos los marcadores para la identificacion animal, se puede
establecer que los valores esperados y observados indican que seria necesario analizar una poblacion de
5.678 y 869.608 animales para encontrar un par de individuos que se puedan confundir (X = 1) entre las
poblaciones de ON y OC, respectivamente. En otras palabras, la posibilidad de confusién de un par de
individuos que compartan el mismo patron de marcadores es de 0,00018 y 0,00000115, respectivamente.
Si se considera que la mayor dificultad para discriminar individuos se produciria al comparar individuos
de un mismo rebafio y que el manejo reproductivo de las poblaciones analizadas de ON y OC es similar al
manejo de la mayoria de los rebafios de Chile, donde se espera un grado de consanguinidad moderada
(datos no mostrados), los resultados obtenidos sobre el poder de discriminacion de estos marcadores son
extrapolables al resto de la poblacion bovina en Chile, permitiendo entonces la aplicacion de este sistema
para el andlisis de cualquier poblacion de bovinos en el pais.

Evaluacién de la trazabilidad en una planta de procesamiento

Sin duda que el procesamiento de animales en las plantas faenadoras representa quizas el punto mas
critico del sistema de trazabilidad, debido a que la identificacion original dada por un arete o crotal es
reemplazada por un nimero interno de faenamiento en la planta procesadora, el cual debe mantenerse para
identificar todos los cortes derivados de una misma canal. Considerando la alta certeza (> 99,9%) de los
métodos de identificacién basados en polimorfismos de ADN, éstos constituyen una excelente herramienta
de verificacion de los sistemas de identificacion animal adoptados por las plantas faenadoras. El andlisis
de microsatélites de 150 muestras de pelo con sus respectivas contramuestras de carne de la canal permitié

confirmar la trazabilidad de las mismas con un 100% de certeza (Cuadro 4).

El analisis de los tamafios generados por los microsatélites de todas las muestras evaluadas demostr6é una
completa coincidencia entre la muestra de pelo y su respectiva contramuestra de carne de la canal. Sélo en
casos muy puntuales se obtuvo una baja sefial en la lectura de un microsatélite, pero que en ningln caso
interfirid con el andlisis y la correlacion de las muestras (Cuadro 4). En estos casos los problemas se
presentaron en las muestras de pelo que requieren mas cuidado para su obtencién y analisis. Estos
resultados indican que, en las condiciones analizadas, la técnica es absolutamente certera para identificar

como iguales muestras provenientes de un mismo animal, demostrando el potencial de la tecnologia



implementada para certificar los sistemas convencionales de trazabilidad puestos en marcha en el pais,

convirtiéndose en un importante elemento de control de calidad.

Para la aplicacion practica de este sistema, las muestras a ser evaluadas deberian obtenerse al azar en
distintos puntos a lo largo de la cadena de produccién, tanto en animales vivos en los predios, carcasas en
el matadero, carne en las salas de desposte e incluso en los supermercados y carnicerias. EI método
implementado permite la toma de la muestra inicial de pelo en forma econémica y conveniente, ya que el
muestreo lo puede hacer el mismo productor o veterinario al momento del marcaje de los animales con el
DIIO. Estas muestras se pueden enviar facilmente en un sobre al laboratorio, donde se pueden almacenar
hasta su analisis, sin mayores costos para el laboratorio u organismo encargado del control de calidad del
sistema. En el caso de la contramuestra, el muestreo lo puede realizar directamente personal del frigorifico
o personal de control de calidad especialmente contratado para tal funcién, y no requiere de cambios
importantes en los actuales procedimientos de la industria. De esta forma, el analisis de ADN debiera
realizarse con muestras al azar, para controlar la trazabilidad de un animal desde el predio hasta la

industria, o para la investigacion de quejas o en cualquier otro caso donde sea requerido.

