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Identyfikacja produktow rybnych z mintaja
technika PCR-RFLP*
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Identifying Alaskan pollock fish products by PCR-RFLP technique

Summary

Due to trade globalization of both fresh and processed sea food the necessity has arisen to determine its
affinity to certain species. This is related to legislation (i.e. duty), the necessity to monitor the origin and
transportation of food products (traceability), and health aspects (alimentary allergies). Moreover, it is vital to
control and prevent food adulteration, i.e. the substitution of more expensive species with cheaper, sometimes
less valuable ones. The visual assessment used so far is reliable only in the case of whole, unprocessed fish.

The aim of this study has been to demonstrate the usefulness of polymerase chain reaction linked with
restriction analysis (PCR-RFLP) in confirming the presence of Alaskan pollock (Theragra halcogramma).
Contrary to the declaration given by the producer/manufacturer, among the 68 examined products 8 products
were not produced from Alaskan pollock. The technique described in this work is faster and more reliable
than the techniques used to date. The method proposed might be very useful for the routine control of fish

identification.
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Przetwoérstwo ryb nalezy do jednego z szybciej
rozwijajacych si¢ sektorow przemystu spozywczego.
W latach dziewigédziesiatych XX w. spozycie prze-
tworow rybnych wzrosto trzykrotnie. Rosnaca §wia-
domos¢ konsumentow dotyczaca zdrowego zywienia
sprawita, Ze ryby jako Zrodto pelnowartosciowego bial-
ka, witamin, makro- i mikroelementow, a przede
wszystkim wielonienasyconych kwasow ttuszczowych
n-3 staty si¢ poszukiwanym towarem (8, 11). Powia-
zane jest to rOwniez z prewencja chorob zwiazanych
z zywieniem (choroby uktadu krazenia, nowotwory,
alergie i nietolerancje pokarmowe). Ze wzgledu na wa-
lory dietetyczne ryby wykorzystywane sa takze w die-
tach specjalnego przeznaczenia (9, 15).

Ponad 85% ryb bezposrednio po zlowieniu pod-
dawanych jest wstepnej obrobce technologicznej, tj.
odgtawianiu, odskorzaniu, filetowaniu oraz szeregu
innym procesom technologicznym, co znacznie utrud-
nia, a nierzadko uniemozliwia, ustalenie przynaleznos-
ci gatunkowej

Producent/importer ma obowiazek poda¢, a konsu-
ment ma prawo zna¢ faktyczny sktad produktu. Dzie-
ki temu moze dokona¢ swiadomego wyboru. Przypadki

* Badania finansowane w ramach projektu badawczego MNiSzW nr N312
061 31/3515.

fatszowania zywnos$ci pochodzenia wodnego, w tym
zwlaszcza substytucja drozszych gatunkow ryb tan-
szymi, niejednokrotnie o nizszej jakosci sprawily, ze
w dobrze pojetym interesie klienta, wazne jest, by miat
on pewnos¢, ze nabywany towar ma deklarowany przez
producenta sktad. Wymaga to stosowania nowoczes-
nych technik w potwierdzaniu autentycznosci sktad-
nikow zywnosci, w tym pochodzenia wodnego (3,
15, 16).

Szacunkowe spozycie ryb w Polsce w 2007 r. prze-
kroczylo 13 kg na osobg 1 bylo o 8% wyzsze niz rok
wczesniej (7). Jedna z najpopularniejszych ryb dale-
komorskich importowanych do Polski jest mintaj. Ten
cenny, wykorzystywany gospodarczo gatunek pota-
wiany jest w polnocnym Pacyfiku oraz przylegtych
morzach — Japonskim, Ochockim i1 Beringa (2, 6).
W 2007 r. sprowadzono do Polski ponad 34 tys. ton
tej ryby, 0 5,3% wigcej niz w 2006 r. (7). Oprocz tu-
szek najczesciej sprowadzanymi produktami z minta-
ja sa: filety, kostka, paluszki oraz dania gotowe.

