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)) INTRODUCCION ¢ D) resuitabos ¢

La carne es una de las principales fuentes de alimentacidon por su aporte de proteina. En los En la se observa el grafico de amplificaciéon de las diluciones
ultimos anos, los consumidores, tanto a nivel nacional como internacional, han presentado seriadas (1 a 1x10°) de la muestra de ADN vacuno, y en la Fig. 2
interés en fuentes alternativas a la de carne vacuna (ej. avestruz, buey de Kobe, bufalo, etc.). el rango dindmico para los primers especificos de COl de Bos
En este sentido, la produccion de carne de bufalo (Bubalus bubalis), se encuentra en Taurus. En la Fig. 3 se observa la curva de melting
desarrollo en Argentina, y proporciona una alternativa a la produccidon de carne en regiones (desnaturalizacion) de las diferentes muestras analizadas. La
que no son adecuadas para el ganado vacuno. El objetivo del presente trabajo fue evaluar la  curva violeta (izquierda), corresponde a ADN obtenido de tejido
aptitud de la metodologia de PCR en tiempo real (qPCR), para diferenciar ambas especies de vacuno, mientras que la curva en celeste (derecha)
(vacuna y bubalina) utilizando los primers disenados para la especie Bos taurus. corresponde a ADN extraido de muestra pura de bufalo. La
D) MATERIALES Y METODOS ‘ temperatura.a la cual se alcanza |la disociacic')n.del productc? de
PCR se define como temperatura de melting (Tm). Dicha

Se utilizé muestra de carne bovina (vaca y bufalo) temperatura es especifica del producto PCR, y depende de su
*ADN longitud y del contenido de

Amplification Plot

v Extraccién (por triplicado): a partir de 25 mg, utilizando ) bases CG. Para la muestra de | . Vasina SJY\C Bubalino
resina Chelex (BioRad) e 31747 e o ADN vacuno, la Tm fue de 78.6 | :
v'Cuantificacion: por fluometria utilizando con Qubit™ 2.0 AR Lo °C y Ct = 21.5, mientras que g

(dsDNA BR Kit; Thermofisher Scientific). ey para bufalo fue Tm= 79.9 °Cy | ¢ =

v’ Diluciones seriadas desde 1 a 10”7, ADN vacuno I un Ct = 27.25, de este modo se AR ARyt s
°q PCR Fig. 1. Grafico de amplificacion de las diluciones serjadas de ADN bovino pUdO diferenciar ambas carnes Temperstre ()

Fig. 3: Curva de melting de los productos amplificados

v'PCR Master mix: 5 pL de SsoFastTM EvaGreen®Supermix
(Bio-Rad), y 0,3 plL de los primers especificos para COl Bos
Taurus (300nM conc. final) y 2 pl de ADN. Volumen final:
10ul

v'Condiciones de la amplificacion: 3’ — 98 °C, 40 ciclos — 98
°C - 5”7 y 30” — 60 °C seguido por una curva de melting de
los productos amplificados (60 a 90 °C; 0,3 °C 2-5 seg/ciclo)

mediante la amplificacion.

D)) CONCLUSION ¢

Los resultados obtenidos en el presente trabajo permitieron
determinar que los primers disenados para Bos taurus, fueron

capaces de amplificar diferencialmente muestras de ADN puras
v El limite de cuantificacién (LOQ) fue calculado de acuerdo de vacuno y bubalino. Si bien existe similitud de secuencias que
Quantity

a la minima dilucion de ADN en la que todas las réplicas presentan ambas especies de la subfamilia bovina, se logro, a
pueden detectarse cuantitativamente con precisidn i partir de las Tm de ambas muestras puras diferenciar ambos
tipos de carne, de manera analitica.

Tecnologia de Productos Pecuarios

de PRODUCCION ANIMAL




	Diapositiva 1: Análisis y tipificación de carne de Búfalo mediante la amplificación por qPCR. Comunicación.