Es importante destacar que los costos del analisis se pueden reducir considerablemente (al menos en 40%)
si se implementa un protocolo de identificacion dirigida, esto es, no al azar sino que entre una muestra y
una contramuestra que se presuponen idénticas. El analisis en este caso se puede realizar tan sélo con tres
microsatélites altamente polimérficos, lo cual seria suficiente para garantizar la misma procedencia de una
muestra, pues en un protocolo de identificacion dirigida la probabilidad dada por tres microsatélites (1 en
1000 de coincidencia al azar) es altisima (Vazquez et al., 2004). Sin embargo, si el analisis se hace para
identificar una muestra de carne contra un grupo o lote, que seria la situacion actual en las plantas de
procesamiento de carne de Chile, el analisis debe necesariamente incluir un mayor nimero de marcadores,

como los 10 evaluados en este trabajo.

El sistema implementado es un aporte importante al sector pecuario del pais, ya que permite garantizar la
calidad de los productos al ser utilizada como herramienta certificadora de la trazabilidad convencional,
aumentando con esto la competitividad de este rubro y generando mayor confianza en el consumidor,
tanto nacional como internacional, que demanda cada vez mayores garantias de la calidad del producto

gue esta consumiendo.



CONCLUSIONES

Las mejores muestras bioldgicas determinadas para el sistema de trazabilidad, por su facilidad de
obtencion, manipulacion y costo de almacenamiento, correspondieron a las muestras de pelo y como

contramuestras la carne de la canal.

El sistema de trazabilidad implementado permitié confirmar la trazabilidad de 150 muestras de pelo con

sus respectivas canales, con un 100 % de certeza, demostrando la confiabilidad del método desarrollado.

El sistema implementado es un importante aporte al sector pecuario del pais, ya que permite garantizar el
origen de los productos bovinos al ser utilizado como herramienta certificadora de la trazabilidad

convencional.
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RESUMEN

Implementacion de un sistema de trazabilidad molecular para la carne bovina basado en
marcadores microsatélites. Ricardo Felmer D.'*, Boris Sagredo D., Renato Chavez R,
Sergio Iraira H.%, Carolina Folch M.%, Lorena Parra G.!, Adrian Catrileo S.!, Manuel Ortiz
L.%. La trazabilidad de productos de origen animal ha adquirido gran relevancia como un
elemento de seguridad ante las crisis alimentarias ocurridas a partir de mediados de los noventa
en paises de la Comunidad Europea. Esto ha reforzado la gestion de calidad en productos
pecuarios, surgiendo la trazabilidad como la principal herramienta para disminuir los riesgos de
seguridad y calidad de los productos que demandan los consumidores de paises desarrollados. La
aplicacion préctica de un sistema de trazabilidad de la carne bovina basado en marcadores
moleculares, requiere la eleccion de microsatélites y optimizar los métodos de muestreo y analisis

de ADN. En este trabajo se implementd un sistema de trazabilidad de carne bovina basado en un



panel de 10 marcadores microsatélites. Se evaluaron diferentes muestras biolodgicas como pelo,
sangre, tejido y carne de la canal, encontrandose que las muestras de pelo fueron las méas idoneas
por su facilidad de obtencion, manipulacion y costo de almacenamiento, mientras que la carne de
la canal fue la contramuestra mas adecuada, pudiendo obtenerse facilmente en el frigorifico. El
sistema se evaluo en una planta de procesamiento de carne, confirmando con un 100% de certeza
la trazabilidad de 150 muestras de pelo con sus respectivas canales, demostrando la confiabilidad
del método desarrollado. El sistema evaluado puede ser un importante aporte al sector pecuario
del pais pues permite garantizar el origen de los productos bovinos y puede ser utilizado como
herramienta certificadora de la trazabilidad convencional, aumentando la competitividad y

generando mayor confianza en el consumidor.