Celem badan byto okreslenie mozliwo$ci zastoso-
wania analizy polimorfizmu dtugos$ci fragmentow res-
trykcyjnych produktu PCR w identyfikacji przyna-
lezno$ci gatunkowej ryb 1 przetworéw rybnych z min-
taja.
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Materiat i metody

Badania przeprowadzono na wyrobach z mintaja. Mro-
zone produkty, po zakupie przechowywano do czasu anali-
zy w temp. —32°C. Izolacj¢ DNA przeprowadzono przy
uzyciu zestawu Genomic Mini AX Food extraction kit
(A&A Biotechnology, Polska). Do 0,1-0,2 g tkanki rybie;j
dodawano 1,5 mL zawiesiny lizujacej oraz 20 pL proteazy.
Cato$¢ mieszano, a nastgpnie inkubowano w 53°C przez
80 min. Po inkubacji probke intensywnie worteksowano
(BioVortex V 1, Biosan) przez 15 s i wirowano przez 5 min.
przy 13 000 obr./min. Supernatant przenoszono na kolum-
n¢ ze zlozem jonowymiennym. Przy uzyciu roztworu elu-
cyjnego wyptukiwano ze ztoza DNA do nowej probowki
i dodawano 0,8 mL izopropanolu. Calo$¢ wirowano przez
10 min. przy 12 000 obr./min. Nastgpnie usuwano izopro-
panol, a osad zawierajacy DNA przeptukiwano 70% eta-
nolem. Po wymieszaniu i odwirowaniu (3 min., 12 000 obr./
min.) usuwano etanol, suszono osad (1 h w temp. pokojo-
wej). Osad DNA rozpuszczono w buforze TE (10 mM
Tris'HCI, 1 mM EDTA, pH 8,0).

Wyizolowane DNA przechowywano w temperaturze
—4°C (kilka dni), a nastgpnie w temperaturze —32°C.
W celu identyfikacji gatunkowej uzyto starterow podanych
w tab. 1. Startery zostaty zaprojektowane na podstawie sek-
wencji w mtDNA (GenBank Accession No. AB094061,
ABO078152,X99772) i zaproponowane przez Aranishi i wsp.
(1).

25 puL mieszanina reakcyjna zawierata: 250 ng DNA,
1,5 U polimerazy Taq (A&A Biotechnology, Polska), 2,5 U
buforu polimerazy Taq (100 mM KCI, 100 mM (NH,)2SO,,
200 mM TrisHCI pH 8,5, 20 mM MgSO,, 1% triton
X-100), 5 mM MgCl, (Qiagen, Niemcy), 2 mM dNTP
(Fermentas, Litwa) i startery TR-14F — 20 pM, TR-571R —
20 pM. Amplifikacje prowadzono w termocyklerze Mas-
tercycler Gradient (Eppendorf AG, Niemcy) w nastgpuja-
cym rezimie czasowo-temperaturowym: wstgpna denatu-
racja 94°C/2 min., a nastgpnie 30 cykli, na ktore sktadaty
sig: denaturacja 94°C/10 s, przylaczanie starterow 58°C/
10 s i powielanie 72°C/30 s. Amplifikacja konczyta si¢ wy-
dhuzaniem — 72°C/5 min.

Kolejnym etapem byta restrykcja otrzymanego produk-
tu dwoma enzymami: Eco32l i Ecol1051 (Fermentas, Lit-
wa). Reakcje prowadzono w objgtosci 16 L, zawierajacej
10 pL buforu G* (Fermentas, Litwa), 5 uL. produktu reak-
¢ji PCR 1 po 5 U kazdego z enzymow restrykcyjnych. Czas
restrykcji ustalono na 60 min. w temperaturze 37°C.

Uzyskane amplikony rozdzielano elektroforetycznie
w 2% zelu agarozowym (Prona Agarose Plus, Belgia), bar-
wionym bromkiem etydyny (Bio-Rad, USA) (1 pg/mL).
Ostatnim etapem byta wizualizacja zelu w $wietle UV (Gel-
Doc 2000 Bio-Rad, USA) i archiwizacja otrzymanych elek-
troforogramow.

Tab. 1. Uzyte startery, specyficzne dla ryb dorszowatych

. o 3 . &P Rozmiar Amplifikowany
Starter | Sekwencja nukleotydow 5’ - 3 produkty region
TR-14F GGAAAACCCATCCAATCCTA
558 b.p. cytb mtDNA
TR-571R | CAGCAACAACAAAGGGGAAT
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Wyniki i oméwienie

Przedmiotem analizy bylo 8 asortymentéw produk-
tow rybnych, z czego 7 pochodzito z mintaja. Przeba-
dane probki byly w roznym stadium przetworzenia tech-
nologicznego (tab. 2). Lacznie analizie poddano 68
produktow, dostgpnych w sprzedazy detalicznej skle-
pow na terenie woj. zachodniopomorskiego, w ktorych
sktadzie, zgodnie z deklaracja producenta/importera,
podany byt jako surowiec mintaj. Nie we wszystkich
analizowanych przypadkach obserwowano produkty
amplifikacji o wielkosci 558 p.z. dla specyficznej sek-
wencji (ryc. 1). W 60 przypadkach uzyskany wynik po-
twierdzil deklaracje producenta/importera. Po trawie-
niu enzymami Eco321 1 Ecol051 produktu PCR specy-
ficznego dla ryb dorszowatych, we wszystkich przy-
padkach profile restrykcyjne wskazywaly na mintaja
(ryc. 2). Profil restrykcyjny sktadat si¢ z czterech pro-
duktow o wielkosci 106 p.z., 161 p.z., 292 p.z, 452 p.z.

Natomiast w 8 przypadkach nie uzyskano produktu
PCR wskazujacego na pochodzenie (wbrew deklara-
cji) z ryb dorszowatych, w tym z mintaja.

Wszystkie przebadane probki tuszek rybich pocho-
dzity z mintaja. Na 32 przebadane proby filetoéw ozna-
kowanych jako filety z mintaja w 6 przypadkach nie
potwierdzono tego faktu w reakcji PCR. Na 11 przeba-
danych probek oznaczonych jako kostka z mintaja
w dwoch przypadkach nie udato si¢ uzyska¢ potwier-
dzenia. Wszystkie przebadane probki produktéw pa-
nierowanych (hamburgery 1 paluszki rybne) oraz dan
gotowych wskazywaly na poprawna deklaracj¢ produ-
centa na opakowaniu.

Do identyfikacji gatunkowej jako zrédto informacji
wykorzystano mitochondrialne DNA. Skorzystano ze
starterow amplifikujacych charakterystyczny dla rodziny
dorszowatych fragment mtDNA, ktorego sekwencje
podali Aranishi i wsp. (1). Fragmenty genow mitochon-
drialnych ze wzgledu na swoja konserwatywnos$¢ sa
czesto stosowane w identyfikacji surowcow zywnos-
ciowych tego typu (10, 12-16). Tak opracowana proce-