Palabras clave: trazabilidad, microsatélites, carne, identificacion individual.
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Figura 1. Diagrama de flujo de una planta de procesamiento de carne y detalles de la toma
y analisis de muestras.
Figure 1. Flow chart of a meat processing plant and details of sampling and analysis.
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Figura 2. Fragmentos de ADN obtenidos por medio de reacciones multiplex de PCR. A) Analisis de
fragmentos de tres muestras de animales (1-3) mediante el sistema de geles de poliacrilamida,
empleando los marcadores moleculares INRA 023, TGLA 122 y TGLA 227; St: estandar de tamafio
molecular. B) Analisis de fragmentos de una muestra de tejido mediante el sistema de electroforesis
capilar empleando los marcadores moleculares ETH3, ETH225, INRA23 y BM2113.

Figure 2. DNA fragments obtained by means of multiplex PCR reactions. A) Fragment analysis of
three animal samples (1-3) separated by means of silver stained poliacrilamide gel, using molecular
markers INRA 023, TGLA 122 and TGLA 227; ST: molecular size standard. B) Fragment
analysis of a tissue sample by means of their fluorescence with an automatic sequencing machine
using molecular markers ETH3, ETH225, INRA23 and BM2113.



Cuadro 1. Caracteristicas de la toma de muestra y almacenamiento de las distintas muestras
biolbgicas evaluadas.
Table 1. Characteristics of the sampling and storage of different biological samples assessed.

Muestra Toma de muestra Almacenamiento Observaciones
Pelo -Utilizar alicates de punta plana. -4 °C o temperatura Utilizar pelos negros o blancos
-Sacar pelos del lomo del animal.  ambiente. (evitar el uso de pelos rojos-
-Tirar a contra pelo. café).
-Obtener foliculos pilosos visibles. Secar si estan humedos a 37 °C
por 24 h.
Biopsias -Sacar con sacabocado desde la -4 °C si se va a usar Requiere de un sacabocado
oreja. inmediatamente, de especial tipo Biopsytec.
lo contrario,
mantener a -20 °C.
Sangre -Utilizar EDTA como -4 6-20°C. Se debe evitar la hemolisis.
anticoagulante.
-Obtener por puncion coccigea.
-Agitar la muestra
inmediatamente.
Contramuestra -Obtener de la canal madura en el -20 °C. Se debe solicitar planilla de

frigorifico desde algiin musculo de
facil acceso. Se puede utilizar
sistema de sacabocado para
obtener un trozo de tejido.

produccién en vara.




Cuadro 2. Andlisis de microsatétiles mediante reacciones multiplex a partir de distintas muestras
bioldgicas de un mismo animal.

Table 2. Analysis of microsatellites by means of multiplex reactions from different biological
samples from the same animal.

Multiplex 1 Multiplex 2 Multiplex 3
Muestra ETH3 TGLA122 TGLA227 BM1824 ETH10 ETH225 BM2113 INRA23 SPS115 TGLA126
P 114 140 83 180 214 138 128 198 242 125
118 148 91 182 216 144 134 212
B 114 140 83 180 214 138 128 198 242 125
) 118 148 91 182 216 144 134 212
C 114 140 83 180 214 138 128 198 242 125
118 148 91 182 216 144 134 212
S 114 140 83 180 214 138 128 198 242 125
118 148 91 182 216 144 134 212
P 116 140 n.c. 180 216 142 130 n.c. 248 117
124 160 182 222 144 134 n.c. 125
B 116 140 93 180 216 142 130 198 248 117
124 160 182 222 144 134 206 125
2
C 116 140 93 180 216 142 130 198 248 117
124 160 182 222 144 134 206 125
S 116 140 93 180 216 142 130 198 248 117
124 160 182 222 144 134 206 125
P 114 146 81 180 214 144 130 200 242 117
93 188 216 206 246
B 114 146 81 180 214 144 130 200 242 117
93 188 216 206 246
3
C 114 146 81 180 214 144 130 200 242 117
93 188 216 206 246
S 114 146 81 180 214 144 130 200 242 117
93 188 216 206 246

P: pelo, B: biopsia de la oreja, C: trozo de carne de la canal, y S: sangre; n.c.: no considerada. Se refiere a muestras
que no amplificaron o cuyos productos de amplificacion no pudieron ser leidos correctamente por el secuenciador.



Cuadro 3. Numero de alelos, contenido de informacion polimérfica (PIC) y poder de discriminacion de los 10 microsatélites analizados
en un grupo de animales de las razas overo negro (n = 52) y overo colorado (n = 63).
Table 3. Allele number, polymorphic information content (PIC) and discrimination power of each one of the 10 microsatellites analysed

in a group of animals from overo negro (n = 52) and overo colorado (n = 63) breeds.

Poder discriminatorio de SSR

Rango

Marcador Crom Alelos N tamarfio FIC Observado ' Esperaglo '

(pb) Co Do Xo Cj Dj X
ON OoC ON OoC ON OoC ON OC ON OC ON OC ON OC ON OC
ETH3 19 7 6 105-125 0,703 0,795 0,075 0,051 0,925 0,949 157 100 0,283 0,192 0,717 0,808 375 375
ETH225 9 7 6 133-145 0,738 0,800 0,129 0,088 0,871 0,912 143 171 0,248 0,187 0,752 0,813 329 365
BM1824 1 4 4 178-188 0,622 0,642 0,243 0,165 0,757 0,835 236 322 0,366 0,348 0,634 0,652 485 680
BM2113 2 6 6 122-136 0,795 0,813 0,076 0,052 0,924 0,948 99 101 0,190 0,174 0,810 0,826 251 340
INRA23 3 8 6 196-212 0,813 0,789 0,091 0,062 0909 0,938 78 121 0,171 0,199 0,829 0,801 227 388
SPS115 15 6 4 242-256 0,452 0,580 0,308 0,209 0,692 0,791 473 408 0,539 0,411 0,461 0,589 715 802
TGLA126 20 5 5 116-124 0,482 0,744 0,207 0,141 0,793 0,859 405 275 0,509 0,244 0,491 0,756 675 476
TGLA122 21 8 12 138-186 0,761 0,846 0,041 0,028 0,959 0,972 104 55 0,224 0,141 0,776 0,859 297 274
ETH10 5 8 6 209-223 0,834 0,716 0,137 0,093 0,863 0,907 45 182 0,150 0,272 0,850 0,728 199 531
TGLA227 18 9 8 77-99 0,794 0,837 0,085 0,058 0,915 0,942 91 113 0,190 0,150 0,810 0,850 252 293

SSR: simple sequence repeats; Crom: cromosoma; ON: overo negro; OC: overo colorado; PIC: Contenido de informacion polimorfica; Co: probabilidad observada de
confundir genotipos; Do: poder de discriminacion observado; Xo: nimero de pares observado de genotipos no diferenciados dentro de una muestra; Cj: probabilidad esperada
de confundir genotipos; Dj: poder de discriminacion esperado; Xj: nimero de pares esperado de genotipos no diferenciados dentro de una muestra.
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Cuadro 4. Analisis de la trazabilidad de seis animales en una planta de procesamiento de
carne.
Table 4. Analysis of the traceability of six animals in a meat processing plant.

Muestra Multiplex 1 Muiltiplex 2 Multiplex 3

ETH3 TGLA122 TGLA227 BM1824 ETH10 ETH225 BMZ2113 [INRA23 SPS115 TGLA126

123 140 81 181 211 133 124 201 252

1 P 152 99 183 215 141 128 207 256 &
C 12 19 o 1@ 25 e 12 7 s
T m o s omowm L=
R T
o 13 174 » 183 213 141 122 e 28 L,
3 17 182 215 143 132 252
e e m m e,
s B e B w m e m .
- T . T
e e o om B e,
T N
s P 13 o oF Iy 215 133 VR A S
c um3 I o: o 215 133 VR A S

P: pelo; C: canal; nc: no considerada.
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