Tab. 2. Badane produkty rybne

Nr probki Nazwa produktu Sposob obrébki DR
sktad
Ll tusza z mintaja mrozona mintaj
dodatnia I I
1-6 tusze z mintaja odgtowione, mrozone |mintaj
7-29 filety z mintaja mrozone, odskdrzone | mintaj
30-38 | filety z ryb morskich | mrozone, odskorzone | mintaj
mrozone, odskdrzone,
39-50 | kostka z mintaja pozbawione osci, mintaj
ciete w kostke filety
51-57 | paluszki rybne panierowane, mrozone | mintaj
58-63 | hamburgery rybne |panierowane, mrozone | mintaj
i . gotowe do spozycia s
64-68 |dania gotowe po obrébee termicznej mintaj
Kontrola .
ujemna tusza z morszczuka | mrozona morszczuk
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dure identyfikacji minta-
ja przetestowano na 68
probach w ré6znym stop-
niu przetworzenia. Uzys-
kane produkty amplifika-
cji wskazuja na wysoka
przydatnos¢ tej metodyki
do rutynowej kontroli
importowanego mintaja
i produktow z niego.
Wedhug Comiiwsp. (5),
pomimo znacznego zroz-
nicowania i bliskiego po-
krewienstwa wielu gatun-
kéw ryb analiza restryk-
cyjna produktéw PCR
(PCR-RFLP) jest bardzo
dobra metoda identyfika-
cji gatunkowej ryb. Wyni-
ki ich badan potwierdzaja
mozliwos$¢ rozrdznienia
8 komercyjnie wykorzys-
tywanych gatunkow ryb
dorszowatych technika
PCR-RFLP. Badania nad
mozliwoscia zastosowa-
nia techniki PCR w iden-
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558 b.p.

- a G e o b9 b9 e - e oot sl o=

M K+ 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 K

Ryc. 1. 2% zel agarozowy barwiony bromkiem etydyny przedstawiajacy wynik identyfikacji
w reakcji PCR badanych produktéw z mintaja: M — marker wielkos$ci masowej, K+ — kontrola
dodatnia (mintaj), K- — kontrola ujemna (morszczuk). 1-17 produkty z mintaja: 1 — M2,
2-M5,3-M7,4-M8,5-M9, 6 - M15,7 — M18, 8 - M20, 9 — M31, 10 — M34, 11 — M35,
12 - M39, 13 — M41, 14 — M48, 15 - M50, 16 — M58, 17 — M61

M K+ 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

Ryc. 2. 2% zel agarozowy barwiony bromkiem etydyny przedstawiajacy wynik restrykcji pro-
duktow PCR: M — marker wielko$ci masowej, K+ — kontrola dodatnia (mintaj), 1-14 produkty
z mintaja: 1 — M2,2 - M5,3 - M7, 4 - M8, 5 - M9, 6 - M20, 7 — M31, 8 - M34, 9 — M39,

tyfikacji ryb i produktow
rybnych prowadzone
przez Calo-Mata i wsp.
(4) z uzyciem techniki PCR-RFLP pozwolity réwniez
na identyfikacje 15 gatunkow ryb dorszowatych. Ko-
rzystajac z pary starteréw autorzy ci zamplifikowali cha-
rakterystyczny dla tej rodziny fragment DNA (gen ko-
dujacy cytb w mtDNA) o wielkosci 464 p.z. Nast¢pnie
przy uzyciu trzech enzyméw restrykeyjnych (Ndel,
Hincll i NlallI) zidentyfikowali wszystkie badane ga-
tunki ryb z rodziny Gadidae. Ci sami autorzy opraco-
wana przez siebie metodg z powodzeniem zastosowali
w identyfikacji dostgpnych na rynku produktéw z dor-
sza (dorsz solony).

Podsumowanie

Techniki biologii molekularnej odgrywaja coraz
wigksza rolg w identyfikacji ryb i przetworzonych pro-
duktéw rybnych, stanowiac doskonata alternatywe dla
metod tradycyjnych. Technika PCR-RFLP pozwala na
identyfikacj¢ zaréwno ryb, jak i produktow rybnych
z gatunkoéw blisko ze soba spokrewnionych. Ponadto
nie zaobserwowano wplywu obrobki technologiczne;j
na proces identyfikacji.

PiSmiennictwo
1. Aranishi F., Okimoto T., Izumi S.: Identification of gadoid species (Pisces,
Gadidae) by PCR-RFLP analysis J. Appl. Genet. 2005, 46, 69-73.
2.Bailey K. M., Quinn T. J., Bentzen P, Grant W. S.: Population structure and

dynamics of walleye pollock, Theragra chalcogramma. Adv. Mar. Biol. 1999,

37, 179-255.

3. Bossier P.: Authentication of seafood products by DNA patterns. J. Food Sci.

1999, 64, 189-193.

4.Calo-Mata P, Sotelo C. G., Pérez-Martin R. I., Rehbein H., Hold G. L.,
Russell V. J., Pryde S., Quinteiro J., Rey-Méndez M., Rosa C., Santos A. T.:

10 — M41, 11 — M48, 12 — M50, 13 — M58, 14 — M61

Identification of gadoid fish species using DNA-based techniques. Eur. Food
Res. Technol. 2003, 217, 259-264.

5.Comi G., lacumin L., Rantsiou K., Cantoni C., Cocolin L.: Molecular methods
for the differentiation of species used in production of cod-fish can detect com-
mercial frauds Food Control 2005, 16, 37-42.

6.Grant W. S., Spies I. B., Canino M. F.: Biogeographic evidence for selection on
mitochondrial DNA in North Pacific Walleye Pollock Theragra chalcogramma.
J. Heredity 2006, 97, 571-580.

7.Hryszko K.: Najwazniejsze tendencje w imporcie ryb i owocéw morza. Mag.
Przem. Ryb. 2008, 64, 13-16.

8. Kotakowska A., Kotakowski E.: Warto$¢ zywieniowa ryb. XXXI Sesja Nauk.
Komitetu Technol. Chemii Zywnoséci PAN: Zywno$é w dobie ekspansji nauko-
wej: potencjat, oczekiwania, perspektywy. Poznan 14-15.09.2000, s. 57-65.

9.Lapinska K., Kwiatkowska B., Dgbrowski W.: Influence of various ways of
heating on the thermostability of oxytetracycline in muscles of rainbow trout.
Medycyna Wet. 2008, 64, 249-376.

10. Mackie I. M., Pryde S. E., Gonzales-Sotelo C., Medina L., Perin R., Quinteiro J.,
Rey-Mendez M., Rehbein H.: Challenges in the identification of species of
canned fish. Trends Food Sci. Techn. 1999, 10, 9-14.

11.Meyer R., Candrian U.: PCR-based DNA analysis for the identification and
characterization of food components. Lebens. Wissen. Tech. 1996, 9, 1-9.

12.Pancorbo M. M. de, Castro A., Fernandez-Ferndandez I., Cuevas N.: Cyto-
chrome b for identification of animal species in processed food. 19" Internat.
Congress on Forensic Genetics in Miinster, Germany 2001, s. 137.

13. Quinteiro J., Vidal R., Izquierdo M., Sotelo C. G., Chapela J. M., Pérez-
-Martin I. R., Rehbein H., Hold L. G., Russell V. J., Pryde S. E., Rosa C.,
Santos A. T., Rey-Méndez M.: 1dentification of hake species (Merluccius genus)
using sequencing and PCR-RFLP analysis of mitochondrial DNA control
region sequences. J. Agric. Food Chem. 2001, 49, 5108-5114.

14. Quinteiro J., Vidal R., Rey-Méndez M.: Phylogeny and biogeographic history
of hake (genus Merluccius) inferred from mitochondrial DNA control-region
sequences. Mar. Biol. 2000, 136, 163-174.

15.Sawicki W.: Wykrywanie niewtasciwych surowcoéw w produktach spozywcezych
przy zastosowaniu techniki fancuchowej reakcji polimerazy (PCR). Praca dokt.,
Wydz. Nauk o Zywnosci i Rybactwa AR, Szczecin 2006.

16.Sawicki W., Bednarczyk A., Bogustawska-Wqs E., Daczkowska-Kozon E.,
Dgbrowski W.: Detection of food adulteration in meat products using PCR
techniques. Anim. Sci. 2006, 1 (suppl.), 26-27.

Adres autora: dr inz. Wojciech Sawicki, ul. Papieza Pawla VI 3, 71-459
Szczecin; e-mail: wojciech.sawicki@tz.ar.szczecin.pl



